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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el estudio de la sobrevivencia de las bacterias
acido lacticas, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, y de la produccion de péptidos por
estas mismas bacterias. Este estudio se llevd a cabo tanto en la fermentacion de
leche como en el almacenamiento en refrigeracion de la leche fermentada,
enriqueciendo los sistemas de fermentacion con aguamiel e inulina. La adicion de
aguamiel se realizé para probar su posible uso como prebidtico y su funcién como
activador proteolitico en leches fermentadas en refrigeracion

Estas leches se inocularon con 10° UFC/mL de bacterias lacticas. Las
fermentaciones se detuvieron en un pH de 4.5 y se almacenaron durante 21 dias.
La sobrevivencia de los microorganismos se determiné por cuente viable en agar-
MRS. La produccién de grupos amino libres se realizdé por el método del acido -2,
-3 trinitrobencil sulfénico (TNBS) y la separacion de péptidos se realizé6 por
electroforésis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y por HPLC por exclusion de
tamaro.

En la primera parte del estudio se midi6 la variacion de pH en el medio debido a
los acidos organicos de cadena corta producidos durante la fermentacion. Se
observé que en el caso del sistema con Lactobacillus casei Shirota, la leche
enriquecida con aguamiel alcanzé mas rapido el pH de 4.5 (24 horas). El sistema
enriquecido con inulina tardé 34 horas. Se observé un efecto contrario en la leche
inoculada con Lactobacillus rhamnosus GG donde el sistema con inulina alcanzé
mas rapido el pH de 4.5 (16 horas) en comparacion con el de aguamiel (18 horas).
El el caso de la leche con En el analisis de Se monitore¢6 la cantidad producida de
grupos amino libres mediante el método Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, no se presento diferencia.

En el analisis de grupos amino libres, no se observé diferencia significativa en la
concentracion al final de la fermentacion.

En la segunda parte del estudio, las leches fermentadas fueron refrigeradas vy
almacenadas durante 3 semanas y se estudid la sobrevivencia y crecimiento de
las bacterias inoculadas, asi como la produccion de fracciones peptidicas
mediante los métodos de TNBS, electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE y HPLC.

En los estudios de sobrevivencia se encontré que igual que con inulina, en las
leches fermentadas enriquecidas con aguamiel se tuvo una concentracién de
bacterias acido lacticas superior a la concentracion recomendada para alimentos
con probidticos (10° UFC/mL). Se observé también que la produccién de grupos



amino libres continuaba aun en refrigeraciéon y fue mayor en los sistemas con
aguamiel para los tres microorganismos.

El analisis de electroforésis mostré6 una acumulacion mayor de péptidos de bajo
peso molecular (menores a 3kDa) y esta acumulacion fue mayor en los sistemas
enriquecidos con aguamiel. Esta acumulacion, se comprobd en el analisis por
HPLC donde ademas se encontré una fraccion de 1 kDa en el sistema inoculado
con L rhamnosus GG. Este péptido es de gran importancia ya que fracciones
peptidicas de menos de 2 kDa se han reportado como bioactivas en leches
fermentadas.

Se observo por HPLC que durante la fermentacion, hubo un decremento en la
concentracion de proteinas de peso molecular superior a 30 kDa y un aumento de
péptidos de bajo peso molecular, en todos los casos. De igual modo se pudo
observar un patrén de cascada en la formacion de péptidos de bajo peso
molecular, donde se encontré6 acumulacién de peptidos de peso molecular
intermedio que después disminuye al mismo tiempo que se acumulan los de bajo
peso molecular.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluyé que el aguamiel puede
ser un posible ingrediente funcional con caracter prebidtico en sistemas
simbidticos, sin embargo se necesitan tener mas estudios que confirmen esta
aseveracion. Por otro lado se observd una activacion proteolitica en presencia de
aguamiel, cuando las leches fermentadas se encontraban en refrigeracion.



1. Introduccion

Al nacer, los mamiferos son colonizados con bacterias que logran sobrevivir
y colonizar el tracto gastrointestinal. Estas bacterias forman una microbiota que
desempefia un papel importante en la funcion del intestino y en el mantenimiento
de la salud del hospedero. Esta funcion se establece a través de una interaccion
entre las bacterias y el mamifero hospedador con beneficios mutuos (Servin,
2004). Debido a esto se sabe que, al alterar el equilibrio de la flora intestinal, el
organismo tiende a un numero mayor de infecciones. En este sentido, las
bacterias denominadas como probidticas juegan un papel importante en la
activacion del sistema inmunoldégico (Kieran, et al., 2003).

Las bacterias probioticas son definidas como “microorganismos vivos adicionados
a alimentos que son benéficos para la salud” (Aggett, et al., 1999). Dentro de este
grupo de bacterias se han estudiado especialmente los géneros Lactobacilli y
Bifidobacterium. Ambos géneros se han utilizado ampliamente en la elaboracién
de alimentos lacteos fermentados (Kieran, et al., 2003).

De acuerdo a la legislacion de cada pais, la cantidad de probidticos establecida
para conferir beneficios al hospedero, varia en cantidad desde 10° (Japon, Suiza e
ltalia) hasta 10° UFC/ mL. Sin embargo, el afiadirlas en dichas concentraciones
no es suficiente, pues se debe asegurar al consumidor la viabilidad de las
bacterias. Dicha viabilidad depende de diversos factores tales como: la cepa
utilizada, pH, acidez final del producto, concentracién de acido lactico y acido
acético, concentracidon de perdxido de hidrégeno, capacidad amortiguadora,
oxigeno disuelto, aditivos alimentarios, conservadores y finalmente la temperatura
de almacenamiento (Sadaghdar, et al.,, 2012). Recientemente se han estudiado
también sustancias denominadas como prebioticas, por ejemplo la inulina y los
fructooligosacaridos, debido a que presentan una relacion directa entre su adicion
y la viabilidad de los probidticos (Palaria, et al., 2011).

Los prebidticos son ingredientes alimentarios que pueden estar en el intestino
delgado sin ser degradados y beneficiar al hospedador por estimulacién selectiva
del crecimiento y/o actividad de un numero limitado de bacterias (Marteau &
Boutron, 2002). Muchos componentes alimentarios, especialmente oligosacaridos
y polisacaridos (incluyendo fibra dietética), han sido utilizados como prebidticos.
Sin embargo, no todos los carbohidratos pueden ser considerados como
prebioticos, asi que algunos autores como Roberfroid (2007) han planteado los
siguientes criterios que se deben seguir para considerar a un carbohidrato como
tal:
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a) Resistencia a la acidez del acido gastrico, a la hidrélisis de las enzimas de
los mamiferos y a la absorcion gastrointestinal

b) Fermentacion por la microflora intestinal

c) Estimulacion selectiva para el crecimiento y/o actividad de las bacterias
intestinales que contribuyan a la salud y al bienestar

Un producto con bacterias probidticas que contiene ademas prebidticos, se
denomina simbiotico. Esta combinacion resulta en una mayor sobrevivencia de
las bacterias probitticas durante el almacenamiento y su paso por las dificiles
condiciones del tracto gastrointestinal. Adicional a ello, los prebi6ticos también
ayudan a los probidticos a adherirse al intestino (Yadab & Ravindra 2007).

Actualmente el aguamiel se comienza a considerar como un prebidtico (Fritzen, et
al. 2012). Esta consideracion es debida a que éste liquido proveniente del agave,
presenta en su composicion azucares fermentables. Los cuales son polimeros de
la fructosa con una molécula de glucosa como grupo terminal y son conocidos
como fructanos y oligofructanos del agave (Narvaez & Sanchez, 2009).

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto que tiene la adicion de
aguamiel, como fuente prebidtica en la viabilidad de probidticos durante el
almacenamiento refrigerado a 4°C, de una leche fermentada, y de acuerdo a los
resultados, el aguamiel podria ser propuesto como un excelente prebiotico.
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2. Antecedentes

2.1 Leche

La leche es definida como la “secrecién natural de las glandulas mamarias de las
vacas sanas o de cualquier otra especie animal, excluido el calostro” (NOM-243-
SSA1-2010). Por otro lado, Singh & Sachan en el 2011 definen a la leche como el
liguido secretado de las glandulas mamarias de mamiferos hembra tras el
nacimiento de la cria. Este producto animal se caracteriza por presentar un color
blanco y opaco, de sabor dulce y con un pH proximo a la neutralidad.
Fisicoquimicamente, la leche se presenta como una emulsion de materia grasa; la
cual es, al mismo tiempo, una suspension de materias proteicas en un suero
constituido por una solucion neutra que contiene principalmente lactosa y sales
minerales. Por lo que podemos ver entonces que hay cuatro tipos de componentes
importantes en el sistema:

1) Los lipidos como componentes esenciales de las grasas ordinarias
(triglicéridos).

2) Las proteinas (caseinas, albuminas y globulinas).
3) Los glucidos, esencialmente la lactosa.
4) Las sales.

Ademas, dentro de su composicién, este alimento contiene una gran cantidad de
nutrientes, muchos de los cuales poseen actividad biolégica que influye en la
resistencia a enfermedades, en la digestion, crecimiento y desarrollo de érganos
especificos. La mayoria de estos compuestos bioldgicamente activos son péptidos
y proteinas (Singh & Sachan, 2011).

2.2 Proteinas de la leche

Las proteinas de la leche (3-4%) se clasifican como caseinas y proteinas del suero
(aproximadamente 80% y 20%, respectivamente) presentan un alto valor biolégico
ya que el contenido de aminoacidos cubre casi toda la necesidad de los
aminoacidos esenciales excepto de los azufrados: metionina y cisteina, asi como
de fenilalanina. Se ha visto que la absorcidn de los aminoacidos y la digestibilidad
de las proteinas de la leche es muy alta (Aracenta & Serra 2005). Ademas se ha
observado que, el grado de asociacién de las proteinas de la leche se relaciona
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con factores como el pH, concentracion, composicion de la leche, tiempo y
temperatura (Kruif et al. 2012).

2.2.1 Caseinas

Las caseinas son definidas como particulas presentes en la leche fresca,
compuestas de proteinas y fosfato de calcio. Estas particulas son esféricas y
tienen un radio de aproximadamente 100 nm, estan dispersas en una fase
continua compuesta de agua, sales, lactosa y seroproteinas (Kruif, 1999). Estas
proteinas son separadass por precipitacion isoeléctrica a pH de 4.6 y en la leche
son encontradas como particulas coloidales de 50 a 600 nm. La identificacién de
dichas proteinas se llevd a cabo mediante electroforesis, en la que se ha
demostrado que estan compuestas por 3 proteinas denominadas a-, -, y y-
caseinas (Fox & Brodkorb, 2008).

Después de varios estudios, las caseinas se han dividido por su solubilidad en
CaCl,. Se ha encontrado que el 85% del total de las caseinas son insolubles y
contienen proteinas que nombraron as, y B-caseinas, mientras que la parte soluble
contenia una proteina que nombraron k-caseina, la cual juega un papel importante
en las estabilidad y propiedades de la micela de caseina. De acuerdo a estos
estudios se ha observado que las as-caseinas estan compuesta por dos proteinas,
las agi-caseinas y las asy-caseinas. Por otro lado las y-caseinas, representan los
segmentos C-terminales de B-caseinas, mientras que las partes correspondientes
a los N-terminales se definen como proteasas de peptona (Fox & Brodkorb, 2008).

Las caseinas estan conjugadas con grupos fosfato esterificados con residuos de
serina (la excepcion son algunos fragmentos de (-caseinas que no contienen
grupos fosfato). Una estructura estable de las micelas de caseinas es debida a la
asociacion con los grupos fosfato (Fox & Brodkorb, 2008).

2.2.1.1 as-caseina

La as caseina, es el componente mas abundante de las caseinas sensibles al
calcio, es decir, las que floculan aun en presencia de pequenas cantidades de
iones calcio. Lo mismo a bajas temperaturas (0°C) que a temperaturas intermedias
(20-40° C). Tiene un peso molecular cercano a 23600 KDa y es la proteina de la
leche mas rica en fosforo (1.1%), lo que representa 8 atomos de fésforo por
molécula. La caseina as no contiene carbohidratos ni cistina; sin embargo se han
publicado algunos andlisis que reportan un 0.2% de cistina. Su estructura primaria
esta constituida por una sola cadena polipetidica que contiene 199 aminoacidos,
dicha cadena presenta como amino terminal a la arginina y como carboxilo
terminal al triptofano (Santos, 2000)
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2.2.1.2 f-caseina

La B-caseina esta conformada por alrededor de 209 aminoacidos. Este grupo de
caseinas se caracteriza por ser amfifilico, y con un peso de 24 KDa. Estas
proteinas no son globulares y también tienen una conformacion coloidal al azar
con posibles elementos pequefios en la estructura secundaria que protegen
algunos residuos hidrofobicos de los solventes (Leclerc & Calmettes, 1998).

2.2.1.3 k-caseina

La presencia de k-caseinas en la micela de caseina juega un papel en la
estabilizacién de proteinas como la as1, y la B-caseina en presencia de Ca?'. La k-
caseina, tiene un grupo fosfato y tiene un alto contenido de carbohidratos
enlazados a ella, se piensa que los grupos de serina y treonina (los cuales tienen
grupo hidroxilo) al igual que los carbohidratos, estan en un mismo lado, en la parte
externa; esta proporcion es facilmente soluble en agua por la presencia de grupos
polares (Ocampo et al., 2008).

La k-caseina se diferencia del resto de las caseinas debido a que tiene un grupo
ester serina fosfato y tiene una mitad glucosilada cargada. Esta caseina es
insensible a la adicion de calcio (Ocampo et al., 2008).

2.2.2 Proteinas del lactosuero

Las proteinas mayoritarias del lactosuero contienen aminoacidos sulfurados que
tras el calentamiento de la leche participan en las reacciones de establecimiento
de enlaces inter e intra moleculares en lo que intervienen los grupos sulfhidrilo.
Una reaccion de este tipo que tiene importancia tecnologica, es la formacion de un
complejo entre la B-lactoglobulina y la k-caseina. Son solubles y estan formadas
por holoproteinas y glicoproteinas, representan cerca del 0.4 al 0.8% de la leche y
aproximadamente del 15 al 20% de las proteinas de la leche (Early, 1998).

Cuando la leche es calentada a temperaturas cercanas a 70°C las proteinas del
suero se desnaturalizan, si el pH de la leche a la temperatura de tratamiento
térmico, es bajo (cercano a 6.5) muchas de las proteinas desnaturalizadas
interactuan con las micelas de caseina (Anema, 2007).

2.2.2.1 B-lactoglobulina

Es la proteina mas abundante del suero lacteo, es globular y soluble en agua,
cuenta con una cadena peptidica simple de 162 aminoacidos de peso aproximado
a los 18.4 KDa. Su estabilidad es debida a la presencia de dos uniones disulfuro y
de un grupo tiol libre. El punto isoeléctrico de la B-lactoglobulina se encuentra
entre pH de 4.6 y 5.2, por debajo de pH 3 y por encima de pH 7 existe como
mondmero. Entre pH de 3.1 y 5.1 se asocia en forma octamérica (Martinez, 2010).
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Existen 4 variantes genéticas de esta proteina (A, B, C, D). Que se caracterizan
por su solubilidad en una solucién diluida de sales neutras y por su baja
solubilidad en agua pura (Amiot, 1991).

2.2.2.2 arlactoalbiimina

La a-lactoalbumina, es una proteina pequefia que ensambla moléculas de Ca?,
tiene un peso aproximado de 14200 Da, se encuentra en la leche de mamiferos, y
funciona como un modificador de la especificidad de la enzima
galactosiltransferasa. La estructura de la o-lactalbumina consiste en dos
subdominios: uno de a-hélice y uno de B-plegada (kawajima, 1996).

2.2.2.3 Seroalbumina bovina

La seroalbumina bovina es muy soluble en agua y representa el 5% de las
proteinas del suero de leche de vaca. Es exactamente igual que la albumina del
suero sanguineo. Es una proteina de peso molecular de 65000 Da y su punto
isoeléctrico es de 4.7. Contiene acido aspartico y alanina en posiciones terminales.
(Amiot, 1991).

La estructura de la albumina se caracteriza por una disposicion unica de enlaces
disulfuro que se repite en una serie de tripletes. La secuencia de aminoacidos es
caracterizada por un alto porcentaje de cisteina (35%) y bajo porcentaje de
triptofano, glicina y metionina. En su estructura solo posee un unico grupo sulfidrilo
libre y no posee sitios para la glicosilacion enzimatica (Carter & Ho, 1994).

2.3 Leches fermentadas

Hace aproximadamente cien afios, el premio Nobel Llya Metchnikoff observo que
la larga vida de la poblacién bulgara se debia, en parte, al consumo de productos
lacteos fermentados pues intuyd que los bacilos fermentadores influian
positivamente en la flora intestinal al establecerse en la misma y remplazar a las
bacterias patégenas (Hove et al., 1999).

Todas las leches fermentadas tienen una caracteristica en comun, la de obtenerse
por la multiplicacion de bacterias lacticas en una preparacién de leche. El acido
lactico que producen coagula o espesa la leche, confiriéndole un sabor acido o
menos pronunciado. Las caracteristicas propias de las diferentes leches
fermentadas se deben a la variacion particular de ciertos factores, como la
composicion de la leche, la temperatura de incubacion, la flora lactica o la flora
microbiana distinta a la lactica (Luquet, 1993).
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2.3.1 Estudios de almacenamiento refrigerado de leches fermentadas

Las leches fermentadas proveen energia y nutrientes ademas de ser fuente de
péptidos bioactivos, los cuales incluyen algunos con actividad antibacteriana,
anticancerigena, inmunomodulatoria, con actividades opioides y antihipertensivos.
La formacion de acido lactico y componentes del sabor asi como la protedlisis, son
los cambios bioquimicos mas importantes que ocurren durante la fermentacion y
almacenamiento refrigerado (Donkor et al., 2007).

Debido al poco tiempo de fermentacién en la elaboracion de leches fermentadas,
la actividad proteolitica es baja y corresponde del 1 al 2% de las proteinas
presentes. de la cual el 80% se lleva a cabo sobre caseinas (Meisel &
Bockelmann, 1999). Sin embargo después de que finaliza la etapa de
fermentacion, la actividad proteolitica continia, generando degradacion de
proteinas y péptidos liberados durante esta etapa, aun en refrigeracién (Nielsen, et
al., 2009).

Vinderola, et al., (2002) determinaron, que aun cuando la temperatura 6ptima de
proteinasas, peptidasas y aminopeptidasas pertenecientes al sistema proteolitico
de bacterias lacticas, oscila entre 35 y 37°C, la actividad de estas no se pierde aun
en refrigeracion a 4°C. La generacion de péptidos durante la refrigeracion, tiene su
origen de enzimas asociadas a bacterias vivas en el medio o a enzimas liberadas
después de lisis celular (Nighswonger et al., 1996). Muchos estudios han
comprobado la viabilidad de bacterias probidticas en leches fermentadas
comerciales almacenadas en refrigeracion, enfocados a la mejora de cepas y
técnicas de conservacion (Shah, et al., 1995; Vinderola, et al., 2000; Shin, et al.,
2000; Adhikari, et al.,2000), sin embargo los estudios de produccién de péptidos
durante el almacenamiento frio se reducen a la comparacion de perfiles
proteoliticos al inicio de la refrigeracion y al final de esta (Nielsen, et al., 2009).

Por otro lado, se ha comprobado que hay un aumento en la concentracién de
péptidos en leches fermentadas comerciales, en los primeros 10 dias de
almacenamiento en frio a 4°C, manteniéndose constante hasta el final del estudio
(15 dias), los péptidos obtenidos fueron de tamafios variables y se comprobé que
esta diversificacion estaba determinada tanto por la especie de microorganismo
con que estaba elaborada la leche comercial (Gonzalez, et al., 2011).

Stanton et al., 2005 observaron que en yogures almacenados durante 28 dias en
frio (4°C) y enriquecidos con amilosa o almidon de maiz no hubo diferencia
significativa comparado con las propiedades impartidas por la inulina (Donkor et al.
2007).
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Como se ha mencionado anteriormente existen productos que utilizan probidticos
y prebidticos en combinacion. Los microorganismos pueden ser directamente
promotores de la salud, debido a la produccion de metabolitos bioactivos durante
la elaboracion de estos productos debido a la fermentacion (Stanton et al., 2005).

2.4 Bacterias acido lacticas (BAL)

Las BAL incluyen miembros del género Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus; éste género de las BAL, es definido como gram-
positivas, no esporuladas, catalasa negativas, anaerobicas facultativas y con un
metabolismo fermentativo (Savijoki et al. 2006). Estas bacterias han sido
asociadas a productos lacteos fermentados.

Las BAL son las que constituyen en mayor parte la microflora intestinal, y proveen
beneficios al hospedador tales como la eliminacién a la intolerancia a la lactosa
debido a la actividad de la B-galactosidasa. Las BAL también son bacterias que se
utilizan mayoritariamente para elaborar productos lacteos fermentados como el
yogurt y el queso (Yadab et al. 2007; Gill & Rutherfurd, 2001).

Los metabolitos de las BAL durante la fermentacién conservan los alimentos, esto
es por el bajo pH por la produccion de acido lactico, asi como la producciéon de
bacteriocinas, en particular de la nisina (Stiles, 1996). Aunado a estos beneficios
tecnoldégicos, se han generado diversos estudios referentes a la mejora del
sistema inmunoldgico por BAL y se ha sugerido que la supervivencia de estas
mismas en el intestino de éstas mismas es un factor importante para dicho efecto
en el organismo. Sin embargo, estudios recientes han sugerido que la mejora
inmunoldgica puede ocurrir independientemente de la persistencia microbiana en
el tracto gastrointestinal (Gill & Rutherfurd, 2001; Saavedra & Tschernia, 2002 y
Maldonado et al. 2009;).

2.4.1 Sistema proteolitico de BAL

Diversas propiedades metabdlicas de las BAL se han usado directa o
indirectamente para tener un impacto en el proceso y madurado de los productos
lacteos. Algunas de sus funciones son: (lI) fermentacion y degradacion de la
lactosa, (Il) reduccion del potencial redox (lll) fermentacion del citrato y (V)
degradacion de las caseinas. Debido a que en la leche la cantidad de aminoacidos
libres es baja y el requerimiento de éstos varia de 4 a 14 diferentes (dependiendo
de la cepa) la sobrevivencia de las BAL depende de que su sistema proteolitico
pueda degradar las caseinas. Para que esto suceda, el sistema proteolitico de las
BAL se compone de: (I) proteinasas que fragmentan las caseinas a péptidos (Il)
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peptidasas que degradan a los péptidos, y (lll) sistemas de transporte de los
productos degradados a través de la membrana citoplasmatica (Kunji et al. 1996).

Algunos de los productos de degradacion son los péptidos bioactivos. Estos
péptidos derivados de las proteinas de la leche, se encuentran inactivos dentro de
la secuencia de la proteina y pueden ser liberados y activados por protedlisis
enzimatica. Esta protedlisis enzimatica se inicia por la accion de las proteinasas y
peptidasas de las BAL. Las BAL son nutricionalmente exigentes y necesitan
aminoacidos especificos para sus necesidades metabdlicas. El sistema
proteolitico de las BAL consiste de proteasas ligadas a la pared celular de las BAL
y diversas peptidasas intracelulares (Meisel & Bockelmann, 1999).

El sistema proteolitico de Lactobacillus especificamente, se compone de una
serino-proteasa de pared celular prolino especifica (en L. casei se llama HN14).
Esta proteasa llamada PrtB es especifica para Lactobacillus bulgaricus asi como
la PrtP para otras BAL, es el inicio de la hidrdlisis de proteinas en el sistema
proteolitico (Courtin et al. 2002). Por otra parte un segundo sistema de
Lactobacillus estd compuesto por un conjunto de enzimas de transporte. Estas
enzimas de transporte constituyen un sistema de operones llamado Opp
(Oligopéptidos Permeasa) (Wang et al. 2004). Finalmente, la accion de las
peptidasas y aminopeptidasas se lleva a cabo al interior de la célula, por un
sistema enzimatico que incluye alrededor de 12 a 15 enzimas. Para el caso de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, existe un monémero de 170 KDa con
una temperatura éptima de 42°C y pH de 5.5. Esta enzima es activada por un
agente reductor, se sugiere que es un residuo de cisteina el que puede estar
implicado en el sitio catalitico y ser capaz de hidrolizar a- y B-caseinas (Law &
Haandrikman, 1997).

Las fracciones peptidicas que no son utilizadas por las BAL, son excretadas al
medio y éstas constituyen la concentracion final de péptidos, algunos con actividad
bioldgica (Law & Haandrikman, 1997).

2.5 Probioticos

Los probidticos, son definidos como microorganismos vivos que al ser
administrados en dosis adecuadas confieren beneficios al hospedador. Estos
beneficios son especificos para el tracto gastrointestinal en donde dan un balance
a la flora presente en el intestino y asi logran participar en la digestion de
nutrientes que el organismo por si solo no puede digerir, como por ejemplo los
carbohidratos complejos. En consecuencia evitaran la colonizacién de bacterias
patogenas al producir sustancias antimicrobianas, como bacteriocinas y péptidos,
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compitiendo por nutrientes y por sitios de adhesion al colon (Borchers, 2009). Sin
embargo, para poder considerar a un organismo como probiotico éste no debe de
ser patogénico, debe de resistir el acido gastrico y biliar, tiene que presentar
interaccion con el tejido epitelial del intestino, ser habil para persistir en el tracto
gastrointestinal, asi como producir sustancias antimicrobianas y nutraceuticas.
(Leroy, et al. 2008).

Kurman & Rasic (1991) han recomendado que la dosis minima que debe ser
administrada para poder producir efectos benéficos es de 10® UFC/mL y esta
concentracion varia por especie y cepa utilizada (Oliveira et al. 2009).

Para que los beneficios de los probidticos tengan lugar se debe de considerar
todos los factores que afectan su sobrevivencia. Entre estos factores se
encuentran: el pH, potencial redox, contenido de peroxido de hidrégeno,
concentracion de oxigeno disuelto y acidez (Ozer et al. 2005). Al mismo tiempo se
han considerado de acuerdo a Saier & Mansour (2005), tres aspectos para lograr
efectos benéficos a la salud, los cuales son:

e Los productos finales de la fermentacion anaerébica de los carbohidratos
tales como los acidos organicos pueden ser absorbidos por el hospedador,
dichos productos finales pueden influir en el estado de animo, niveles de
energia e incluso habilidades cognitivas.

e Compiten de manera efectiva contra bacterias patégenas debido a la
produccion de bacteriocinas.

e Estimulan la respuesta inmune al producir polisacaridos especificos

2.6 Factores que afectan la sobrevivencia de las bacterias
probidticas

2.6.1 Temperatura

Las temperaturas de refrigeracion son aquellas proximas, pero superiores, al
punto de congelacion de los alimentos, habitualmente se consideran como tales
las incluidas en el rango -1 y +7°C. En los microorganismos, a medida que la
temperatura desciende por debajo del 6ptimo, el crecimiento se hace mas lento y
finalmente se detiene. El descenso diferencial de las actividades de las enzimas a
bajas temperaturas puede alterar las rutas metabdlicas y sus productos finales.
Muchos de los procesos reguladores del metabolismo celular son sensibles a las
temperaturas inferiores a la 6ptima, de modo que la exposicion a las bajas
temperaturas puede provocar desequilibrios metabdlicos y el cese de crecimiento
(Rose, 1968). La incubacién a bajas temperaturas puede alterar igualmente la
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composicion lipidica de las células microbianas, ya que se comienza a incrementar
la cantidad de acidos grasos insaturados (ICMSF, 1980).

2.6.2 Oxigeno y potencial redox

La exposicion de los lactobacilos al oxigeno resulta en la produccién de
metabolitos tdxico-oxigénicos que se acumulan en la célula, lo que lleva a la
muerte celular por dafio oxidativo. Las BAL no pueden sintetizar ATP por
mecanismos aerobios lo que significa que dependen estrictamente de un
metabolismo fermentativo. Las bacterias anaerobias como las BAL no pueden
sintetizar citocromos y otras enzimas que son vitales en la cadena transportadora
de electrones. Como la energia de los anaerobios es debida a la fosforilacién a
nivel de sustrato, la regeneracién de NAD" del NADH asume una importancia
critica. Dicha reduccion se lleva a cabo por la reduccion del oxigeno molecular
(O2) por la enzima NADH oxidasa (enzima que poseen todas las BAL).
Generalmente las reacciones de oxidacion del NADH en las BAL catalizan la
transferencia de uno, dos o 4 electrones a la molécula de dioxigeno (Condon,
1987).

La molécula de O, puede ser dismutada por el Mn," a una molécula mas estable
el HyO,. Estos compuestos se pueden difundir facilmente a través de las
membranas celulares y dafiar oxidativamente componentes vitales celulares como
lipidos de la membrana, enzimas y ADN. Muchos estudios sobre la aerotolerancia
de algunas BAL determinan que la actividad de la NADH oxidasa y la NADH
peroxidasa, llevan a cabo la eliminaciéon del oxigeno de la célula (Higuchi, 1984).
Por lo tanto, se piensa que la presencia de oxigeno en productos como el yogurt y
leches fermentadas induce la muerte celular y resulta en escasa viabilidad
(Talwalkar & Kailasapathy, 2004).

Los microorganismos afectan al potencial redox (Eh) del medio durante el
crecimiento. Los microorganismos anaerobios no son capaces de reducir el Eh de
su medio (Jay, 2000).

El Eh puede actuar sobre el equilibrio de muchas reacciones importantes en el
metabolismo. La perdéxido dismutasa es una enzima que juega un papel
importante en la sensibilidad de los gérmenes al oxigeno. Ya que el oxigeno
influye en el valor Eh, en un estudio se demostro la existencia de correlacion entre
la sensibilidad al oxigeno y la concentracion de la peréxido dismutasa (Bourgeois,
et al. 1988).

Debido a la falta de un aceptor de electrones externo (oxigeno en las bacterias
aerobias) en anaerobios, el sustrato organico se somete a una serie equilibrada de
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reacciones oxidativas y reductoras mediadas por los nucleétidos de piridina tales
como NADH (Jay, 200).

2.6.3 Capacidad amortiguante y pH

El pH desfavorable afecta al menos en dos aspectos de una célula microbiana: el
funcionamiento de sus enzimas y el transporte de nutrientes al interior de la célula.
La membrana citoplasmica de los microorganismos es relativamente impermeable
a los iones H" y OH". Cuando se sitian microorganismos en medios por debajo o
por encima de la neutralidad su capacidad para multiplicarse depende de su
capacidad para llevar el pH del medio a un valor o a un intervalo mas 6ptimo.
Cuando se sitian en medios acidos, las células deben evitar que entren H* o que
se expulsen los iones H* rapidamente a medida que entran. Compuestos celulares
clave para la supervivencia como el DNA y el ATP necesitan neutralidad (Jay,
2000).

2.7 Prebioticos

Los prebidticos son carbohidratos capaces de estimular el crecimiento de los
probidticos (Saavedra & Tschernia 2002). Aunque estos carbohidratos no pueden
ser digeridos en el intestino delgado del consumidor, aportan beneficios a la salud
del mismo ya que se encuentran como substratos y estimulan selectivamente el
crecimiento o la actividad metabdlica de bacterias especificas encontradas en el
intestino (Rolfe, 2000).

Los prebioticos mas conocidos y estudiados son la inulina y las oligofructosas que
son fibras solubles y fermentables. Estos carbohidratos son considerados como
fructanos, los cuales no pueden ser digeridos por la a-amilasa u otras hidrolasas
en la seccidn superior del tracto gastrointestinal (Oliveira et al. 2009).

2.7.1 Fructanos

Los fructanos son carbohidratos que presentan una estructura de cadena lineal y
polidispersa con enlaces fructosil-fructosa B-(2-1). La configuracién B que se
encuentra en el carbono anémerico 2 impide que las enzimas encontradas en el
intestino delgado puedan degradar dichos carbohidratos, ya que las enzimas
encontradas en esta parte del intestino son especificas para cortar en los enlaces
a-glucosidico (Roberfroid, 2005; Molis et al., 1996).

2.7.2 Inulina

La inulina es una fibra soluble fermentable clasificada como fructano que alcanza
al intestino largo practicamente intacta, es hidrolizada en la parte superior del
intestino y fermentada por las bacterias. La inulina es un carbohidrato polidisperso
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que consiste exclusivamente de enlaces B-(2-1) fructosil-fructosa (Roberfroid,
2005). Se encuentran en plantas, aunque algunos hongos y muchas bacterias
también las producen. Se cataloga como un prebidtico y se ha utilizado
tradicionalmente como tal, es obtenida principalmente de achicoria. La inulina
pertenece al grupo de fructanos, los cuales se presentan de manera natural en
vegetales y frutas. Sin embargo los fructanos, pueden ser fermentados en el colon
y al pasar por este proceso son oxidados y degradados en gases y acidos grasos
de cadena corta (Roberfroid & Delzenne, 1998).

Algunos estudios demostraron que la suplementacién en leches fermentadas con
inulina, incluso en bajas concentraciones, provee el crecimiento y la viabilidad de
manera significativa de las bacterias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus y Bifidobacterium lactis (Pinheiro et al. 2011).

La inulina y los levanos se pueden sintetizar a partir de la sacarosa por
transferencia repetida de un grupo fructosil de un donador, teniendo una unidad de
glucosa terminal (Vijin & Smeekens, 1999).

La forma de actuar de la inulina y oligofructosas como prebio6ticos es mediante la
fermentacion selectiva de las BAL, las cuales producen una inulinasa que es
necesaria para romper el enlace fructosil-fructosa B-(2->1) (Vijin & Smeekens,
1999).

2.7.3 Aguamiel

A lo largo de la historia en México el agave ha tenido usos alimentarios, religiosos,
textiles e incluso en la construccion. Su utilidad como alimento ha permitido
elaborar una variada gama de bebidas alcohdlicas como el mezcal, el sotol,
bacanora, pulque y tequila. Del agave también se extrae el aguamiel, el cual es
obtenido de lo que se conoce comunmente como “pifias”. De éste liquido se
pueden obtener polisacaridos, fructanos, jarabe de alto contenido de fructosa,
biocombustibles y compuestos de Maillard (Narvaez & Sanchez, 2009).

El agave por una adaptacion fisioldgica usa el metabolismo acido de las
crausulaceas (CAM) que implica una menor pérdida de agua por transpiraciéon
mediante |la apertura de estomas en la noche cuando la temperatura es mas fria, y
por lo tanto, disminuye la evaporacion de agua. Los principales productos
fotosintéticos de las CAM en las plantas de agave que se han reportado son los
fructanos. Estos compuestos son polimeros solubles de fructosa que
generalmente tiene un residuo de glucosa por molécula. Los fructanos del agave
se sintetizan y almacenan en los tallos y su principal funcion en las plantas CAM
es la de almacenamiento. También pueden actuar como osmoprotectores durante
la sequia (L6pez et al., 2003).
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El aguamiel es incoloro, dulce y de sabor agradable, ademas de contener agua
contiene glucosa, sacarosa Yy fructosa (26.5%, 8.8% y 32.4% p/p en base seca,
respectivamente) ademas de gomas, proteinas, minerales, vitaminas vy
microorganismos benéficos probioticos y no probidticos, mientras que la inulina
alcanza el 11% de peso seco (Tovar et al., 2011). Debido a la alta concentracion
de fructooligosacaridos, el aguamiel ha cobrado relevancia en la utilizacion como
prebidtico (Rodriguez et al., 2007).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la adicion de aguamiel en la sobrevivencia y en el
perfil proteolitico de bacterias lacticas mediante una cinética de
fermentacién y de refrigeracién, de una leche fermentada, para proponer su
posible uso como prebidtico.

3.2 Objetivos especificos

Separar los carbohidratos presentes en el aguamiel por medio de HPLC
para determinar la concentracion total de carbono fermentable.

Determinar los cambios de pH durante la fermentacion de leche por medio
de una cinética para comparar la velocidad de conversién de acido lactico
con dos fuentes de carbono diferentes.

Cuantificar los grupos amino libres durante la fermentacion y el
almacenamiento en refrigeracion mediante el método de TNBS para
comprobar la actividad proteolitica.

Cuantificar las bacterias lacticas durante almacenamiento refrigerado por
tres semanas para determinar su viabilidad.

Determinar el perfil proteolitico durante la fermentacion y en el
almacenamiento refrigerado por medio de electroforesis y HPLC para
comprobar la acumulacion de péptidos de bajo peso molecular.
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4, Metodologia

4.1 Analisis de Aguamiel

El aguamiel se obtuvo del raspado de tres magueyes de un campo de
Epazoyucan, Hidalgo, perteneciente a un productor de pulque artesanal. El
raspado se realiz6 a las 6 de la mafana, hora del primer raspado de maguey por
parte del productor de pulque. Se almacend en botellas de plastico asépticas de
1.5 L de capacidad. Para evitar la produccion de alcohol debido a la fermentacion
de la flora nativa, se mantuvo en refrigeracion durante su transporte. El aguamiel
se pasteurizé en autoclave a 90°C por 15 minutos, en frascos estériles, esto con la
finalidad de evitar la caramelizacion de los azucares presentes. La concentracion
de carbohidratos (monosacaridos, disacaridos y polisacaridos de mas de dos
unidades) en el aguamiel, fueron determinados en un equipo de HPLC (Lab
Alliance, Tokyo, Japdén) en el laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la
Universidad Autonoma Metropolitana unidad Iztapalapa. Se us6 una columna
RCM-monosacaridos de 300 x 7.8 mm (Phenomenex, Torrance CA) y un detector
Light Scattering (Polymer Laboratories, Amherst, MA). El medio de elucion
utilizado fue agua pre-desgasificada (a 75°C) a un flujo de 0.3 mL/min. La corrida
se llevo a cabo a una temperatura constante de 75°C y el detector se mantuvo a
una temperatura de nebulizacién de 110° C. La concentracion de carbohidratos
(p/v) fue proporcional al area calculada para cada pico con un estandar de
concentracion (Cruz et al., 2006).

4.2 Preparacion de cultivos iniciadores

Con la finalidad de realizar una comparacion en el estudio entre BAL probidticas
de Lactobacillus casei Shirota y Lactobacillus rhamnosus GG, se hicieron ensayos
paralelos con la BAL no probibtica Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Las
cepas puras se obtuvieron del laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la
Universidad Autonoma Metropolitana unidad Iztapalapa. Se tomé una asada de los
tubos de conservacion de los cultivos puros y se inocularon en caldo MRS (Man
Rogossa y Sharpe) (DIFCO).L. casei Shirota y L. rhamnosus se incubaron durante
36 horas a 37° C. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se incubd a 42°C.
durante 36 horas

Con la finalidad de adaptar a los microorganismos al medio de fermentacion, se
traspasd 1mL del cultivo de caldo MRS a un tubo con 9 mL de una solucion de
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leche descremada en polvo (Svelty Nestlé®) (10% p/v) previamente pasteurizada
a 90°C por 15 minutos. Los tubos de leche se incubaron en las mismas
condiciones de temperatura y tiempo que en la propagacion.

Finalmente, se prepard una solucion de leche descremada en polvo y se colocaron
100 mL (Dairy Gold) al 10% p/v). En 6 matraces con rosca de 250 mL
previamente esterilizados,. La leche se pasteurizé a 90° C por 15 minutos en un
autoclave. Las soluciones de leche se inocularon con 1 mL del cultivo de
propagacion (2 matraces para cada microorganismo) y se incubaron 37°C para
Lactobacillus casei Shirota y Lactobacillus rhamnosus GG y 42°C para
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Estos sistemas fueron los cultivos
madre con cada microorganismo adaptado. Se realizé el conteo en placa de las
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) con el medio agar-MRS.

4.3 Fermentacion

Para llevar a cabo la fermentacion se prepararon 2 sistemas. A cada uno de los
sistemas se les adicion6 el 2 % de fuente de carbono (aguamiel o inulina) y el 10%
(p/v respectivamente) de leche descremada en polvo. En el primer sistema de
disolvieron 10 g de leche en 63.5 mL de aguamiel pasteurizado a 90°C por 15 min
(correspondiente al 2% de fuente de carbono) y se aforé a 100 mL con agua
destilada. Esta mezcla se pas6é a un matraz de 250 mL previamente esterilizado.
El sistema se pasteurizdé a 90°C por 15 min en autoclave.

Al segundo sistema se le agregaron 2g de inulina como fuente de carbono (E
NATURE, inulina de agave) y 10 g de leche y se aforé a 100 ml con agua destilada
esterilizada. La mezcla se colocd en un matraz estéril. El sistema se pasteurizo a
90°C por 15 min en autoclave.

Una vez pasteurizados, los 2 sistemas se inocularon con 10® UFC/mL, un matraz
para cada microorganismo, por triplicado. Se incubd a las mismas condiciones de
tiempo y temperatura que en la etapa de adaptacion.

4.4 Cinética de fermentacion

Se realizé una cinética de fermentacidon para cada sistema con la temperatura
controlada a 37° C para las bacterias probidticas y a 42 °C para la bacteria no
probidtica, de acuerdo a lo establecido por Donkor et al. (2007), Meurman et al.
(1995), Rajagopal & Sandine (1990). La cinética de fermentacién se finalizé
cuando el sistema alcanzaba un pH de 4.5 o cuando en 3 muestreos sucesivos no
presentara variacion el pH del sistema. Este valor de pH asegura que no hay
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inhibiciéon del microorganismo por presencia de acido lactico. Los parametros que
se midieron durante la fermentacién fueron pH, presencia de grupos amino libres y
perfil proteolitico.

4.4.1 Muestreo y preparacion de las muestras

Se tomd una alicuota de 5 mL cada 2 horas de cada uno de los sistemas de
fermentacion. Se midié el pH de cada una de las muestras. Después de hacer la
medicion de pH, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos,
en una centrifuga (Eppendorf) con la finalidad de separar la biomasa y las
proteinas de alto peso molecular. El sobrenadante se reservd y se conservo en
congelacion a -14 °C para los analisis posteriores.

4.4.2 Determinacion de grupos amino libres

Se realiz6 el analisis de la concentracion de grupos aminos libres, por medio del
método del acido trinitrobencilsulfénico (TNBS). Un método utilizado comunmente
para medir este grado de hidrdlisis es utilizando el acido trinitrobencil sulfénico
(TNBS). La reaccion de TNBS se lleva a cabo especificamente con grupos amino
primarios para formar un compuesto cromoéforo con un maximo de absorbancia a
340 nm (Spellman et al. 2003). A continuacién se explica la determinacion:

e Se agregaron 2 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.21 M pH 8.2 en
tubos de ensaye forrados con papel aluminio (debido a la fotosensibilidad
de la reaccion)

e En cada tubo, se agregaron 250 pyL de muestra. En el tubo que se utilizaria
como blanco se agregd agua desionizada

e Se agregaron 2 mL de TNBS (Sigma) al 0.10% en amortiguador de fosfatos
0.21 M pH=8.2 y se agit6é en vortex

e Seincubd la muestra una hora a 50°C en oscuridad

e Se pard la reaccion adicionando 4 mL de acido clorhidrico 1N y se
colocaron los tubos en hielo durante 5 minutos en oscuridad

e La muestra se ley6 en un espectrofotdmetro (GENESYS 10-VIS) en celdas
de cuarzo a 340 nm

e Se determind la concentracidon de acuerdo a la curva patron de glicina

La curva patréon de glicina se realizé con una solucién de concentracion 3 mM con
1% de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) y se realizaron diferentes diluciones: 0.05,
0.1, 0.15, 0.2 y 0.25 mg/mL. Las diluciones se leyeron en espectrofotdmetro
(GENESYS 10-VIS) en celdas de cuarzo a 340 nm. La ecuacion de la recta
obtenida para el calculo de concentracion (mg/L) fue la siguiente:

y =4.278x — 0.2275
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Los protocolos de preparacion de soluciones se encuentran en el apéndice 8.2

4.4.3 Separacion de fracciones peptidicas por HPLC por exclusion
molecular

Para esta parte del estudio se analizaron las mismas muestras utilizadas en la
separacion de péptidos por electroforesis. La finalidad del analisis fue observar los
cambios de concentracion de las fracciones peptidicas durante la fermentacion.

Para la separacién de péptidos por cromatografia (SEC-HPLC) se utiliz6 una
columna de exclusién de tamano (SEPAX-SEC-150, tamafo de particula 5 pm,
tamafio de poro 150 A, 7.8 x 300 mm). Se utilizé como fase movil buffer de
fosfatos de pH 6.8. Se inyectaron 20 yL de la muestra, centrifugada de la leche
fermentada al HPLC. El analisis se realizo a temperatura ambiente bajo las
siguientes condiciones: flujo de 0.25 mL/min, durante 60 minutos, en un flujo
isocratico.

4.5 Almacenamiento en refrigeracion

Después de terminar el proceso de fermentacion (al alcanzar un pH cercano a 4.5)
los sistemas se almacenaron a 4°C durante 21 dias. Se tomaron muestras de 5
mL a los 7, 14 y 21 dias. Las muestras se centrifugaron a 6000 rpm a 4°C por 10
min. Los analisis de viabilidad y de protedlisis, se realizaron siguiendo la misma
metodologia que la descrita en los puntos, 4.4.2y 4.4.3

4.5.1 Separacion de péptidos por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Para observar el perfil de péptidos durante el almacenamiento en
refrigeracion se realizd la separacidén por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Se tomaron 40 pL de las muestras centrifugadas y se colocaron en
tubos Eppendorf. A cada tubo Eppendorf se le afadieron 20 uL de buffer de
colorante y 3 puL de B-mercaptoetanol. Los tubos se calentaron a 100°C a bafio
maria durante 5 minutos.

La preparacion del estandar se realizé de acuerdo a la técnica propuesta por BIO-
RAD®. En un tubo Eppendorf se colocaron 4 uL de estandar amplio espectro de
BIO-RAD, 20 pL de buffer Tris-HCI pH 6.8, 20 uL de buffer colorante, 20 uL de
agua desionizada y 3 uL de B-mercapto-etanol. El estandar se calenté a 100°C a
bafio maria durante 5 minutos. Posteriormente se continué con el siguiente
protocolo para la preparacion de los geles de electroforésis y la separacion de los
péptidos:



Metodologia | 28

1. En un matraz kitazato, se colocé un volumen total de 9 mL de una solucion
base de acrilamida al 30%, 160 pL de SDS al 1% y 4.5 mL de buffer 8.8
Tris-HCI, para preparar un gel de separacion de 15% de T. Dicha solucién
se desgasifico durante 15 minutos con agitacion suave. Se agregaron al
finalizar la agitacion, 50 pL de persulfato de sodio al 10% y 5 yL de TEMED.
Se vacio la mezcla de manera inmediata hasta llenar 3/5 partes de la altura
total de los cristales, correspondiente a 4.5 cm. Se agregaron 2 mL de agua
desionizada para asentar los geles durante el proceso de polimerizacién.
Se dejo polimerizar la solucién durante 2 horas y 30 minutos.

2. Al finalizar la polimerizacion del gel de separacion, se preparé el gel de
concentracion. Se agregaron 0.53 mL de la misma solucion base de
acrilamida al 30%, 80 pL de SDS al 10% y 3.47 mL buffer Tris-HCI pH 6.8.
La solucion se desgasificé por 15 minutos en las mismas condiciones de la
solucion del gel de separacién. Al final de la desgasificacion, se adicionaron
25 uL de persulfato en buffer Tris-HCI pH 6.8 y 5 yL de TEMED. La solucién
se vacido inmediatamente sobre el gel de separacion. Se colocaron los
peines para formar los carriles. Se dej6 polimerizar durante 2 horas.

3. Una vez polimerizados ambos geles se instaloé el equipo de electroforesis
(mini-PROTEAN |ll tetra system) en bafio de hielo para realizar la
separacion.

4. En cada carril de los geles se inyectaron 15 a 20 pL de las muestras
preparadas previamente, dejando un espacio entre estas y el carril donde
se inyecto el estandar de peso molecular conocido.

5. Se llen6 la camara del equipo de electroforesis con buffer de separacion
Tris-Glicina-SDS, pH 8.3.

6. Las muestras se corrieron durante 90 minutos aproximadamente, a 200 V,
hasta que el frente de migracion de las bandas llegé casi al final del gel de
separacion.

7. Una vez concluida la separacion, se fijaron los péptidos con una solucién de
acido acético al 7.5% (%v/v) durante 45 minutos con agitacién suave.

8. Los geles se sumergieron en una solucién de tefiido con azul de Comassie
G-250 durante 10 horas, para después destefiir el gel con una solucién de
acido acético:etanol (7:10) durante 4 horas.

9. Se analizaron los geles con el programa imageJ.

Para calcular el peso molecular de los péptidos, se utilizé el patron Broad-Range
(BioRad®). Las proteinas presentes en este patron se muestran en el apéndice
8.4
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4.6 Analisis estadistico de los resultados

En todos los experimentos se realizaron repeticiones y los datos experimentales,
se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA), se hizo la comparacion de
medias por el método de Tuckey’s con un nivel de significancia de 0.05. El
programa utilizado para el analisis fue NCSS-2007 (version: 07-1-15). Letras
diferentes indicadas en las barras de error de la graficas de resultados,
demuestran una diferencia significativa entre cada uno de los sistemas (nivel de
significancia p<0.05)



5. Resultados y discusion

5.1 Analisis de la concentracion de carbohidratos en aguamiel

La figura 1 muestra el cromatograma obtenido durante la determinacion de
carbohidratos presentes en el aguamiel. La identificacion de estos compuestos se
realiz6 comparando los tiempos de retencion obtenidos con los tiempos de
retencidén de un estandar de carbohidratos.
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Fig. 1. Determinacion de carbohidratos por HPLC en el aguamiel. (1) Fructosa (2) Glucosa (3) sacarosa y (4)
polisacaridos de mas de dos unidades.

Al minuto 14, se observaron picos correspondientes a polisacaridos de mas de dos
unidades, los cuales presentaron la concentracion mas baja. A los 16 minutos se
observo la presencia de sacarosa. Este pico fue el de mayor concentracion para
los polisacaridos. En los 19 y 21 minutos, se encontraron los carbohidratos con
mayor concentracion, correspondiendo a la glucosa (19 minutos) y a la fructosa
(21 minutos). Considerando las areas obtenidas y sumadas, se calculé una
concentracion total de 3.2% (p/v) de fuente de carbono total. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Willems & Low (2012) quienes encontraron que
la fructosa y la glucosa fueron los carbohidratos principales presentes en 19
muestras de aguamiel provenientes de 3 de las regiones productoras de aguamiel
mas importantes del pais (Nayarit, Jalisco y Michoacan).

Por otro lado, Rodriguez et al., (2007) mencionan que el aguamiel contiene una
cantidad considerable de polisacaridos de mas de dos unidades por lo que puede
ser considerado como un prebidtico interesante. Estos autores demostraron el
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efecto del aguamiel como agente prebidtico termoprotector en B. bifidum, secadas
por aspersion y durante almacenamiento refrigerado.

5.2 Medicion de pH durante la fermentacion de los sistemas Inulina-

aguamiel

Durante el proceso de fermentacion de L. casei Shirota se observé que, el pH del
sistema con aguamiel alcanzé un valor final de 4.5 a las 24 horas de fermentacion,
mientras que en el sistema con inulina se alcanzé a las 34 horas (fig. 2).

7.00 a a a a
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i W=inulina

4.50
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0 4 8 12 16 20 24 28 32
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Fig. 2. Evolucion del pH durante la fermentacion de leche, con Lactobacillus casei Shirota, en sistemas
enriquecidos con aguamiel y con inulina.

Durante las primeras 8 horas de fermentacion no se encontré diferencia
significativa en la produccion de acido lactico en ninguno de los dos sistemas. El
pH se mantuvo constante hasta las 12 horas de fermentacién, para el sistema con
inulina, mientras que en el de aguamiel se observo un descenso significativo que
continué hasta el final del proceso. El descenso entre las 12 y las 24 horas de
fermentacién en este ultimo sistema, fue significativo (6.2 a 4.54 respectivamente)
y se mantuvo hasta el final de la fermentaciéon. Por otro lado, entre los dos
sistemas se encontré una diferencia significativa a las 12 horas de fermentacion,
con un valor de pH de 6.63 para el sistema con inulina y de 6.21 en el de
aguamiel.

En el caso de los sistemas inoculados con L. rhamnosus GG (fig. 3) se observo
que, el sistema enriquecido con aguamiel alcanzé un valor de pH de 4.5 a las 18
horas de fermentacion. El pH del sistema con inulina como fuente de carbono,
alcanzo el pH de 4.5 hasta las 36 horas.
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Fig. 3. Evolucién del pH durante la fermentacion de leche, con Lactobacillus rhamnosus GG, en sistemas
enriquecidos con aguamiel y con inulina.

El pH se mantuvo sin diferencia significativa entre los dos sistemas, desde las 14
horas hasta el final de la fermentacion. Al inicio de la fermentacion (durante las
primeras 4 horas del proceso) se observo un ascenso significativo en el pH, en
ambos sistemas, dicho comportamiento no se ha observado con otros autores. El
origen de este ascenso no se estudio, sin embargo se hicieron varias repeticiones
y las curvas de pH en ambos sistemas siempre tuvieron el mismo comportamiento.
Después de este tiempo se observo un descenso significativo entre las 6 y las 8
horas de fermentacion. Después de las 12 horas de fermentacion y hasta el final
no se encontrd diferencia significativa en el sistema con inulina. En el sistema con
aguamiel, se encontré un descenso significativo al final de la fermentacion.

Entre los dos sistemas se observd una diferencia significativa a las 12 horas de
fermentacién, donde el valor de pH para el sistema de aguamiel fue de 5.18
mientras que para el sistema con inulina fue de 5.5. Esta diferencia significativa se
mantuvo durante todo el proceso de fermentacién, hasta que el sistema con
aguamiel alcanzo el pH de 4.5.

En los sistemas inoculados con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se
observé que el pH de 4.5 se alcanzé a las 24 horas de fermentacion para ambos
sistemas (fig. 4). El pH se mantuvo constante durante las primeras 8 horas de
fermentacion y después de este tiempo, se observd un descenso significativo y
mayor en el sistema enriquecido con aguamiel, mientras que en el sistema con
inulina no se encontrd diferencia significativa con el valor obtenido a las 8 horas.
Después de este periodo, se observo un descenso significativo en el pH de los dos
sistemas hasta terminar con un valor de 4.5. La diferencia observada entre el pH
de ambos sistemas, fue significativa desde el principio de la fermentacion.

32



Resultados y discusiones

a a 3
6.50 <
6.00 b b
T >0 == Qaguamiel
5.00 Inulina
4.50
4.00 5
2 4 8 12 24

Tiempo (horas)

Fig. 4. Evolucion del pH durante la fermentacién de leche, con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
en sistemas enriquecidos con aguamiel y con inulina.

En general, los sistemas inoculados con probidticos y enriquecidos con aguamiel
presentaron un descenso mas rapido de pH, mientras que los inoculados con el
microorganismo no probidtico, no presentaron diferencia en el tiempo de
fermentacion. Este efecto no se observé en los sistemas con Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, lo cual puede deberse, probablemente, a que este
microorganismo es homofermentativo y no muestra preferencia por la fuente de
carbono en ninguno de los dos casos (Rhee & Pack, 1980). Como se sabe, el pH
se ve influenciado por la produccién de acidos organicos de cadena corta, que son
metabolitos secundarios generados durante la fermentacion de leche por bacterias
lacticas (Corsetti et al. 1998).

Por otro lado, el crecimiento celular afecta directamente a la tasa de conversién de
la lactosa a acido lactico. Otro de los factores que influye sobre la velocidad de
produccion de acido lactico es la disponibilidad de los azucares fermentables
(Lopez et al., 2003).

Los efectos del pH sobre el crecimiento celular bacteriano, son en parte debido a
las concentraciones de las formas disociadas y no disociadas del acido lactico en
el medio. Sin embargo, a pesar del agotamiento de la glucosa, se sigue
produciendo acido lactico y a pH cercano a 4 el consumo de lactosa se vuelve
lento. Esta desaceleracion es debida al entorno altamente acido, que a su vez es
consecuencia del bajo crecimiento celular que puede tener como consecuencia la
lisis celular (Fu & Mathews, 1999). Esto quiere decir que la actividad probidtica
puede generarse aun cuando las células se encuentren lisadas, debido a la
liberacion de enzimas que ejercen un beneficio asociado a bacterias probidticas
(Vinderola & Reinheimer, 2000).
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En el mismo sentido, en estudios recientes se ha observado que los azucares
como glucosa y fructosa son reducidos hasta en un 20% de su concentracion
inicial, durante las primeras horas de fermentacién, siendo éstos los primeros en
agotarse. Sin embargo, al incluir FOS (fructooligosacaridos) el patron de reduccion
se incrementa de 43 al 79% en un tiempo aproximado de 48 horas (Mufioz et al.,
2012).

Kaplan & Hutkins (2000) realizaron estudios enriqueciendo sistemas de
fermentacion con FOS. En estos estudios se utilizaron indicadores de pH, para
determinar su influencia en el crecimiento celular. Estos autores observaron que
18 de 29 cepas estudiadas, fueron capaces de producir acidos organicos a partir
de los FOS adicionados. Cabe mencionar que, tanto en el estudio de Muinoz et al.
(2012) como en este ultimo, se concluyé que la capacidad de utilizar FOS
depende de la cepa, y se encontré que el género Lactobacilli, en su gran mayoria,
era capaz de utilizar dicha fuente de carbono. Adicionalmente a estos resultados,
se comparo el crecimiento celular con glucosa como fuente de carbono y se
demostré que la eficiencia del crecimiento no presentd diferencia significativa
cuando se utilizaron FOS en los sistemas de fermentacion, para ambos estudios.

5.3 Viabilidad durante almacenamiento en refrigeracion

Después de la fermentacion, los sistemas se mantuvieron por 21 dias en
refrigeracion, con la finalidad de verificar la viabilidad de las bacterias acido
lacticas. En los sistemas inoculados con L. casei Shirota se observo un
decremento significativo en la leche fermentada enriquecida con inulina, el cual fue
de 7.58 a 7.35 log UFC/mL (fig. 5). En el caso del sistema enriquecido con
aguamiel, no se encontro diferencia significativa durante todo el almacenamiento.
El sistema con aguamiel comenzdé con 8.28 log UFC/mL y el sistema con inulina
con 7.58 log UFC/mL. Durante las dos primeras semanas de almacenamiento, se
observo diferencia significativa en la cuenta viable para los dos sistemas. Sin
embargo, después de la segunda semana de almacenamiento, la poblacién
bacteriana permanecié constante en ambos sistemas. Lo cual quiere decir que,
para el caso de L. casei Shirota, el aguamiel y la inulina presentaron el mismo
efecto positivo sobre su viabilidad en refrigeracion.
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Fig. 5. Sobrevivencia de Lactobacillus casei Shirota durante el almacenamiento en refrigeracion (14° C) durante 7, 14y
21 dias en sistemas de leches fermentadas enriquecidas con aguamiel e inulina.

En el caso de los sistemas de fermentacién inoculados con L. rhamnosus GG (fig.
6), se observd que ambos sistemas (con aguamiel y con inulina) presentaron una
diferencia significativa en la sobrevivencia de este microorganismo durante las
primeras dos semanas de almacenamiento. En este periodo de tiempo, el patron
de sobrevivencia fue similar en ambos casos. Sin embargo, en el sistema con
aguamiel, se presenté un descenso significativo (1 ciclo logaritmico) al final del
estudio. Este descenso no mostré una diferencia en la cuenta final con el sistema
inoculado con aguamiel, es decir, no se observé diferencia en la sobrevivencia, en
ambos sistemas, en la tercera semana de refrigeracion. Aunque, si se observo un
decremento significativo al final del almacenamiento refrigerado. Por su parte, en
el sistema enriquecido con inulina no se encontré diferencia significativa en la
sobrevivencia durante todo el estudio. La concentracion final de L. rhamnosus GG
fue de 7.59 log UFC/mL para ambos sistemas.
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Fig. 6. Estudio de la sobrevivencia de Lactobacillus rhamnosus GG durante 7, 14 y 21 dias de almacenamiento en
refrigeracion (14° C), inoculado en sistemas de fermentacion enriquecidos con aguamiel e inulina.

En el caso del microorganismo no probidtico (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus), no se observo diferencia significativa en su sobrevivencia en ninguno
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de los periodos de tiempo ensayados en ambos sistemas de fermentacion (fig. 7).
De igual manera, no se encontro diferencia significativa en la sobrevivencia de
este microorganismo en ambos sistemas, durante todo el periodo de
almacenamiento en refrigeracion. Al final, la cuenta viable fue similar entre ambos
sistemas (8.97 y 9.05 log UFC/mL para inulina y aguamiel, respectivamente).
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Fig. 7. Estudio de la sobrevivencia de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus durante 7, 14 y 21 dias en
almacenamiento refrigerado en leches fermentadas enriquecidas con aguamiel e inulina.

Nielsen et al. (2009), observaron que en leches fermentadas almacenadas en
refrigeracion (5°C) por 6 dias, el numero de células viables no presentaba
diferencia significativa con respecto a la poblacién inicial aunque en este estudio,
los sistemas no fueron enriquecidos con ningun prebidtico.

En el presente trabajo se observé que la viabilidad de los lactobacilos a lo largo de
las 3 semanas se mantuvo constante (figuras 5, 6 y 7). En el caso de L. casei la
viabilidad fue mayor en aguamiel que en el sistema con inulina. Este mismo efecto
se observd en el sistema con aguamiel inoculado con Lactobacillus rhamnosus
GG durante las dos primeras semanas de almacenamiento mientras que en los
sistemas inoculados con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus no se
presento diferencia significativa en la sobrevivencia entre los dos sistemas. En el
caso de Ilos sistemas enriquecidos con aguamiel e inoculados con
microorganismos probidticos, se encontré que la cuenta viable al final del
almacenamiento refrigerado, fue mayor a la recomendada para sistemas
alimentarios enriquecidos con probidticos

Segun estudios de almacenamiento en bajas temperaturas, la sobrevivencia de los
microorganismos puede estar determinada por la relacién entre el medio externo y
el microorganismo. Esto quiere decir que los componentes del medio pueden
difundirse de manera pasiva a través de las células e interferir con procesos
metabalicos. Es por ello que la pared celular bacteriana juega un papel importante
en el transporte y control osmaético celular. Con los resultados obtenidos en dichos



Resultados y discusiones | 37

estudios se puede suponer que hay ausencia de agentes crioprotectores
eficientes, que determinen la resistencia de los microorganismos a temperaturas
extremas (Bozoglu et al., 1987)

En los sistemas de fermentacion bajo estudio, se observaron dos factores de
estrés, principalmente: la baja temperatura de almacenamiento, y el bajo valor de
pH. Estos influyeron de manera directa en la viabilidad de las células durante el
periodo de almacenamiento.

El factor de estrés debido al pH se relaciona con la sobrevivencia de las células
bacterianas, como indica Sadaghdar et al. (2012) y se ha visto, que el descenso
en la viabilidad depende de la cepa y puede variar hasta en 3 ciclos logaritmicos
en almacenamiento refrigerado en yogures o leches fermentadas (Sadaghdar et
al. 2012; Rybka & Kailasapathy, 1995). En los sistemas de fermentacién
estudiados, el descenso de células viables no decreci6 en mas de un ciclo
logaritmico, sino que permiti6 mantener la viabilidad sin que se lisaran las células
de manera significativa, es decir que la presencia de aguamiel permitié que, aun a
baja temperatura, las BAL sigan utilizandolo como fuente de carbono para su
sobrevivencia. En el sistema de inulina para L. casei Shirota, y L. rhamnosus GG
la concentracion bacteriana decrecié hasta 1 ciclo logaritmico. La asociacion del
decremento de pH y el crecimiento microbiano, también puede estar relacionada
con el sistema proteolitico de las BAL. En este estudio, la viabilidad, en ninguno de
los dos sistemas, fue menor a 10° UFC/mL que es la cantidad minima
recomendada para ejercer efectos benéficos al organismo (Sadaghdar et al.,
2012).

5.4 Determinacion de grupos amino libres durante la fermentacion

Con la finalidad de monitorear la protedlisis durante la fermentacion, se tomaron
muestras a las 2, 4, 8, 12 y 24 horas. Del mismo modo, se tomaron muestras de
los sistemas durante el proceso de almacenamiento en refrigeracion a 4°C, con
una frecuencia de muestreo de 7 dias pues ha sido reportado que este es el
tiempo requerido para observar posibles diferencias, ya que el metabolismo se
encuentra desacelerado (Donkor et al., 2007).

En los sistemas inoculados con Lactobacillus casei Shirota, se observd que el
sistema con aguamiel presentd un aumento significativo y constante en la
produccion de grupos amino libres durante toda la fermentacion (fig. 8). La
concentracion inicial (a las 2 horas) fue de 0.54 mg/L, alcanzando un valor final de
0.64 mg/L (a las 24 horas).
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En el caso del sistema con inulina como fuente de carbono, la concentracion de
grupos amino libres aumento significativamente a partir de las primeras 4 horas de
fermentacion. Este aumento continto hasta las 24 horas, en las cuales alcanz6
una concentracion de 0.61 mg/L. Después de este tiempo, no se observo un
aumento significativo en la concentracion de grupos amino libres puesto que a las
35 horas de fermentacion, en este sistema, la concentracion final fue de 0.62 mg/L

(fig. 8).
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Fig. 8. Produccion de aminoacidos libres, generados durante la fermentacion por Lactobacillus casei Shirota durante
la fermentacién y almacenamiento refrigerado (4°C).

Por otro lado, aun cuando la fermentacién del sistema con aguamiel terminé 11
horas antes que la del sistema con inulina, no se observd diferencia significativa
en la concentracion final de grupos amino libres entre los dos sistemas (0.622 y
0.637 mg/L, para el sistema con inulina y aguamiel, respectivamente) (fig. 8).

Para los sistemas inoculados con Lactobacillus rhamnosus GG (fig. 9) se observo
que la concentracién de grupos amino libres en el sistema con aguamiel como
fuente de carbono, se mantuvo sin diferencia significativa durante las primeras 10
horas de la fermentacion. Después de este tiempo, se encontré un aumento
significativo al final del proceso fermentativo. Las concentraciones iniciales y final
fueron significativamente diferentes (0.52 mg/L y 0.56 mg/L respectivamente).
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Fig. 9. Determinacion de la concentracion de grupos amino libres producidos durante la fermentacion de leches
enriquecidas con aguamiel e inulina fermentadas por Lactobacillus rhamnosus GG.

En el sistema con inulina como fuente de carbono se encontré un aumento
significativo en la concentracion de grupos amino libres a las 2 y las 6 horas de
fermentacion (0.21 mg/L y de 0.33 mg/L, respectivamente). Después de este
tiempo, la concentracion de los grupos amino libres se mantuvo constante hasta
las 10 horas (0.35 mg/L). Posteriormente se presenté un aumento significativo
hacia el final de la fermentacion, al término de la cual (22 horas) se alcanzé una
concentracion de grupos amino libres de 0.42 mg/L.

De acuerdo a los andlisis realizados, el sistema con aguamiel presenté una mayor
concentracion de grupos amino libres (0.56 mg/L) que el sistema con inulina (0.42
mg/L) al final de la fermentacion. Adicionalmente, se observé que, a las dos horas
de fermentacion, dicha concentracion ya presentaba diferencia significativa entre
ambos sistemas. Esta diferencia significativa se presentd durante las primeras 10
horas del proceso fermentativo (fig. 9). Al final del proceso, no se observo
diferencia significativa entre la concentracion de grupos amino libres en ambos
sistemas.

Para los sistemas inoculados con la bacteria no probidtica Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, se encontré que, en el caso de las leches con
aguamiel como fuente de carbono, la concentracion inicial se mantuvo sin
diferencia significativa hacia las 4 horas de fermentacion (fig. 10). Después de este
tiempo se mantuvo un descenso significativo durante todo el proceso de
fermentacion. Al final se obtuvo una concentracion de 0.47 mg/L.

Las diferencias en concentracion de grupos amino libres entre las diferentes
especies de lactobacilos, siempre es dependiente de sus necesidades
nutricionales y de la capacidad proteolitica de cada especie (Gasson y de Vos,
1994).
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Fig. 10. Determinacion de grupos amino libres en leches enriquecidas con aguamiel e inulina, fermentadas por
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

En el sistema con inulina como fuente de carbono (fig. 10), se encontré el mismo
patrén de comportamiento que en el sistema con aguamiel. Entre las 2 y las 4
horas de fermentacion se determiné una concentracion constante que inicié con
0.50 mg/L. Después de este tiempo, se observé un descenso significativo hasta el
final de la fermentacion (24 horas) terminando con una concentraciéon de grupos
amino libres de 0.44 mg/L.

En la figura 10 se observa que la concentracién inicial de los grupos amino libres a
las 2 horas fue mayor en el sistema con aguamiel (0.60 mg/L) que en el que se
afiadio inulina (0.50 mg/L). A las 4 horas no hubo diferencia significativa entre
dicha concentracién en ambos sistemas y este comportamiento se mantuvo hasta
las 8 horas. Sin embargo, a las 12 horas de fermentacion, si se observo diferencia
significativa (0.48 mg/L y 0.46 mg/L respectivamente), la cual se mantuvo durante
todo el proceso. Al término de este, ambos sistemas mostraron una disminucion
en la concentracion de grupos aminos libres siendo el valor menor el obtenido en
la leche fermentada con inulina (0.44 mg/L). Al final de la fermentacion se encontré
una diferencia significativa entre los dos sistemas. Esta diferencia podria deberse
a que la habilidad de las BAL para aumentar la densidad celular en la leche es
dependiente de su sistema proteolitico que a su vez, involucra la hidrdlisis
progresiva de las caseinas a polipéptidos, péptidos y aminoacidos (Guo et al.,
2009).

La producciéon de péptidos durante la fermentacion se ve favorecida por diferentes
factores (Gobbetti et al. 2004 ). Dentro de estos factores la fuente de carbono juega
un papel preponderante en la actividad proteolitica. Muchas fuentes de carbono
utilizadas en estudios con probidticos, son carbohidratos fermentables no
digeribles con un numero variable de residuos de monosacaridos (a partir de dos).
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Algunos ejemplos son la lactulosa, galacto y fructooligosacaridos y almidén
resistente. Se ha visto que dichos prebidticos influyen en la sobrevivencia y
metabolismo de las bacterias probioticas (Saarela et al., 2000).

En estudios realizados en fermentacion de leche con bacterias no probidticas
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 'y Streptococcus thermophillus)
adicionando almidén de maiz resistente e inulina como fuentes de carbono, no se
observo diferencia significativa en la produccion de péptidos durante la
fermentacion (Donkor et al. 2007). Lo que concuerda con lo obtenido en la
presente investigacion, ya que en ninguno de los sistemas estudiados
(enriquecidos con inulina y aguamiel como fuente de carbono) se observo
induccion de la capacidad proteolitica cuando se inocularon con Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Caso contrario a lo ocurrido cuando el inéculo era L.
casei Shirota o L. rhamnosus GG.

5.5 Determinacion de grupos amino libres durante almacenamiento

refrigerado

En el analisis de grupos amino libres, por el método de TNBS durante
almacenamiento refrigerado se observd que en el caso de los sistemas
inoculados con L. casei Shirota, en la leche enriquecida con aguamiel como
fuente de carbono, hubo un aumento de la concentracion de grupos amino libre
entre la primera y segunda semana de refrigeracion, debido a la protedlisis. En la
primera semana se alcanzé una concentracidon inicial de 0.55 mg/L y en la
segunda fue de 0.61 mg/L, lo cual representa una diferencia significativa entre
ambos tiempos de almacenamiento, para este sistema de fermentacion (fig. 11).
La concentracion de péptidos, disminuyé de manera significativa de la semana 2 a
la semana 3, ya que al final se obtuvo una concentracion de grupos amino libres
de 0.54 mg/L.
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Fig. 11. Determinacion de péptidos producidos en almacenamiento refrigerado por Lactobacillus casei Shirota.
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En el sistema de fermentacion enriquecido con inulina se observd que la
concentracion aumenté de manera significativa de la semana 2 a la 3 (fig. 11) y
permanecié constante durante las dos primeras semanas de almacenamiento
refrigerado. En la semana 1 se obtuvo una concentracion de grupos amino libres
de 0.42 mg/L y al final del almacenamiento de 0.43 mg/L.

De igual modo se observd que existi6, desde la primera semana de
almacenamiento refrigerado, una diferencia significativa de la concentracion de
grupos amino libres entre ambos sistemas. El sistema enriquecido con aguamiel
tuvo una mayor concentracién de grupos amino libres y esto corresponde con los
resultados obtenidos desde la fermentacion (fig. 11).

Este sistema integra la formacién de péptidos de alto peso molecular que sirven
de sustrato para que las peptidasas liberen péptidos de peso intermedio y al final
los encriptados en estas cadenas, como péptidos de bajo peso molecular (Gasson
y de Vos, 1994)

En el caso del sistema enriquecido con aguamiel y fermentado por Lactobacillus
rhamnosus GG (fig. 12) no se encontro diferencia significativa en la concentracion
de grupos amino libres. Al inicio del almacenamiento se tuvieron 0.56 mg/L y al
final 0.58 mg/L.

Un comportamiento similar fue observado en el sistema con inulina como fuente
de carbono (fig. 12). La concentracién inicial (semana 1) fue de 0.424 mg/L y para
la semana 2 fue de 0.44 mg/L. Al final del almacenamiento se alcanz6 una
concentracion de 0.45 mg/L. Durante todo el periodo de almacenamiento
refrigerado, no se encontré diferencia significativa en la produccion de grupos
amino libres (fig. 12).
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Fig. 12. Determinacion de grupos amino libres durante almacenamiento refrigerado en leches fermentadas por
Lactobacillus rhamnosus GG.
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Durante la primera semana de almacenamiento, se encontré diferencia
significativa en la concentracion de grupos amino libres entre ambos sistemas (fig.
12). Esta diferencia del comportamiento entre los dos sistemas se mantuvo
durante todo el almacenamiento refrigerado. Al final de este, el sistema con
aguamiel presentd mayor concentracion de grupos amino libres que el sistema con
inulina (0.59 mg/L y 0.45 mg/L, respectivamente).

Los resultados iniciales de las concentraciones de grupos amino libres obtenidos
en todos los sistemas analizados, son derivados del final de la fermentacion. En
este sentido se sabe que el numero de microorganismos generado durante la
fermentacién mantiene una alta actividad de las proteasas, sin embargo, con los
largos periodos de refrigeracién, la actividad de estas se vuelve menor, pero no se
inactivan (Shi et al., 2014).

Como se observo, el aumento en la concentracién de grupos amino libres fue
lento, comparado con el proceso de fermentacion. Esto se debe a que durante el
almacenamiento en frio, los microorganismos utilizan los aminoacidos liberados
durante la protedlisis para sobrevivir y solamente realizan el trabajo de corte
cuando estos aminoacidos son insuficientes para su crecimiento (Bu et al., 2010)
Los resultados de viabilidad observados confirmaron la presencia de
microorganismos con la consecuente actividad metabdlica. Se observo que, aun a
bajas temperaturas, en ambos sistemas (con inulina y con aguamiel) y con
cualquiera de los microorganismos probidticos ensayados, se alcanzaron las
concentraciones minimas de microorganismo recomendadas para proporcionar
beneficios a la salud (Rybka & Kailasapathy, 1995).

5.6 Separacion de péptidos durante el almacenamiento refrigerado
por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para determinar los péptidos producidos durante el almacenamiento refrigerado,
se tomaron muestras a los 0, 7, 14 y 21 dias de almacenamiento a 4°C. En el
sistema fermentado por Lactobacillus casei Shirota y enriquecido con aguamiel
(fig. 13-A), las bandas correspondientes a 31 KDa (peso de la anhidrasa
carbonica) se conservaron, del tiempo final de fermentacion (dia 0) hasta la
segunda semana de almacenamiento refrigerado. Estas bandas podrian
corresponder a caseinas, las cuales fueron decreciendo en su concentracion hasta
el final del estudio.
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Por su parte, las proteinas correspondientes a 21.5 KDa (peso correspondiente a
inhibidor de tripsina) no sufrieron un cambio significativo en su concentracion. Sin
embargo, las fracciones de peso molecular cercanas a 14.4 KDa aumentaron su
concentracion aparente durante el tiempo de almacenamiento. Este aumento esta
relacionado directamente con la disminucién de la concentracion de proteinas de
alto peso molecular (caseinas). Adicionalmente, la concentracion aparente de
péptidos de bajo peso molecular (menor a 6.5 KDa) durante el almacenamiento,
aumento considerablemente de la semana 1 a la 3.

En el caso del sistema enriquecido con inulina como fuente de carbono y
fermentado con Lactobacillus casei Shirota (fig. 13-B), se encontré6 que la
concentracion aparente de las fracciones de peso molecular cercanas a 21.5 KDa
no presentod variacion desde del tiempo 0 de almacenamiento refrigerado hasta la
semana 3. También se observo una banda debajo de 14.4 KDa en el tiempo O
(correspondiente al final de la fermentacién). Esta banda no se volvié a observar
en todo el estudio. Tampoco se observaron bandas definidas en el rango de 14.4 a
6.5 KDa, durante todas las semanas de almacenamiento. Sin embargo, se
encontré una acumulacion de péptidos de bajo peso molecular (menores a 6.5
KDa) desde el final de la fermentacion y hasta el final del almacenamiento
refrigerado, siendo mas pronunciada, aparentemente, en la semana 1. Esta
acumulacion coincidié con la desaparicion de la banda menor a 14.4 KDa.
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Fig. 13. Separacion de péptidos en el sistema enriquecido con aguamiel (A) e inulina (B) durante el almacenamiento
a 4°C con L. casei Shirota. Muestras: S estandar, (a) Final de fermentacion, (b) semana 1, (c) semana 2, (d) Semana 3.

Comparando la concentracion aparente de péptidos encontrados en ambos
sistemas, se observd que esta fue mayor en el sistema con inulina que en el de
aguamiel (tabla 1 a y b) puesto que se identificaron 17 péptidos en el sistema
enriquecido con inulina y 14 péptidos en el sistema con aguamiel. En ambos
sistemas, la banda (menor a 14.4 KDa) que se observo al final de la fermentacién
(tiempo 0), corresponde a un peso molecular de 12.3 KDa.

En el sistema con aguamiel, no se identificaron péptidos de pesos moleculares
entre 9 y 10 KDa (tabla 1-a). El péptido de peso molecular intermedio (de 6 a 8
KDa) de 8 KDa, solo se observo en la semana 1, mientras que los péptidos de 7.3
y 6 KDa, se observaron solamente en dos semanas del estudio (final de
fermentacion y semana 2; y semana 1 y 2, respectivamente). Todos los péptidos,
exceptuando el de 4.2 KDa, se observaron durante todo el estudio. Los péptidos
de bajo peso molecular acumulados en la electroforesis, correspondieron a pesos
moleculares que estan por debajo de los 2.5 KDa. Por medio del analizador de
imagenes, se identificaron tres péptidos con pesos moleculares de 1.6, 1.3 y 1.1
KDa. Este rango de pesos moleculares ya se habia reportado previamente en la
separacién de péptidos de leches fermentadas comerciales (Gonzalez et al. 2011).

En el caso del sistema enriquecido con inulina (tabla 1-b), se identificaron péptidos
con pesos moleculares mayores y una concentracion mas alta con respecto a la
del sistema enriquecido con aguamiel. En el sistema con aguamiel se encontraron
solo tres péptidos mayores a 6KDa mientras que en el sistema con inulina se
observaron seis. En el mismo sentido que en el sistema con inulina, en el sistema
con aguamiel se observaron peéptidos que aparecian en algunas semanas y
desaparecian subsecuentemente al final del almacenamiento en refrigeracion
(péptidos de 8.3, 7.7, 5.9, 5.6, 5.2 y 3.6 KDa). Otros péptidos aparecieron en la
primera o segunda semana de refrigeracion y se mantuvieron hasta el final del
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estudio (péptidos de 6.9, 4.7, 44 y 3.9 KDa). Al igual que en el sistema con
aguamiel, en el sistema con inulina, se localizaron péptidos de bajo peso
molecular que se acumularon hasta el final de la refrigeracion (péptidos de 3.1, 2.8
y 2.4 KDa) aunque los péptidos acumulados en el sistema con aguamiel fueron de
menor peso molecular que los del sistema con inulina.

Tiempo Tiempo
(dias) (dias) 0 7 14 2
0 7 14 21 5
8 8.7 87
7.3 7.3 83 83
6 6 80 8.0
© — 7.7
3 48 48 48 4.8 ©
< 4 e 69 69 6.9
® : = 6.3 63 6.3
o 3.8 3.8 3.8 5 c9
£ 33 33 33 2 o S6 ce
o 29 29 29 29 S 5.2 5.2
£ 25 25 25 25 £ 47 47
§ 22 22 22 22 § 44 44 4.4
o 1.9 19 19 1.9 39 39
3.6 3.6
1.6 16 16 1.6
13 13 13 13 31 31 31 31
' ' ' : 28 28 28 28
11 11 11 11 24 24 24 24

Tabla 1. Pesos moleculares de péptidos producidos durante el almacenamiento en frio de
leches fermentadas por L. casei Shirota y enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b).

En el analisis de los sistemas inoculados con Lactobacillus rhamnosus GG (fig. 14
A y B) se observaron diferencias muy importantes en la produccién de péptidos.
En la leche fermentada enriquecida con aguamiel (fig. 14-A), se observaron
péptidos menores a 6.5 KDa. Estos péptidos se acumularon durante las semanas
de almacenamiento en refrigeracion. Al mismo tiempo, se observaron péptidos con
pesos moleculares menores a 6.5 KDa que se acumularon durante todo el estudio.
La desaparicion de algunas bandas menores a 14.4 KDa coincide con la aparicion
de algunos péptidos de peso molecular intermedio.

En el caso de los péptidos separados en el sistema con inulina (fig. 14-B), se
identificaron algunos de menor peso molecular que el de la lactoalbumina
(14.4KDa). Sin embargo, la separacion en este sistema fue menos eficiente debido
a que no se encontraron péptidos de bajo peso molecular. Es decir, no se observo
acumulacién en la electroforesis. Solo se observaron algunas bandas, que fueron
las mas concentradas y que estaban en pesos moleculares cercanos a 6.5 KDa.
Estos péptidos se observaron durante toda el almacenamiento refrigerado.
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Fig. 14. Separacion de péptidos en el sistema enriquecido con aguamiel (A) e inulina (B) durante el
almacenamiento a 4°C con L. rhamnosus GG. Muestras: S estandar, (a) semana 0, (b) semana 1, (c) semana 2, (d)
Semana 3.

En las tablas 2 a y b, se observan los pesos moleculares de los péptidos
identificados por el analizador de imagenes ImagedJ. En el sistema con aguamiel
(tabla 2-a), hay péptidos de alto peso molecular (superiores a 8 KDa) que
aparecen y desaparecen en las diferentes semanas del almacenamiento (péptidos
8.8, 9.1, 9.5 y 9.9 KDa). Estos péptidos no se acumularon durante el estudio. Sin
embargo, los péptidos de peso molecular intermedio y de bajo peso molecular se
observaron desde el final de la fermentacion y se encontraron durante todo el
almacenamiento refrigerado. Mas importante aun es el hecho de que los péptidos
de peso molecular menor a 4.6 KDa, se generaron en la semana 1 y se
mantuvieron durante todo el estudio (péptidos de 4.2, 3.7, 3.3, 3 y 2.7 KDa). Esto
parece indicar que, los péptidos de bajo peso molecular no se degradaron.

En el caso del sistema enriquecido con inulina (tabla 2-b) no hubo acumulacién de
péptidos de bajo peso molecular y sobre todo, no se encontraron péptidos con
pesos moleculares menores a 4.4 KDa. El péptido mas pequeno identificado, fue
el correspondiente a este peso molecular. Los péptidos que se acumularon
durante el estudio fueron los correspondientes a pesos moleculares entre 5.6 y 7.3
KDa (péptidos de 6.8, 6.3 y 5.9 KDa). Esto corresponde con las concentraciones
aparentes observadas en los geles.
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Tiempo 0 7 14 21 Tiempo 0 7 14 21
(dias) (dias)
99 99 9.9 9.8 9.8
9.5 9.5 9.5 9.5 9.5
9.1 = 9.2 9.2 9.2
8.8 8.8 8.8 'a) 8.6 86 86 86
= 83 83 83 83 S 81 81 81 81
O 79 79 79 79 3 7.6
S 75 75 75 75 © 73 73 73 73
a 71 71 71 7.1 3o 6.8 6.8 6.8 6.8
© 6.7 67 67 6.7 % 63 63 63 6.3
3 ® 6.2 62 62 6.2 £ 59 59 59 59
% 58 58 58 5.8 4 56 56 56 5.6
S 52 52 52 5.2 3 54 5.4
@ 46 4.6 46 46 o 51 5.1
3 42 42 42 48 4.8
o 3.7 3.7 3.7 44 44
33 33 33
30 3.0 3.0
27 27 2.7
2.4

Tabla 2. Pesos moleculares de péptidos producidos durante el almacenamiento en frio de leches
fermentadas por L. rhamnosus GG y enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b).

En el sistema de leche fermentada por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
y enriquecida con aguamiel (fig. 15-a), no se observaron diferencias en la
concentracion aparente de las proteinas del suero (B-lactoglobulina y a-
lactoalbumina) pero si se encontré6 acumulacion en la concentracién aparente de
los péptidos menores a 14.4 KDa durante todo el almacenamiento refrigerado. Del
mismo modo, la concentracion de los péptidos de peso molecular menor a 6.5
KDa fue en aumento subsecuente. Al final del almacenamiento se encontré una
acumulacién de péptidos de bajo peso molecular, que se observo en la frontera
del gel (frente de corrida).

La acumulacion de péptidos fue superior en el sistema enriquecido con inulina (fig.
15-b). Dicha acumulacién se observé a partir de los péptidos de peso molecular
alto e intermedio. Sin embargo, en el caso de los péptidos de bajo peso molecular,
no se observé un cambio significativo sobre la concentracién aparente durante
todo el estudio. La acumulacion mas importante, al parecer, se da en los péptidos
de peso molecular intermedio marcados entre los pesos moleculares del estandar
correspondientes a 14.4 KDa y 6.5 KDa. Sin embargo, al final de la refrigeracion,
esta concentracion disminuyé y la concentracion de péptidos de bajo peso
molecular cambi6 aparentemente.

48



Resultados y discusiones

Fig. 15. Separacion de péptidos en el sistema enriquecido con aguamiel (A) e inulina (B) durante el
almacenamiento a 4°C con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Muestras: S estandar, (a) Tiempo 0, (b)
semana 1, (c) semana 2, (d) Semana 3.

En el sistema enriquecido con aguamiel, el péptido con menor peso molecular
determinado fue de 4.1 KDa (tabla 3-a). En este mismo sistema, durante todo el
almacenamiento (semana 1, 2 y 3), los péptidos encontrados con mayor peso
molecular fueron los correspondientes a 9.8, 9.5 y 9.1 KDa. También se observo
que durante todo el estudio, hubo presencia de péptidos con pesos moleculares
entre 8.7y 4.5KDa (8.1,7.6,7.36.96.8, 6.1,y 5.7, 5.3y 4.9.) lo cual se muestra
en la figura 12-a.

En el caso del sistema enriquecido con inulina, en la tabla 3-b se puede apreciar
que el péptido de mayor peso molecular fue de 9.7 KDa y que el péptido con el
menor peso molecular encontrado fue de 3.8 KDa. En este sistema, los péptidos
correspondientes a 7.3, 6.6, 5.6, 5.1 y 4.8 KDa se presentaron durante todo el
periodo de almacenamiento refrigerado. Los péptidos de 8.8 y 8.5 KDa se
observaron solo en en el tiempo 0 y el tiempo 0 y la semana 3, respectivamente;
mientras que los péptidos de 6.1 KDa, se acumularon unicamente en la semanas
2y3.
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Tiempo Tiempo
(dias) 0 7 14 21 (dias) O 7 14 21
9.8 938 9.7
9.5 8.8 8.8
= 91 91 91 - 8.5
) 87 87 87 87 S 8.1 8.1
< 81 81 81 81 4 7.7 7.7
3 76 76 76 7.6 S 73 73 73 73
© 73 73 73 73 = 7.0 7.0
S Qo
2® |69 69 69 69 9 6.6 6.6 6.6 6.6
2 6.5 6.6 6.7 6.8 2 61 6.1
£ 61 61 6.1 6.1 o 56 56 5.6 5.6
Q 57 57 57 57 3 51 51 51 5.1
3 53 53 53 53 o 48 48 48 4.8
o 49 49 49 49 42 42 4.2
45 45 45 45 3.8
4.1 4.1

Tabla 3. Pesos moleculares de péptidos producidos durante el almacenamiento en frio de leches fermentadas por
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son relevantes ya que se ha
comprobado que en almacenamiento refrigerado, la acumulacién de péptidos de
bajo peso molecular, esta relacionada con actividad bioldgica. Aunque algunos
péptidos con actividad antimicrobiana tienen pesos moleculares cercanos a 10
KDa (Kuhn et al., 1993).

Las proteinas de la leche son consideradas como las mas importantes fuentes de
péptidos bioactivos (Korhonen, 2009). En leches fermentadas, la hidrélisis de
proteinas es alrededor de 1 al 2% y esta degradacion se realiza en un 80% sobre
las caseinas de la leche (Meisel y Bockelman, 1999). Sin embargo, se ha
observado que aun cuando la fermentacion finaliza, la actividad proteolitica
continua en almacenamiento refrigerado (Nielsen et al. 2009). Vinderola et al.
(2002) determinaron que, aun cuando la temperatura 6ptima de las enzimas del
sistema proteolitico de las BAL se encuentra entre 32 y 37°C, la actividad del
sistema no se pierde en refrigeracion a 4°C. Lo anterior concuerda con lo
observado en este estudio ya que en los sistemas analizados se observo actividad
durante el almacenamiento refrigerado.

Aunado a lo anterior, se ha comprobado que la actividad biolégica (especialmente
la actividad antihipertensiva) aumenta generalmente en leches fermentadas
almacenadas a 4°C por 28 dias (Donkor et al. 2007). Estas condiciones, son
similares a las utilizadas en el presente estudio. De igual manera, la capacidad de
generar péptidos durante almacenamiento refrigerado se ha observado también en
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leches fermentadas comerciales, sin importar el microorganismo utilizado en el
proceso de fermentacion (Gonzalez et al., 2011).

La liberacion de péptidos durante el proceso de almacenamiento refrigerado, esta
asociada al sistema proteolitico de bacterias vivas y a enzimas liberadas después
de lisis celular (Nighswonger et al., 1996). El proceso de liberacion de péptidos
sigue un modelo propuesto por Gasson y de Vos (1994) el cual incluye un proceso
de liberacion en cascada que comienza con la hidrolisis primaria de las proteinas
de la leche. En este proceso, se forman péptidos de alto peso molecular que se
hidrolizan para dar péptidos de peso molecular intermedio y a partir de estos, se
logra la produccion de péptidos de bajo peso molecular. Los resultados obtenidos
para los sistemas estudiados en este trabajo, se ajustan al modelo propuesto por
estos autores, pues durante todo el almacenamiento refrigerado se observo la
aparicion y desaparicion de péptidos de alto peso molecular y de peso molecular
intermedio. Al mismo tiempo, la acumulacién de péptidos fue mayor cuando se
trataba de péptidos de bajo peso molecular, igual que en dicho modelo.

5.7 Caracterizacion de péptidos producidos durante la fermentacion
mediante HPLC por exclusion molecular

En la determinacién de la concentracion de fracciones peptidicas producidas
durante la fermentacidon de leches enriquecidas con aguamiel utilizando
Lactobacillus casei Shirota como inoculo, la fraccion de mayor peso encontrado
fue de 37.9 KDa (fig. 16-a). La concentracion de esta fraccion disminuyé drastica y
significativamente de las 4 a las 12 horas de fermentacion. En este sistema, los
péptidos de las fracciones con peso molecular de 7.3, 2.9, 1.6; 8.1 y 6.6 KDa se
observaron solamente en uno de los periodos de fermentacion analizados (4, 12 y
24 horas, respectivamente). Los péptidos que mostraron acumulacion fueron los
correspondientes a las fracciones de peso molecular de 3.2, 2.0 y 0.8 KDa (fig. 16-
a). La fraccion peptidica con mayor concentracion aparente fue la de 3.2 KDa.
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Fig. 16. Cromatogramas obtenidos por HPLC en columna de exclusion molecular a 220 nm durante la fermentaciéon
de leches enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b) usando L. casei Shirota. En las 4, 12 y tiempo final de
fermentacion (Tf) (1) 37.5 KDa (2) 3.2 KDa, (3) 2.0 KDa (4) 0.8 KDa, (5) 1.3 KDa, (6) 0.4 KDa.

Con respecto al sistema enriquecido con inulina y fermentado por L. casei Shirota
(fig. 16-b) se observo la presencia de 2 fracciones con peso molecular mayor a 10
KDa. De estas fracciones, solo la de 33.2 KDa presentd un decremento de
concentracion de las 4 a las 24 horas de fermentacion. Al igual que en el sistema
con aguamiel, se observaron péptidos que solo aparecieron en alguno de los
periodos de tiempo de fermentacion (fracciones de 8.1 y 6.3 KDa a las 4 horas,
fraccion de 5.8 KDa a las 12 horas y fracciones de 5.1, 2.8, 2.0, 1.0 KDa a las 24
horas. Los péptidos que mostraron acumulacién (de las 12 a 24 horas) fueron las
fracciones correspondientes a 1.3 y 0.4 KDa.

La concentracion total de péptidos de peso molecular menor a 10 KDa fue mayor
en el sistema enriquecido con inulina (figura 16 a y b). Sin embargo, como se
determind en el analisis por electroforesis, se presentaron fracciones peptidicas de
menor peso molecular en el sistema con aguamiel.

En la determinacion de la concentracion de grupos amino libres por TNBS no se
encontré diferencia significativa entre ambos sistemas, sin embargo, al realizar el
analisis de acumulacién de péptidos de bajo peso molecular por HPLC si se
observo diferencia significativa entre ambos sistemas, siendo mayor esta
acumulacion en el sistema con inulina aunque en el sistema con aguamiel se
observaron péptidos de menor peso molecular.

En el caso del sistema enriquecido con aguamiel y fermentado por L. rhamnosus
GG (fig. 17-a) se obtuvo una fraccion con peso molecular de 29.5 KDa. La
concentracion aparente de esta fraccion disminuyd de las 4 a las 24 horas de
fermentacion. En este sistema se observé que los péptidos de las fracciones con
peso molecular de 3.2 y 1.1 KDa presentaron, de igual manera que en los
sistemas fermentados por L. casei Shirota, una disminuciéon de su concentracion
aparente, de las 4 a las 12 horas de fermentacion. De las 12 a las 24 horas se
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observo una disminucién en la concentracion de los péptidos de 4.3 KDa y de 0.8
KDa mientras que la concentracion aparente del péptido de 0.5 KDa aumentd de
las 12 a las 24 horas. El péptido de 1.1 KDa se observé durante todo el proceso
de fermentacion y su concentracion fue constante durante toda la fermentacion.
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Fig. 17. Cromatogramas obtenidos por HPLC en columna de exclusién molecular a 220 nm durante la fermentacion de
leches enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b) usando L. rhamnosus GG. (1) 1.1 (2) 0.5 (3) 18.6 (4) 3.4 (5) 0.9 KDa
(cs) caseinas (p) péptidos

Con respecto al sistema enriquecido con inulina y fermentado por L. rhamnosus
GG (fig. 17-b), la fraccion con mayor peso molecular correspondié a 18.6 KDa y
presentd una disminuciéon en su concentracion aparente de las 4 horas a las 12
horas de fermentacion desapareciendo a las 24 horas. Los péptidos
correspondientes a las fracciones de peso molecular de 2.6 y 0.9 KDa aumentaron
su concentracion de las 4 a las 12 horas de fermentacién. Por otro lado, estas
fracciones y una correspondiente a 0.4 KDa permanecieron a lo largo de todo el
proceso fermentativo. La concentracion de la fraccion de 0.9 KDa aumento de las
4 a las 24 horas mientras que la concentracién de las fracciones de 2.6 y 0.4 KDa
disminuy6 significativamente en este mismo periodo de tiempo para la fraccion de
0.4 KDa y en el periodo de las 12 a las 24 horas para la fraccion de 2.6 KDa.

Tanto en el sistema enriquecido con aguamiel como en el sistema enriquecido con
inulina, la concentracion de las fracciones con altos pesos moleculares (alrededor
de 30 KDa) sufrié un decremento durante el proceso de fermentacion (figuras 17-a
y 17-b). Estas fracciones corresponden a los pesos moleculares aproximados de
las caseinas. Por otro lado, se observé una acumulacion de péptidos de bajo peso
molecular integrada a las fracciones peptidicas de pesos moleculares menores a 3
KDa, en el sistema con aguamiel. Sin embargo, en el sistema con inulina esta
concentracion disminuyo.
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En el sistema enriquecido con aguamiel y fermentado por Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, la fraccion de ayor peso molecular fue de 32.5 KDa. La
concentracion de esta fraccion presenté un decremento significativo de las 4 a las
24 horas de fermentacion (fig. 18-a). En este sistema también se obtuvieron
fracciones peptidicas de 8.1, 3.9 y 7.1 KDa que solamente se observaron en un
solo tiempo de fermentacion (4 y 12 horas, respectivamente). En las fracciones de
5.7 y 0.7 KDa hubo una acumulacién al final de la fermentacion. Por otro lado, la
fraccion de 2.3 KDa presenté un aumento de concentracion entre las 4 y las 12
horas de fermentacién. Sin embargo, al final de la fermentacién esta fraccion no se
volvié a encontrar. Caso contrario a la fraccion de 1.6 KDa que se observo durante
todo el proceso de fermentacion. Esta fraccion se acumulé al final de la
fermentacion.
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Fig. 18. Cromatogramas obtenidos por HPLC en columna de exclusiéon molecular a 220 nm durante la fermentacién de
leches enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b) usando Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. (1) 32.5 KDa
(2)2.3 (3) 4.4 (4)1.9 (5) 0.9 KDa (cs) caseinas (p) péptidos.

En el sistema de leche enriquecida con inulina y fermentada por Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (fig. 18-b), se obtuvo una fraccion de 32.5 KDa
siendo ésta la de mayor peso molecular encontrada en este analisis. Esta fraccion
desaparecié al final de la fermentacion. En este sistema la fraccidon peptidica con
peso molecular de 6.1 KDa se observd unicamente a las 4 horas. Este
comportamiento puede deberse a que la proteinasa PrtB especifica para L.
delbrueckii subs bulgaricus tiene la capacidad de degradar de manera directa
proteinas hasta péptidos de bajo peso molecular, debido a su especifidad sobre la
prolina (Courtin et al., 2002).

En este sistema, la fraccién peptidica de 4.4 KDa presenté acumulacién hacia el
final de la fermentacién. Por otro lado, la fraccion de 1.9 KDa se detect6 a las 4
horas, desapareci6 a Is 12 horas y aparecié nuevamente a las 24 horas mostrando
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un incremento en la concentracién aparente. Adicionalmente, la fraccidon peptidica
de 0.9 KDa tuvo un aumento en su concentracion de las 4 a las 12 horas de
fermentacion, sin embargo esta concentracion disminuy6 significativamente hacia
el final del proceso fermentativo.

Como se puede observar en las figuras 18 a y b, las fracciones cercanas al peso
molecular de las caseinas disminuyen en su concentracion en diferentes tiempos
de fermentacién. En el sistema con aguamiel, en las primeras horas, mientras que
en el sistema con inulina esta concentracién se mantiene constante y disminuye
hacia el final del proceso.

Para las fracciones peptidicas de menor peso molecular, se puede observar una
mayor acumulacion en el sistema con aguamiel que con el de inulina.
Adicionalmente en esta misma zona se puede observar que hay mayor numero de
picos que corresponden a este tipo de péptidos. Estos péptidos tienen pesos
moleculares menores a 3 KDa.

Las diferencias entre los sistemas de fermentacion, pueden deberse a varios
factores. Estos factores, ademas de ser esenciales en el desarrollo de los
microorganismos, son esenciales para su actividad proteolitica. Adicionalmente a
los componentes del medio, la concentracién y la composicién quimica de los
carbohidratos juegan un papel preponderante en el desarrollo metabdlico, el cual
tiene una relacion directa en la degradacion protéica (Heller, 2001). Se ha
observado que en sistemas de fermentacion con fructooligosacaridos, las
bacterias lacticas tienen un desarrollo superior que cuando la fuente de carbono
es un carbohidrato simple o un disacarido (Miremadi & Shah, 2012).

Aunque algunos estudios donde se han evaluado fibras dietéticas no han
encontrado diferencia significativa en la produccién de péptidos ni en la
acumulacién de aquellos con bajo peso molecular (Mei, et al. 2011).

En otro estudio realizado con almidon de maiz resistente e inulina como fuente de
carbono, tampoco se encontrd diferencia significativa en el nivel de protedlisis
durante la elaboracion de yogurt (Donkor et al. 2007).

En esta investigacion se observo que, cuando se utiliza aguamiel como fuente de
carbono y L. rhamnossus GG como indculo, hay una diferencia significativa en la
produccion de péptidos y en la acumulacion de aquellos con bajo peso molecular.
Caso contrario a lo observado en los sistemas enriquecidos con aguamiel pero
con L. casei Shirota o L. delbrueckii subsp. bulgaricus como inéculo. Esto podria
indicar que las necesidades nutricionales de L. rhamnossus GG son mayores que
las de los otros dos microorganismos ensayados, por lo que su sistema
proteolitico es mas activo. Otra suposicién que deriva de estos resultados, es que
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el aguamiel provoca una induccion en el sistema proteolitico de la BAL, sin
embargo, es necesario realizar otros analisis para confirmar este supuesto.

Una protedlisis mejorada se atribuye a la actividad proteolitica de las BAL y/o a
una activacion de la protedlisis (Gobbetti et al. 2004). La protedlisis de las BAL es
debida a un sistema enzimatico proteolitico exhaustivo, debido a sus complejos
requerimientos de aminoacidos (Bergamini et al., 20006).

Lo anterior concuerda con lo obtenido en este trabajo donde se observd un patron
establecido de rompimiento de proteinas en los medios utilizados (leche
enriquecida con aguamiel e inulina). De acuerdo a Gasson & de Vos (1994), el
sistema proteolitico comienza con la accion de las proteasas asociadas a la pared
celular de las BAL, que utilizan a las proteinas como sustrato rompiéndolas en
sitios especificos (prolina). En este corte se generara el primer peldafio de una
serie de hidrdlisis enzimaticas. En este estudio, las proteinas de las fracciones de
peso molecular cercano a las caseinas, disminuyeron su concentracion durante la
fermentacion.

Se ha observado que las BAL utilizan las caseinas, principalmente (80% de
preferencia) sobre las proteinas del suero para generar los cortes primarios
(Gonzalez, et al., 2011). Después de este corte se generan péptidos de alto peso
molecular y de peso molecular intermedio, que posteriormente por accion de
peptidasas seran hidrolizados en péptidos de bajo peso molecular, los cuales
seran introducidos a la célula y en el interior se hidrolizaran nuevamente para
excretar las secuencias peptidicas que no utiliza el microorganismo. Es por este
mecanismo de cascada que se genera la acumulacion de algunos péptidos, tanto
de peso molecular intermedio como de bajo peso molecular, dependiendo de las
necesidades nutricionales de cada BAL.

Cuando los péptidos son generados a partir de caseinas, estos son nuevamente
susceptibles al corte debido a la especificidad de las enzimas del sistema
proteolitico de las BAL. En estudios realizados con la obtencion de aminoacidos y
péptidos a través del rompimiento de caseinas y proteinas del suero de leche, se
ha comprobado que el transporte de péptidos y de oligopéptidos (cadenas de
aminoacidos no mayores a 12 unidades), solo se lleva a cabo cuando el péptido
cumple con la especificidad de las peptidasas intracelulares, es por ello que los
péptidos de bajo peso molecular acumulados en un medio de fermentacion
siempre son debidos a péptidos que no han sido transportados al interior de la
célula (Akpemado & Bracquart, 1983).
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5.8 Caracterizacion de  péptidos producidos durante
almacenamiento refrigerado mediante HPLC por exclusion
molecular

Se determind la acumulacion y formaciéon de péptidos de bajo peso molecular en
refrigeracion, a través de un analisis de HPLC por exclusion molecular. En el caso
de las leches fermentadas por L. casei Shirota, las fracciones peptidicas de 5.8 y
2.2 KDa solo se observaron en la primera semana de almacenamiento (fig.19-a).
Las fracciones de 3.2 KDa y de 1.9 KDa se acumularon al final de la fermentacion.
La fraccion con menor peso molecular fue de 0.7 KDa, cuya concentracion
disminuy¢ al final de la fermentacion. La disminucién de la concentracion de este
péptido podria deberse a las necesidades nutricionales del microorganismo, el
cual degrada estas fracciones peptidicas sin permitir que se acumulen (Gasson &
de Vos 1994).
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Fig. 19. Cromatogramas obtenidos de HPLC en columna de exclusion molecular a 220 nm durante el almacenamiento
refrigerado de leches fermentadas y aguamiel (a) e inulina (b) usando L. casei shirota (1) 3.2 (2) 1.9 (3) 7.3 (4) 9.76 KDa.

En la leche fermentada enriquecida con inulina y almacenada en refrigeracion (fig.
19-b) se observé acumulacion de las fracciones peptidicas de 2.3 y 1.7 KDa solo
hasta la semana 2. Después de este tiempo no se volvieron a detectar. La fraccion
peptidica de 7.3 KDa se presentd en concentraciones minimas durante todo el
almacenamiento. La fraccion de 9.76 KDa se encontré solamente en la tercera
semana de fermentacion. En este sistema, se encontré una mayor acumulacion de
péptidos de peso molecular intermedio (es decir, mayor a 7 KDa) (figura 19-b),
mientras que en el sistema enriquecido con aguamiel, se observd una
acumulacion de fracciones peptidicas en la seccidén de péptidos menores a 4 KDa
(figura 19-a).

En el sistema de leches refrigeradas enriquecidas con aguamiel y fermentadas por
L. rhamnosus GG (fig. 20-a), se obtuvieron, en la primera semana de
fermentacion, 8 fracciones peptidicas de las cuales, solamente dos (la de 1.0 y la
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de 0.5 KDa), se volvieron a observar en la semana 2. Las demas se observaron
hasta la semana 3 (7.2, 5.7 y 2.2 KDa) o no se volvieron a encontrar (4.6, 1.8 0.7
KDa). La fraccién de 2.2 KDa fue la de mayor concentracion aparente en la
semana 3. El unico péptido que se encontré en todas las semanas de refrigeracion
fue el de 1.0 KDa. EIl péptido con mayor concentracion aparente al final del
almacenamiento refrigerado fue el de 1.5 KDa.
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Fig. 20. Cromatogramas obtenidos por HPLC en columna de exclusiéon molecular a 220 nm durante
el almacenamiento refrigerado de leches fermentadas y enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b)
usando L. rhamnosus GG. (1) 2.2 (2) 1.5 (3) 1.0 (4) 0.5 (5) 2.1 (6)1.0 KDa.

En el caso del sistema con inulina (fig. 20-b) se encontraron menos fracciones
peptidicas durante el almacenamiento refrigerado. Sin embargo, se observo la
acumulacion de la fraccion de 1.0 KDa y la presencia de la fraccién
correspondiente a 2.1 KDa, que fue la de mayor concentracion al final de la
refrigeracion. Las demas fracciones no se observaron al final del almacenamiento.
Estos datos concuerdan con los patrones observados en los geles de
electroforesis, para ambos sistemas, en cuanto a la separaciéon de péptidos y
acumulacion de los de bajo peso molecular.

El péptido de 1 KDa se observo en ambos sistemas, el cual se acumulé durante la
refrigeracion, lo cual es importante debido a que se ha observado que algunos
péptidos que se acumulan en refrigeracién, con peso moleculares menores a 3
KDa tienen potencial bioactivo (Nighswonger et al. 1996; Nielsen et al. 2009).

En el sistema fermentado por L. delbrueckii subsp. bulgaricus enriquecido con
aguamiel y almacenado en refrigeracion (fig. 21-a) se acumularon péptidos de 2.1
y 1.4 kDa hasta la segunda semana de almacenamiento. En la semana tres, la
concentracion de estos péptidos disminuy6 significativamente. Por otro lado, se
separd6 una fraccion peptidica de 0.4 kDa que se observd en todo el
almacenamiento refrigerado cuya concentracion amenté significamente al final de



Resultados y discusiones | 59

la fermentacion. Los demas péptidos observados no tuvieron acumulacion y solo
se presentaron en una sola semana.
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Fig. 21. Cromatogramas obtenidos por HPLC en columna de exclusion molecular a 220 nm durante el
almacenamiento refrigerado de leches fermentadas y enriquecidas con aguamiel (a) e inulina (b) usando L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. (1) 2.1 (2) 1.4 (3) 0.4 (4) 5.2 (5) 1.9 (6) 1.4 (7) 0.5 KDa.

En el sistema con inulina (fig. 21-b) se observaron tres péptidos acumulados, que
fueron los correspondientes a las fracciones de 5.2, 1.9 y 1.3 kDa. La fraccién
peptidica de menor peso molecular fue de 0.5 kDa, sin embargo esta fraccion no
se acumulé durante el periodo de estudio.

En la figura 21-a se observa que, en el sistema con aguamiel se encontraron
fracciones peptidicas con menor peso molecular comparadas con el sistema con
inulina (fig. 21-b), donde no se observé acumulacion de estas fracciones. Por otro
lado, en ambos sistemas se observaron péptidos acumulados desde la primera
semana de almacenamiento. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos
en electroforesis, donde no se encontrd diferencia significativa en los péptidos
acumulados durante la refrigeracion.

Las BAL predominantemente usan péptidos para cubrir su demanda compleja de
nitrogeno. Se ha visto que algunas especies, necesitan aproximadamente 20
aminoacidos diferentes provenientes de péptidos para su crecimiento y
sobrevivencia (Ganzle et al., 2007). De la protedlisis de las proteinas de los
alimentos, algunos de los residuos peptidicos que no han sido ocupados por las
bacterias han sido identificados como bioactivos, por ejemplo, los derivados de las
b-caseinas han demostrado actividad opiacea, antitrombdtica y antihipertensiva
entre otras.

El estado fisiolégico de las bacterias probidticas es importante, ya que de ello
depende la produccion de metabolitos tales como péptidos de cadena corta y bajo
peso molecular con potencial actividad biolégica o aminoacidos, los cuales
contribuyen a las caracteristicas sensoriales del producto (Smacchi & Gobbetti,
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1998). Algunos factores que influyen en el estado fisiolégico son el estrés térmico,
el medio de fermentacion y la fuente de carbono. Se ha observado que al
almacenar en refrigeracion (8°C) los productos adicionados con bacterias
probidticas, éstas reducen drasticamente su actividad proteolitica (Heller, 2001),
sin embargo, en el presente estudio, se obtuvo acumulacion de péptidos de bajo
peso molecular en condiciones de almacenamiento refrigerado y el aguamiel
utilizado como medio de carbono permitié la sobrevivencia y la produccion de
metabolitos por parte de las bacterias probidticas ensayadas.



6. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos y a los objetivos planteados, se puede
concluir lo siguiente:

e EI aguamiel de Epazoyucan, Hgo. presenta una composicion de
carbohidratos similar a la reportada para aguamieles provenientes de otras
regiones del pais.

e El aguamiel promovié el descenso del pH en los sistemas de fermentacién
inoculados con probiéticos.

e EIl aguamiel utilizado como fuente de carbono en los sistemas ensayados
promueve la sobrevivencia de las bacterias probidticas unicamente durante
las primeras dos semanas de almacenamiento refrigerado.

e ElI aguamiel como fuente de carbono podria influir en la actividad
proteolitica de las bacterias &acido lacticas ensayadas durante la
fermentacién y almacenamiento refrigerado, ya que la concentracién de los
grupos amino libres fue mayor en los sistemas enriquecidos con aguamiel
que en los sistemas con inulina.

e Las bacterias acido lacticas probidticas y la no probidtica produjeron una
mayor concentracion de péptidos de bajo peso molecular en los sistemas
enriquecidos con aguamiel.

e La separacién de fracciones peptidicas por HPLC demostré6 que la
acumulacion de péptidos de bajo peso molecular sigue un patron de
cascada. Este sistema, incluye la accion de todas las enzimas involucradas
en el sistema proteolitico de bacterias lacticas. De igual manera se pudo
comprobar que las necesidades nutricionales de cada especie provocan un
perfil peptidico diferente para cada una de ellas.

e El aguamiel presenta un elevado potencial como agente prebidtico ya que
al igual que cuando se utiliza la inulina como fuente de carbono, permite la
obtencion de cuentas viables de bacterias probidticas superiores a la
minima recomendada para proporcionar efectos benéficos al consumidor
durante el almacenamiento refrigerado.



7. Perspectivas

La investigacion de probioticos y sobretodo de la sobrevivencia de estos, con
fuentes prebioticas alternas a la inulina, son un campo de estudio de suma
importancia para la elaboracion de alimentos e ingredientes funcionales.

Dentro de los estudios que se recomiendan en particular para finalizar la
investigacidon y que quede como precedente en las areas de produccion y
tecnologia, son:

e La investigacion de probidticos y sobretodo de la sobrevivencia de estos,
con fuentes prebidticas alternas a la inulina, son un campo de estudio de
suma importancia para la elaboracion de alimentos e ingredientes
funcionales.

e Dentro de los estudios que se recomiendan en particular para finalizar la
investigacién y que quede como precedente en las areas de produccién y
tecnologia, son:

e Incluir un estudio de fermentacidon de aguamiel, con un seguimiento via
HPLC, para verificar el uso de oligosacaridos propios de este material, por
las bacterias lacticas

e Efectuar estudios de produccion de acidos organicos de cadena corta asi
como de enzimas liberadas por la lisis celular de las bacterias acido lacticas
probioticas para determinar el potencial prebiético del aguamiel.

e Mejorar los esquemas de separacion e identificacion de péptidos de bajo
peso molecular, por la importancia que guarda su potencial bioactivo. Estas
mejoras se pueden realizar utilizando HPLC en fase reversa en
separaciones consecutivas.

e Realizar estudios in vitro de sobrevivencia a las barreras bioldgicas de la
digestion, de los probidticos en presencia de aguamiel como prebidtico
(simbidticos).
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8. Anexos

8.1 Preparacion de los medios de cultivo

Agar MRS (Man Rogossa y Sharpe)

Se tomaron 55 g/L de agar MRS y se agrego 1.2% de agar bacteriolégico
se diluyd en agua destilada se agité durante 5 min. Aproximadamente y se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Medio de fermentacion

Matraz madre: Se preparo con leche en polvo diluida en agua destilada al
10% (p/v).

Sistemas de fermentacién: se tomaron 100 mL de leche al 10% y se
agregaron 100 mL de aguamiel (62.5 mL aforados en 100 mL).

Para el siguiente sistema se tomaron 2 g de inulina comercial (de agave
enature) y se aforaron a 100 mL, se le agregaron 100 mL de leche al 10%
(%p/v).

Los medios se prepararon en matraces de 250 mL que se esterilizaron en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos previamente a su utilizacién. Después ya
con el medio afadido se pasteurizé a 90°C durante 20 minutos en autoclave.

El aguamiel se obtuvo de la region de Epazoyucan, estado de Hidalgo, se obtuvo
directamente del productor. Se filtr6 y se almacenaron en frascos de vidrio
(previamente esterilizados) y se pasteurizéo a 90° C durante 15 min. Después de
esto se almacen6 a -18°C. Cuando se requeria utilizar el aguamiel se
descongelaba en refrigeracion y se centrifugaba a 4000 rpm a 4°C durante 20
minutos.
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8.2 Preparacion de reactivos para TNBS

NOZ NOZ
(\ ‘NH,
O.N SO; = NH = +50,2+H*
NO, NO,

Fig. 22. Reaccion de un grupo amino libre con el cido 2-3, trinitrobencil sulfénico.

Amortiguador de fosfatos pH=8.2 (0.21 M)

Se aforan a 250 mL 9.2525g de fosfato de potasio dibasico (K;HPO4) y también
se afora a 50 mL 1.3360 g de fosfato de potasio monobasico. Se ajusta el pH
agregando el fosfato de potasio monobasico al fosfato de potasio dibasico hasta
un pH de 8.2.

++ Solucién de acido clorhidrico (HCI) 0.1 N.
Se aforan 0.970 mL de HCI 10.3 N a 100 mL
+» Solucién de acido de TNBS 0.10%.

Se aforan a 25 mL con amortiguador de fosfatos (pH=8.2) 500 uL de TNBS (5%
p/v).
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8.3 Curva de concentracion para el analisis de grupos amino libres

Curva estandar TNBS
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Fig. 23. Curva obtenida con concentraciones conocidas para determinacion de concentracién de grupos amino libres.

8.4 Reactivos para electroforesis

AZUL DE COOMASSIE
Reactivos:

450 mL de etanol al 96%

50 mL de acido acético glacial
2.5 g de azul de Coomassie
500 mL de agua destilada

Preparacion:

A partir de una solucidon de agua, acido acético y etanol, mezclados se anade el
azul de coomassie. Se agitd durante toda la noche para que el tinte se disolviera
bien, se filtré y se guardd en frascos ambar hasta su uso.

Solucion de stock de acrilamida (30%)
Se diluyo del reactivo de Acrylamida Bis solucion (BIO-RAD) con concentracion de
40% hasta llegar a 30% de concentracion.

COMPOSICION DEL GEL DE SEPARACION (T=15%)
Solucién de stock de acrilamida 5mL

Buffer de separacion pH 8.8 5mL
SDS 160 uL
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El %T denota el porcentaje total de concentracion de ambos monomeros
(acrilamida y bisacrilamida), el %C denota el porcentaje de enlaces intercruzados
relativos. La solucidn se dejé polimerizar a temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora de la muestra

Se mezclaron 0.95 mL de agua desionizada, 0.25 mL de Buffer tris-HCI 0.5 M pH=
6.8, 0.20 mL de glicerol, 0.40 mL de SDS al 10% y 0.10 mL de azul de bromofenol
al 1%.

SOLUCION REGULADORA TRIS HCL 1.5 M PH 8.8

Tris (hidroximetil amino metano) 18.15 g. Se disolvi6 en 80 mL de agua
desionizada y se ajusto a pH de 8.8 con HCI 6 N y por ultimo se aforé a 100 mL
con agua desionizada.

Solucion reguladora tris HC1 0.05 M pH 6.8

Tris (hidroximetil amino metano) 6.0 g. Se disolvié en 60 mL de agua desionizada
y se ajustd el pH a 6.8 con HCI 6 N y por ultimo se afor6 a 100 mL con agua
desionizada.

SOLUCION DE DODECIL SULFATO DE SoDIO (SDS) 10%
Se tomaron 0.1 g de dodecil sulfato de sodio y se aforaron a 1 mL con agua
desionizada. Se almacend6 a 0°C.

Solucion de persulfato de amonio al 10%
Se peso6 0.1 g de persulfato de amonio. Solucién reguladora Tris-HCIl pH 8.8 y 6.8
1 mL. Esta solucion se prepard inmediatamente antes de usarse en un vial limpio.

SOLUCION REGULADORA DE CORRIDA TRIS-GLICINA-SDS PH 8.3 (1X)
Tris (hidroximetil) aminometano 4.5 g

Glicina21.6g
SDS1.5¢

Se ajusto el pH a 8.3 con HCI 6 N y se afor6é a 300 mL con agua desionizada. Se
almacend a 4° C.

Solucion destifidora acido acético (7%)-metanol (10%)
Se tomaron 20 mL de metanol, 14 mL de acido acético, se mezclaron y aforaron a
200 mL con agua desionizada se almacené6 a 4° C.
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8.5 Estandar de pesos moleculares

Proteina PM (KDa)
Miosina 200 —
. P i P
[- galactosidasa 116.25 roteina (;;:)mo ecular
F20 B Sl Triosofosfato 26.625
Sero albumina 66.2 T
Ovoalbimina 45 Mioglobina 16.950
Anhidrasa carbdnica 31 a-Lactoalbiimina 14.437
Inhibidor de tripsina 21.5 Aprotonina 6.512
i Insulina 3.496
Lizosima 14.4 Tabla 5. Pesos moleculares correspondientes a las
Aprotonina 6.5 —proteinas utilizadas como estandar para anilisis
en HPLC.
Tabla 4, Pesos moleculares

correspondientes a las proteinas
utilizadas como muestra estandar.

8.6 Curva de calibracion para los geles de electroforesis
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Fig. 24. Curva de calibraciéon. Almacenamiento en refrigeracion L. casei Shirota.
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Fig. 25. Curva de calibracion. Almacenamiento en refrigeracion. L. casei Shirota. Sistema enriquecido con inulina.
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Fig. 26. Curva de concentracion. Almacenamiento refrigerado, Sistema enriquecido con aguamiel. L. rhamnosus.
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Fig. 27. Curva de concentracion. Almacenamiento refrigerado. Sistema enriquecido con inulina. L. rhamnosus.
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Fig. 28. Curva de concentracion. Almacenamiento refrigerado. Sistema enriquecido con aguamiel. L. delbrueckii subsp.

bulgaricus.
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Fig. 29. Curva de concentracion. Almacenamiento refrigerado. Sistema enriquecido con aguamiel. L. delbrueckii subsp.

bulgaricus.
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Fig. 30. Curva de concentracion. Almacenamiento refrigerado. Sistema enriquecido con inulina. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus.
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8.7 Electroferogramas obtenidos para el analisis de electroforesis en
almacenamiento refrigerado
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Fig. 31. Electroferogramas obtenidos por electroforesis SDS-PAGE durante el almacenamiento
refrigerado de L. casei Shirota en sistemas enriquecidos con aguamiel (a) e inulina (b).
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Fig. 32. Electroferogramas obtenidos por electroforesis SDS-PAGE durante el almacenamiento refrigerado
de L. rhamnosus GG en sistemas enriquecidos con aguamiel (a) e inulina (b).
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Fig. 33. Electroferogramas obtenidos por electroforesis SDS-PAGE durante el almacenamiento refrigerado de L.



8.8 Preparacion de la solucion buffer para HPLC
Para elaborar el buffer de fosfatos con un intervalo de pH de 6.5 a 7 se prepararon
8.238 g de fosfato dibasico de sodio y 11. 33 g de fosfato monobasico de sodio
para después aforar hasta 1 L en agua desionizada. Como paso final, se filtr6 la

solucién.

8.9 Curvas de concentracion y estandar para HPLC
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34. Curva de concentracion obtenida en HPLC.
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Fig. 35. Curva estandar para la determinacion de pesos
moleculares en HPLC.
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A" | Clpom |

2402513.56 25
4911216.96 50
9306165.79 100
11588488.1 150
16900804.4 200

Tabla 6. Area obtenida a partir de
concentraciones

muestras con
conocidas.

g m 1

14 0.4
1.2 0.5
1.2 0.5
0.8 0.6
0.5 0.7
0.2 0.8

Tabla 7. Pesos estandar y factor de
retencion para la determinacién de pesos
moleculares en HPLC.
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