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RESUMEN

En este proyecto se utiliz6 la bacteria &cido lactica L. plantarum aislada
previamente de coliflor (Brassica oleracea var. Botrytis) (J. Serna, 2012), la cual
demostrd tener potencial probi6tico, para evaluar su crecimiento en jarabes
provenientes de la deshidratacién osmética de mora de Castilla (Rugus glaucus) y
tomate de arbol (Cyphomandra betacea) sin y con fructooligosacaridos (FOS)
obtenidos por via fermentativa utilizando Aspergillus oryzae aislado previamente y
sobre los mismos jarabes. La caracterizacion de los FOS se realiz6 mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento. Para el cultivo se diluyeron los jarabes a
20°Brix, se adicionaron fuentes de nitrdgeno organica (4g/L) e inorganica (1 y 4
g/L), y a los jarabes sin FOS se les adicioné FOS comerciales en la misma
concentracion obtenida en los FOS por via fermentativa; se hicieron inicialmente
pruebas a nivel de microescala con el fin de escoger los jarabes en los cuales L.
plantarum tuviera mejor crecimiento; posteriormente la evaluacion de los mismos
se realizd a nivel de biomasa como peso seco. Los resultados de estos ensayos
permitieron seleccionar los jarabes adicionados con nitrégeno organico, los cuales
arrojaron resultados de biomasa del orden de 3.4 g/L, correspondiente a 1x10®
UFC/mL para jarabes provenientes de la deshidratacion osmética (DO) de mora
de Castilla y de 3 g/L, correspondiente a 8x10” UFC/mL para jarabes provenientes
de DO de tomate de arbol. Estos valores fueron aproximadamente 2g/L menos
gue la biomasa obtenida en el medio de control que fue caldo MRS. Se realiz6
posterior analisis de consumo de nitrdgeno, mostrando que éste no tuvo
diferencias significativas (p>0.05) en ninguno de los dos jarabes evaluados. El
analisis de consumo de FOS mostrd que en los jarabes provenientes de DO de
mora de Castilla solo hubo diferencias significativas (p<0.05) para los datos de
nistosa y ninguna para los jarabes provenientes de DO de tomate de arbol. Las
cinéticas de crecimiento determinadas a partir de la aplicacion DMFit, la cual utiliza
el modelo de Baranyi & Roberts (1994), permitieron observar las mayores
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velocidades de crecimiento aproximadamente del orden de 0.086h™ en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla con FOS adicionados con nitrogeno
orgénico y 0.068h™" en jarabes provenientes de DO de tomate de arbol con FOS
adicionados con nitrégeno organico también, estos valores para las evaluaciones
a nivel microescala y a nivel de peso seco se obtuvieron velocidades de
crecimiento aproximadamente del orden de 0.2 h™ en los dos jarabes evaluados.
Estos resultados indican que los FOS obtenidos por via fermentativa,
especialmente los provenientes de jarabes de DO de mora de Castilla estimularon
el crecimiento de la bacteria de estudio.
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ABSTRACT

In this project we used the lactic acid bacterium L. plantarum with probiotic
potential (Serna, 2012), isolated from cauliflower (Brassica oleracea var. Botrytis).
Microorganism growth was evaluated in syrups obtained by osmotic dehydration of
Andes Berry (Rugus glaucus) and tamarillo (Cyphomandra betacea). Tests were
done with and without fructooligosaccharides (FOS) obtained by fermentation of
syrups, with Aspergillus oryzae. The characterization of FOS was performed by
high performance liquid chromatography. For the microbiological culture, the
syrups were diluted 20 ° Brix, organic nitrogen sources (4g/L) and inorganic (1 and
4 g/L) were added. Syrups without FOS commercial FOS were added at the same
concentration of FOS by fermentation. Microscale level tests were made initially to
choose which syrups generated greater growth of L. plantarum. Then the level of
biomass dry weight was used to evaluate the syrups. The results of these tests
were better in syrups with organic nitrogen. Biomass values of these syrups were:
3.4 g/L, corresponding to 1x10® CFU / mL for syrups by osmotic dehydration (OD)
of Andes Berry and 3 g/L, corresponding to 8x10” CFU / mL, for OD syrups of
Tamarillo. These values were approximately 2g/L less than the biomass obtained
in the control medium (MRS broth). A nitrogen consumption analysis showed no
significant difference (p> 0.05) in either syrups evaluated. The FOS consumption
analysis showed that there were significant differences (p <0.05) in the Andes
Berry syrup only for nystose data. There was no significant difference in OD syrups
of tamarillo. The growth kinetics were determined from DMFit application, which
uses the model of Baranyi & Roberts (1994). Kinetic in microscale level showed
the highest growth rates in OD syrups: Andes Berry with FOS added with organic
nitrogen (0.086h™") and tamarillo with FOS added with organic nitrogen (0.068h™).
The kinetics of growth at dry weight level showed growth rates of the order of 0.2 h’

" in the two syrups evaluated. These results indicate that FOS obtained by
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fermentation, especially from Andes berry OD syrups stimulated the growth of the
bacteria of study.
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1. INTRODUCCION

La deshidratacion osmética (DO) es una operacion de secado parcial que permite
obtener productos minimamente procesados de alta calidad organoléptica. Sin
embargo, en la industria de procesamiento de frutas, la mayor desventaja para la
industrializacion de esta operacion es el manejo de jarabes de sacarosa, los que

son considerados como desechos de alto impacto ambiental.

Con el fin de valorizar estos residuos provenientes de la DO, y darle mayor
viabilidad a la industrializacion de la operacion, en un estudio previo se evalué la
produccién de fructooligosacaridos (FOS) a partir de jarabes obtenidos de la DO
de frutas por via fermentativa. Los resultados obtenidos demostraron la viabilidad
en el proceso, ya que se lograron rendimientos de 58.51% en la produccion de
FOS , similares a los revisados en la bibliografia (Aachary & Prapulla, 2009).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son usadas en la industria de alimentos por su
contribucion significante al sabor, olor, textura, caracteristicas sensoriales y valor
nutricional de los productos. Ademas, algunas de ellas llamadas probio6ticos
ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del hospedero. Por esta razén son
utilizadas para la produccion de alimentos funcionales previniendo y tratando
trastornos gastrointestinales, intolerancia a la lactosa, modulacién de la respuesta

inmunitaria, valores de colesterol, entre otros.

Dado el potencial que tienen los FOS para propiciar el crecimiento de BAL, y con
el fin de continuar con la valorizacion de los jarabes, se propuso mediante este
proyecto estudiar el uso los jarabes ricos en FOS como medio de cultivo para el

crecimiento de BAL.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de soluciones con FOS obtenidas de un proceso fermentativo a
partir de jarabes provenientes de la DO de frutas como medio de cultivo para BAL.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de los FOS obtenidos a partir de la DO de frutas sobre el
crecimiento de las BAL.

e Evaluar el efecto de la adicién de fuente de nitrégeno sobre el crecimiento
de las BAL, en soluciones sin y con FOS obtenidas a partir de la DO de

frutas.

e Evaluar el efecto de las frutas utilizadas para la DO y posterior produccién
de FOS sobre el crecimiento de las BAL.

e Modelar matematicamente la cinética de crecimiento de las BAL en los
medios de cultivo estudiados.
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3. MARCO TEORICO

3.1 CONSIDERACIONES TEORICAS DE LA DESHIDRATACION OSMOTICA
DE FRUTAS

La DO de alimentos, también llamada osmodeshidratacion, se puede definir como
una operacion unitaria en la que existen flujos de materia simultaneos y en
contracorriente a través de una membrana semipermeable, que en el caso de los
alimentos que son en su mayoria tejidos vegetales o animales, son las
membranas celulares (Chiralt & Talens, 2005; Torreggiani & Bertolo, 2001). Estas
actuan como membranas semipermeables permitiendo el paso de agua hacia el
jarabe que lo circunda y que hace las veces de agente osmético, cumpliendo asi
con los principios que rigen una operacién de 6smosis. Debido a que la membrana
celular no es perfectamente selectiva, otros compuestos también salen de la fruta
en el proceso, este aspecto hace la operacidn de deshidratacibn osmotica
importante no solo para eliminar agua, sino para obtener productos de mayor valor
agregado presentes en el alimento, como componentes propios del sabor, color y
aroma del alimento. En forma simultanea al flujo de agua y otros componentes
hacia el medio osmodeshidratante, se presenta difusién de sélidos del jarabe
hacia el alimento (Garcia-Martinez, Martinez-Monzé, Camacho, & Martinez-
Navarrete, 2002; Peiré, Dias, Camacho, & Martinez-Navarrete, 2006; Rastogi,
Raghavarao, Niranjan, & Knorr, 2002; Valdez-Frugoso, Welti-Chancs, & Giroux,
1998).

Los elementos constitutivos de un sistema de osmodeshidratacion son las
soluciones osmoticas y los alimentos a deshidratar:

e Soluciones osméticas (jarabes). Se utilizan soluciones de alta

concentracion en solutos que sean compatibles con los alimentos a

deshidratar. Se ha estudiado el empleo de sacarosa, cloruro de sodio,
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glucosa, fructosa, glicerol, etanol, entre otros (Djelveh, Gros, & Emam-
Djomeh, 2001; Emam-Djomeh, Djelveh, & Gros, 2001; Ferrando & Spiess,
2001; Moreira, Chenlo, & Pereira, 2003; Sacchetti, Gianotti, & Rosa, 2001).

¢ Alimento. Normalmente se utilizan frutas con una estructura rigida que les
permita conservar la forma durante y después del proceso de
deshidratacion. La estructura celular de una fruta se puede describir como
una matriz sélida compuesta por las paredes y las membranas celulares,
una fase liquida que es el contenido de las células y adicionalmente se
consideran dos fases mas: una liquida y otra gaseosa contenidas en los
intersticios de la matriz de células. Algunos de estos fluidos, estan
compuestos principalmente de agua (Chiralt & Talens, 2005).

La relacién mas baja comunmente utilizada en la deshidratacion osmética es 1:3
alimento:jarabe, esto quiere decir que por cada kilogramo de alimento
deshidratado se obtendran aproximadamente 3 kilogramos de jarabe residual.

3.2 CONSIDERACIONES TEORICAS DE LA PRODUCCION DE FOS

Los FOS son oligosacaridos de fructosa, producidos por la accion de la enzima
FTasa presente en diferentes plantas y microorganismos. Los FOS se componen
principalmente de 1-kestosa (GF2), nistosa (GF-3) y 1-B-fructofuranosil nistosa
(GF4), en el cual, las unidades de fructosil (F), estdn ambas en la posicion p(2-1)
de la mélecula de sacarosa (GF) (Kaplan & Hutkins, 2000; Yun, 1996). Los FOS
son obtenidos a nivel industrial por dos vias: por medio de un cultivo sumergido
que utiliza como sustrato sacarosa y la transformacion se logra con un hongo que
posea produccion de enzimas fructosiliransferasas; o a partir de inulina en un

proceso enzimatico (Bornet, Brouns, Tashiro, & Duvillier, 2002).
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La produccién de FOS en cultivo sumergido se puede representar en dos etapas:
la primera donde se hace la produccion de la biomasa o la enzima
fructosiltransferasa (FTasa) a partir de diferentes tipos de microorganismos, y la
segunda que es la produccion de los FOS por la accién de la enzima
fructosiltransferasa empleando una solucidén de sacarosa (Sangeetha, Ramesh, &
Prapulla, 2005; Sanchez, Guio, Garcia, Silva, & Caicedo, 2008; Yun, 1996).
Adicionalmente los FOS también se pueden obtener mediante la hidrélisis de

inulina empleando inulinasas.

La produccion de la enzima fructosiltransferasa a nivel industrial se hace por
cultivo sumergido, utilizando algunas cepas de hongos, como Aureobasidium
pullulans y Aspergillus niger. Las condiciones de operacion, para obtencion de la
enzima son: el pH de 5.5, la temperatura de aproximadamente 30°C y la mejor
fuente de carbono es la sacarosa, y las condiciones conocidas para la produccion
posterior de FOS a partir de la biomasa son: 18 h y un pH de mezcla de reaccién
de 5.15 (Sangeetha, Ramesh, & Prapulla, 2005b; Koji Nishizawa, Nakajima, &
Nabetani, 2001; Yun, 1996).

Para la caracterizacion de FOS se utiliza principalmente la cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC), normalmente realizada con detector de indice de

refraccion, se ha reportado el uso de diferentes tipos de columnas.

3.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las BAL son bacterias gram-positivas, anaerobias facultativas, catalasa negativa
y no formadoras de esporas. Las funciones en la tecnologia de alimentos son
formacién de sabor acido, inhibicién de organismos patégenos, gelificacién de la
leche, reduccion del contenido de lactosa, formacion de aroma, produccién de gas
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requerida para la formacién de “ojos” en los quesos, también han sido muy

utilizadas como probiéticos (Parra Huertas, 2010).

Las BAL se clasifican segun la fermentacion de la lactosa en homofermentativas y
heterofermentativas. Las homofermentativas como las Lactoccus, Pediococcus,
Enterococcus y Streptococcus, utilizan la ruta Embden-Meyerhoff para convertir
glucosa en acido lactico. Las heterofermentativas como las Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus, producen cantidades equimolares de lactato, didéxido
de carbono y etanol (Parra Huertas, 2010) (Figura 1).

Glucose

Homolactic Heterolactic

Glucose-6-P

Fructose-6-P

Glucose-6-P

6-phosphogluconate

Fructose-1,6-DP Ribulose-5-P
Xylulose-5-P
Glyceraldehyde-3-P —  Dihydroxyacetone-P Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
N
H.0 ¢ ¢
2 Pyruvate Pyruvate Acetaldehyde
2 Lactate Lactate Ethanol

Figura 1. Rutas metabdlicas de las BAL (Caplice & Fitzgerald, 1999)



Las BAL han sido utilizadas para la produccién de probi6ticos que son
suplementos dietarios microbianos, definidos por la FAO-OMS (2002) como
microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas confieren un
efecto beneficioso sobre el hospedero. Algunos de los efectos fisioldgicos vy
caracteristicas probioticas relacionadas con éstas bacterias son los siguientes
(Parra Huertas, 2010):

Produccién de &acido propiénico: esta fermentacion la efectian bacterias
heterofermentativas utilizadas en queseria donde el 4cido lactico es transformado
en acido propidnico y acético con desprendimiento de CO..

Fermentacion de 4&cido citrico: esta fermentacion la efectian bacterias
heterofermentativas, utilizadas en mantequillas y quesos, ya que transforman el

acido citrico en productos aromatizantes como la acetoina y el diacetilo.

Produccién de acido lactico: es el mas importante producido por estas bacterias.
Es el primer acido organico funcionalmente versétil producido biotecnolégicamente
teniendo un amplio rango de aplicaciones, como acidulante, inhibidor de esporas,
en alimentos como dulces, pan, bebidas no alcohdlicas, sopas, sorbetes,

mayonesas y gelatinas.

Como caracteristicas probiéticas se destacan:

Sustancias antimicrobianas: producen componentes antimicrobianos los cuales

inhiben el crecimiento de organismos esporadicos relevantes.

Per6xido de hidrogeno: es metabdlicamente producido por el grupo de
Lactococcus a través de la accion de NADH oxidasa la cual cataliza la oxidacion

de NADH por oxigeno molecular.
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Bacteriocinas: la utilizacién de BAL y/o sus metabolitos para la preservacién de
alimentos es generalmente aceptado por consumidores como algo natural y

promotores de salud.

El medio adecuado para el aislamiento y cultivo de bacterias acido lacticas es Man
Rogosa Sharpe que contiene los nutrientes, vitaminas, sales y carbohidratos
necesarios para su crecimiento. El medio esta constituido por peptona, extracto de
levadura, extracto de carne, glucosa, acetato de sodio, tween 80, citrato de
triamonio, fosfato dipotasio de hidrégeno, sulfato de magnesio, sulfato de
manganeso, (De Man, Rogosa, & Sharpe, 1960). A partir de estos componentes,
se pueden derivar diferentes medios de cultivo dependiendo del estudio que se
quiera realizar, como por ejemplo los estudios de Georgieva, Koleva, Nikolova,
Yankov, & Danova (2009), que tomaron MRS sin extracto de carne y tween 80 y lo
suplementaron con galactooligosacaridos y fructooligosacaridos, con el fin de
determinar parametros de crecimiento de una cepa probiética de Lactobacillus
plantarum, obteniendo buenos resultados.

3.4 MICROBIOLOGIA PREDICTIVA

Como describe Zwietering & Den Besten (2010) el modelado en microbiologia de
los alimentos se basa en el desarrollo y uso de ecuaciones matematicas para
describir procesos bioldgicos, utilizados para describir fenédmenos, diferencias

cinéticas, correlaciones, entre otros.

Estos modelos se clasifican en primarios, secundarios y terciarios. Los primarios
establecen el cambio en el nUmero de microorganismos en el tiempo bajo ciertas
condiciones ambientales. Los modelos secundarios establecen cambios en los
parametros de crecimiento frente a los factores ambientales y los modelos
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terciarios incorporan tanto modelos primarios como secundarios y dada esta
complejidad generalmente se desarrollan en sistemas de software.

Actualmente se encuentran aplicaciones disponibles como las que
tiene www.combase.cc, en la que se destaca el DMFit que ajusta el modelo de

Baranyi & Roberts (1994), a los datos experimentales. . Este modelo tiene cuatro
parametros principales que son valor inicial, fase de latencia, velocidad maxima
especifica de crecimiento y valor final. Este modelo se describe con la ecuacion 1.

In(e "t + e Mo — g=7*t-ho

Y(t) =Yo + uméxt +
max
Mt fmgr+——In(e Ve o _g=v<t=ho)
Hmaz —

1

1
——In|1+
m em(Yméx_J/o)

Ecuacién 1. Modelo de Baranyi & Roberts (1994).

Donde y(t) es la concentracién celular o el diametro de las colonias, yo es la
concentracién o diamitro inicial, pmax velocidad especifica de crecimiento h', m es
un parametro de curvatura para caracterizar la transicion de la fase exponecial, v
es un parametro de curvatura para caracterizar la transicién de la fase exponencial
y ho es un parametro adimensional que cuantifica el estado fisioldgico inicial de las

celulas. De donde el tiempo de latencia h es calculado como ho/pmax-
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4. ESTADO DEL ARTE

4.1 ESTADO DE LA INVESTIGACION EN DESHIDRATACION OSMOTICA

Las primeras investigaciones reportadas acerca de la DO fueron las realizadas por
Ponting y colaboradores en 1966 (Rastogi, Raghavarao, Niranjan & Knorr 2002),
en muchas de estas investigaciones se demuestrta el potencial de la técnica para
ser utilizada industrialmente. Sin embargo, varios autores coinciden en que la
restriccibn mas importante en la implementacion a nivel industrial de la
deshidratacion osmoética es el manejo de las soluciones osmodeshidratantes
(Garcia-Martinez, Martinez-Monzé J., Camacho M.M.& Martinez-Navarrete N.,
2002; Rosa & Giroux, 2001; Torreggiani & Bertolo, 2001; Valdez-Frugoso A., Welti-
chancs J. & Giroux F, 1998), entendiendo esto como la recirculacién a la misma
operacién de osmodeshidratacién, el envio como materia prima a otros procesos o

su disposicion final.

4.1.1 Problemas relacionados con las soluciones osmodeshidratantes

Al finalizar la operacién de osmodeshidratacién se obtiene una solucion con menor
concentracion de solidos solubles debido a la salida de agua del alimento y a la
entrada de sélidos al mismo. Igualmente el jarabe se enriquece con otras

sustancias que salen del alimento.

Como se menciond anteriormente, Garcia-Martinez et al. (2002) y Valdez-Frugoso
et al. (1998) consideraron estos jarabes provenientes de la deshidratacion
osmética como un residuo industrial, lo que hace que se dificulte la
industrializacion de la operacion a gran escala. Sin embargo, Rosa & Giroux
(2001) analizaron que los volumenes y caracteristicas de estas soluciones
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dependen en gran parte de aspectos operacionales, dentro de los cuales
sobresalen:

e Relacién fruta/solucién osmdtica.
e Pérdida de solutos y particulas provenientes de la fruta.

e Conservacién de la solucion cuando no se esta realizando el proceso de

deshidratacién osmética.
e Determinacion del punto final de uso.

e Disposicion final de la solucién osmoética.

4.1.2 Alternativas de empleo de las soluciones osméticas

Una de las alternativas para reducir el volumen de las soluciones osmoticas y que
se presenta atractiva en términos econémicos y ambientales es la reutilizacion del
jarabe en el proceso de osmodeshidratacion durante un ndmero de ciclos sin
reconcentracion previa. Algunos resultados obtenidos mediante esta alternativa se

exponen a continuacion:

Garcia-Martinez et al. (2002) realizaron un estudio con soluciones osmoéticas de
sacarosa provenientes de la DO de kiwi. Se realizaron diez reutilizaciones de la
solucion osmotica sin realizar una reconcentracion de la misma y se midieron
variables como la actividad del agua, la concentracion de sélidos solubles y el pH,
sobre la fruta y el jarabe al inicio y al final de cada ensayo. Adicionalmente, se
midieron la densidad y la viscosidad se realizaron pruebas microbiolégicas a la
solucién osmoética. El estudio se realiz6 con tres relaciones fruta/solucién osmotica

(1/20, 1/10 y 1/5) y la fruta se deshidraté durante una hora en cada ciclo de uso
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del jarabe. Como conclusion del estudio se obtuvo que el jarabe puede ser
utilizado durante diez ciclos sin ser reconcentrado, obteniendo siempre una fruta
con un nivel de actividad de agua similar, que no alteraba el color de ésta y no
producia contaminacién microbiol6gica apreciable. De otro lado, la relacién
fruta/jarabe no tuvo una incidencia apreciable en la reutilizaciéon de la solucién y
fue posible establecer relaciones matematicas entre las propiedades del jarabe y
el nimero de ciclos de uso. Sin embargo, en lo referente al grado de dilucion de la
solucion, el cambio en la concentracion tras su uso repetido si fue apreciable, lo
que puede modificar la velocidad de deshidratacién.

El objetivo del trabajo de Peiré et al. (2006), fue cuantificar la cantidad de micro
nutrientes, como acidos, minerales y pectinas, que se extraen en la deshidratacién
osmdética de toronja con jarabes de sacarosa reutilizados sin reconcentracién
previa del jarabe en cada ciclo. La relacién fruta jarabe utilizada fue 1/5y la DO se
realiz6 durante 3 h, con pulso de vacio inicial. El jarabe se reutilizd6 durante ocho
ciclos sin ningun tratamiento. Se detectaron, midiendo sobre la fruta directamente,
pérdidas de acido ascorbico, acido citrico, acido galacturénico, minerales como
calcio, magnesio, potasio, sodio y fésforo. También se cuantificaron estas
sustancias en el jarabe. Como resultado se obtuvo que el jarabe sufrié dilucién
durante el proceso, lo que afecté la cinética de deshidratacién, la fruta obtenida
mostro diferencias significativas en lo relativo a la humedad pero no se detectaron
cambios apreciables sobre la actividad de agua, lo que permite concluir que el
jarabe puede ser reutilizado durante ocho ciclos, bajo las condiciones del estudio,
sin alterar la estabilidad del alimento deshidratado obtenido. Por dltimo, se
propone que puede ser utilizado en la formulacion de otros productos una vez

haya sido reutilizado.

De estas investigaciones se puede concluir que bajo las condiciones de

experimentacién, es factible realizar la reutilizacion del jarabe sin concentracion
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previa, sin afectar de manera significativa la condicién de actividad de agua final
del producto. Sin embargo, debe notarse que una relacidn fruta/jarabe elevada no
beneficia el costo de la operacion y causa una dilucion significativa del jarabe, lo
que a su vez disminuye la velocidad de deshidratacion dificultando el control de la
operacién o la realizacibn de otro ciclo de deshidratacién. Dadas estas
circunstancias se pueden determinar algunos usos finales de las soluciones
osmdéticas como son ingredientes para la produccién de otros productos como
jarabe para fruta en conserva, mermeladas, dilucién con agua y adicion de CO»,
saborizantes y aromatizantes naturales para pasteleria, alimento para animales
entre otros (Garcia-Martinez et al., 2002; Osorio et al., 2007; Ramos, Delgado,
Bautista, Morales, & Duque, 2005; Rosa & Giroux, 2001).

Aachary y Prapulla (2009) proponen el uso de los jarabes de la DO de sacarosa
para la produccién de FOS. En este estudio se utilizaron jarabes de la
deshidratacion osmotica de zanahoria, obteniendo rendimientos entre el 51 y el
58%, lo que muestra esta alternativa como una forma promisoria de agregar valor
a este residuo agroindustrial.

4.2 FRUCTOOLOGOSACARIDOS (FOS): TENDENCIAS EN INVESTIGACION

Cada vez es mas claro que existe una fuerte relacién entre los alimentos que se
consumen y la salud, por esta razdn existe una demanda creciente de alimentos
benéficos para la salud al igual que un aumento en el nimero de investigaciones
en el desarrollo de los mismos. Los alimentos con un efecto benéfico para la salud
adicional a su valor nutricional se denominan alimentos funcionales, el mercado de
estos a nivel mundial alcanza los 33 billones de dolares anuales (Sir6, Kapolna,
Képolna, & Lugasi, 2008). Dentro de los alimentos funcionales se encuentran
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sustancias con propiedades prebi6ticas como los FOS, los que han llamado la

atencion de consumidores e investigadores.

La investigacion acerca de FOS ha abarcado temas desde su producciéon hasta
sus efectos en la salud humana. Una buena parte de la informacidén que se genera
alrededor de estos compuestos esta consignada en diversas patentes alrededor
del mundo. A partir del afno 2000 se encuentran 1300 patentes, siendo el tema con
mayor numero la formulacién de productos con FOS y el menor, la obtencién de

enzimas a partir de microorganismos modificados.

A continuacion se presenta un breve resumen de la investigacion respecto a los
FOS. Primero se presentaran las formas de produccion y los rendimientos
obtenidos. En segundo lugar los microorganismos con los que se han obtenido,
técnicas de andlisis, y por ultimo los efectos benéficos para la salud.

4.2.1 Produccion de FOS

Con el fin de entender mejor los mecanismos de reaccion en la obtencién de FOS
y pensando en tener posteriormente jarabes de FOS mas facilmente purificables,
algunos estudios se han centrado en la separacion y purificacién de las enzimas
FTasa, su produccién se ha reportado a partir de diferentes fuentes como Bacillus
macerans EG-6, Acetobacter oxidans J17-21 y Aspergillus niger ATCC 20611,
entre otros (Hidaka, Hirayama, & Sumi, 1988; Park, Oh, & Yun, 2001). Se ha
encontrado que dependiendo de la fuente a partir de la cual se separan las
enzimas, varia el peso molecular, las condiciones éptimas para la actividad
enzimatica y las condiciones de estabilidad para cada grupo de enzimas,
Sangeetha, Ramesh, & Prapulla (2005), presentaron un resumen de los resultados
de algunas publicaciones donde se puede observar este comportamiento. En
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general el peso molecular de las enzimas varia entre 66 kDa y 168 KDa, las
condiciones de pH y temperatura que optimizan la actividad enzimatica varian
entre 4,5y 7,0 y 30 a 60 °C respectivamente (Park et al., 2001). Una investigacion
reciente realizada por Ghazi et al. (2007), reporta la obtenciéon de enzimas con
actividad fructosiltransferasa a partir de Aspergillus aculeatus. La enzima tiene un
peso molecular de 135 KDa, y unas condiciones 6ptimas de actividad enzimatica
en cuanto a pH entre 5.0 y 7.0 y de temperatura 60 °C.

Por otro lado, se han investigado diferentes tipos de reactores para la obtencion
de FOS, en este caso se destacan las investigaciones de Sanchez et al. (2008) en
un reactor airlift agitado mecanicamente y la de Sheu, Duan, Cheng, Bi, & Chen,
(2002), en un reactor con un sistema biocatalizador complejo equipado con un
méddulo de microfiltracion. Este fue un proceso continuo iniciado por un proceso
batch. Los resultados de la primera investigacién muestran 70% de produccién de
FOS a partir de biomasa de Aspergillus sp. N74 y de la segunda 80% de
produccién de FOS a partir del sistema de micelios que utilizd Aureobasidium
pullulans ATCC 9348 con actividad B-fructofuranosidasa y Gluconobacter oxydans
ATCC 23771 con actividad glucosa deshidrogenasa.

En la revisidbn de Sangeetha et al. (2005) se indican estudios de rendimientos de
FOS con base en la produccion de 1-kestosa a partir de sacarosa de 43%.
También se reportan investigaciones con rendimientos entre el 50% y el 60% en
reactores por lotes. Algunas técnicas para aumentar este rendimiento se basan en
la remocion de la glucosa liberada en la reaccién, lo que se ha podido lograr por
via enzimatica mediante la adicion de enzimas como la glucosa oxidasa y la
catalasa, lo que ha permitido llegar a rendimientos del 90% (Sheu, D, Lio, Chen,
Lin, & Duan, 2001), y por el uso de biorreactores que incluyen un sistema de
membranas que permite eliminar la glucosa y la sacarosa remanente del sistema.

Por otro lado, se ha reportado que el uso de B-fructofuranosidasa y glucosa
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oxidasa, permite obtener rendimientos del 98% en la produccién de FOS (Yun,
Lee, & Song, 1994).

4.21.1 Tipos de fuentes de enzima fructosiltransferasas (FTasa)

Para la producciéon de FOS se han utilizado microorganismos que generan
enzimas con actividad de transfructosilacion, se han reportado tanto bacterias
como hongos, sin embargo, la mayoria de microorganismos estudiados son
hongos como Aspergillus, Aureobasidum, Arthrobacter y Fusarium, algunos de
estos hongos se muestran en la Tabla 1 con el rendimiento encontrado con cada

uno de ellos.

Tabla 1. Rendimientos reportados para la produccion de FOS a partir de sacarosa

. Concentracion inicial de Rendimiento .
Microorganismo Referencia
sacarosa (g/L) (%)
. ) L’Hocine et al.
Aspergillus niger AS 0023 500 54
(2000)
Hayashi et al.
Penicillium citrinum 700 55
(2000)
Aspergillus japonicus 400 61 Chien et al. 2001
Aspergillus oryzae CFR Sangeetha et al.
perg Y 600 58 9
202 (2002)
Aureobasidium pullulans Sangeetha et al.
550 60
CFR 77 (2004)
Bacillus macerans EG-6 500 33 Park et al. (2001)
Zymomonasmobilis 500-600 24-32 Bekeret al. (2002)

Fuente: tomado de Recent trends in the microbial production, analysis and

application of Fructooligosaccharides Sangeetha et al. (2005)
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4.2.1.2 Técnicas de caracterizacion

La técnica mas utilizada para la caracterizacién (identificacién y cuantificacion) de
FOS ha sido la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Sin embargo, se
encuentran descritas otras técnicas para identificacién y cuantificacion de FOS
como la cromatografia en pelicula delgada, cromatografia de gases acoplada a
masas, la resonancia magnética nuclear y métodos de la A.O.A.C (Flamm,
Glinsmann, Kritchevsky, Prosky, & Roberfroid, 2001; Sangeetha et al., 2005).

El método de cromatografia liquida se realiza frecuentemente con el detector de
indice de refraccion, se ha reportado el uso de diferentes tipos de columnas como
Aminex, y Shodex, como en el trabajo de Sanchez et al., (2008), y se han utilizado
como fases mdviles, mezclas de acetonitrilo:agua, agua y Na>,SO4 y agua
desionizada. Los flujos de la fase mévil varian entre 0,6 y 1,5 mL/min y la
temperatura entre 45 °C y 60 °C (Nishizawa, K, Nakajima, & Nabetani, 2000; Park
et al., 2001; Sheu, D et al., 2001).

4.2.1.3 Propiedades funcionales de los FOS

Respecto a los efectos funcionales de los FOS, se han desarrollado varias
investigaciones, donde los principales efectos descritos son: prebibtico, fibra
dietaria, absorcion de minerales, funciones en el sistema de defensa, en el
metabolismo de lipidos, anticancerigeno, control de la diabetes. Sangeetha et al.
(2005); y Sir6 et al. (2008) describieron algunos efectos a continuacioén:

Los prebidticos son ingredientes no digeribles que estimulan selectivamente el

crecimiento y/o la actividad de bacterias benéficas en el tracto intestinal.
Diferentes pruebas hechas con humanos, han demostrado que la ingesta de FOS
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en cantidades de 5g/dia promueve el crecimiento de bifidobacterias en el tracto

intestinal.

La fibra dietaria es considerada como polisacaridos remanentes de células
vegetales, que no son hidrolizables por las enzimas humanas. Se ha demostrado
que los FOS son resistentes a las enzimas humanas y son excretados, esto hace

que los FOS puedan ser identificados como fibra dietaria.

La fermentacion de FOS hace que decrezca el pH en el colon, lo que facilita la
absorcién de calcio y magnesio por parte del intestino. Se ha encontrado que
incrementando a la dieta alimenticia un 5% de FOS y 1% de calcio se previene la
pérdida significativa del fémur y de las vértebras lumbares.

La mayoria de estudios que demuestran el efecto prebidtico mediante el estudio
del metabolismo de Bifidobacterias. Durieux, Fougnies, Jacobs, & Simon (2001)
investigaron el efecto prebidtico de FOS mediante el estudio del metabolismo de
dos tipos de Fructooligosacéaridos Chicory sobre Bifidobacterium longum, B.
infantisy, B. angulatum, obteniendo un alto contenido de biomasa. Rycroft, Jones,
Gibson, & Rastall (2001) realizaron una evaluacibn comparativa de las
propiedades de la fermentacion de oligosacaridos prebibticos, monitoreando
durante 24 horas bacterias intestinales predominantes, dando como resultado
aumento en el numero de bifidobacterias y disminucién de clostridos. Perrin,
Warchol, Grill, & Schneider, (2001) compararon el comportamiento fisiolégico de
Bifidobacterium infantis ATCC 15697 en cultivo con oligofructosa sintética y semi-
sintético, las diferencias fueron determinadas. También observaron que la glucosa
fue la preferida como substrato para el crecimiento y produccién de biomasa,
mientras la fructosa fue la mejor para la produccién de lactato y acetato. Con
sacarosa, la produccién de biomasa alcanzé el nivel obtenido con glucosa y tanto
con FOS y fructosa mas metabolitos fueron producidos. Shin, Lee, Pestka, &
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Ustunol (2000) estudiaron dos cepas comerciales de Bifidobacterium spp
cultivados anaerdbicamente y con diferentes concentraciones de FOS. El
crecimiento y la actividad de los cultivos en presencia de FOS fueron

determinados encontrando que son efectivas en estos medios.

4.3 CRECIMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN MEDIOS CON FOS

Aunque no hay estudios realizados sobre el crecimiento de BAL en medios como
el preparado en el presente trabajo, hay estudios como el de Kaplan & Hutkins
(2000) quienes estudiaron 28 cepas de BAL y bifidobacterias por su habililidad de
fermentar FOS en agar MRS. Y encontraron que la glucosa y los FOS son buenos
sustratos que permiten el crecimiento de las bacterias, ademas de encontrar que
BAL son inmunomoduladoras, aumentan la resistencia a varios problemas de
salud y aceleran la recuperacién del tracto gastrointestinal. En el estudio de
Mufoz, Mosquera, Alméciga-Diaz, Melendez, & Sanchez (2012), se caracteriz6 el
efecto de los FOS en el crecimiento, la produccion de acidos lactico y acético y la
actividad antimicrobiana de los extractos crudos obtenidos a partir de cepas de
Lactobacillus aislados de maiz y melazas, mostrando la viabilidad de aumentar la
actividad antimicrobiana de las cepas por la suplementacion del medio de

crecimiento con FOS.

Existen estudios realizados con diferentes matrices y diferentes microorganismos,

los que se resumen en la tabla:
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Tabla 2. Revision bibliografica de crecimiento de bacterias en medios con frutas y/o FOS y

con potencial prebiodtico

MICROORGANIS- MEDIOS DE .
ITEM ARTICULO Referencia | CONDICIONES
MOS CULTIVO
Frutas frescas . »
. Centrifugacion a
(manzana verde, (Vinderola,
L Influence of compounds 6000rpm por
kiwi, pifa, pera y ) ) Costa, .
- ] associated with fermented 30min.
Lactobacilli y fresa), el jugo se . Regenhardt, L
1 > : o dairy products on the Esterilizacién a
bifidobacteria neutralizé (pH) con . ) & )
growth of lactic acid starter o 100°C por 15min
NaOH. Se tomaron o . Reinheimer,
. and probiotic bacteria y congelados a -
180uL del jugo para 2002)
o 80°C
utilizar
) Assessing the acid
Jugos comerciales. (Sheehan,
. tolerance and the )
. Ajustados a pH . Ross, & Almacenamiento
2 B. lactis technological robustness of )
3.5,4.5,5.5 Usando o Fitzgerald, a4°C
probiotic cultures for
NaOH al 5N o . 2007)
fortification in fruit juices
Lactobacillus
acidophilus- Jugos comerciales. Effect of storage in a fruit
Lactobacillus (pifia, manzana, drink on subsequent (Champagn .
Almacenamiento
3 fermentum- naranja, pera, uva, survival of probiotic e & Gardner, 4°C
a
Lactobacillus limén, mango, kiwi, lactobacilli to gastro- 2008)
plantarum- fresa intestinal stresses
Lactobacillus reuteri
. Jugo de granadilla (Mousavi,
Lactobacillus ) ) )
concentrado 62 °Brix Fermentation of Mousavi,
plantarum- . . . . .
. fue diluido a 20 °Brix pomegranate juice by Razavi, Almacenamiento
4 L. delbruekii- . . .
. con agua destilada y probiotic lactic acid Emam- a4°
L.paracasei- . . .
. ) luego pasteurizada a bacteria Djomeh, &
L.acidophilus . o
5min a 80°C Kiani, 2010)
Lactobacillus
acidophilus-
Lactobacillus Probiotication of Tomato (Yoon,
Jugo de tomate . ) ) Almacenado a
5 plantarum- . Juice by Lactic Acid Woodams, &
comercial 4°C
Lactobacillus casei- Bacteria Hang, 2004)
Lactobacillus
delbrueckii
Jugo de Correlation of Some .
. . . (Nicolescu &
Lactobacillus zanahoria:manzana Substrate Parameters in
6 . ) L ) ) Buruleanu, o
acidophilus (3:1) Inicié con Growing Lactobacillus 2010)

contenido de

acidophilus on Vegetable
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MICROORGANIS-

MEDIOS DE

ITEM ARTICULO Referencia | CONDICIONES
MOS CULTIVO
azucares reductores | and Fruit Cocktail Juices
de 5,579
glucosa/100mL y en
jugo de
zanahoria:apio:manz
ana (6:1:2) el
parametro fue de
3.69/100mL
Jugo de zanahoria
puro Tabla 1. Changes of microbial (Kun,
Azlcares 4.3y 4.6% population and some Rezessy-
o . (w/v) ademas components in carrot juice Szabo,
7 Bifidobacterias ) ) . ) o
contiene 2% (w/v) de | during fermentation with Nguyen, &
sucrosa, 1% (w/v) de | selected Bifidobacterium Hoschke,
glucosay 0.8% (w/v) strains 2008)
de fructosa.
In vitro anaerobic
incubation of Salmonella
» enterica serotype
Salmonella entérica y . .
o Concentracién de Typhimurium and laying | (Donalson et
8 serotypeTyphimuriu o o
FOS 0,075% hen cecal bacteria in al., 2007)
m
poultry feed substrates and
a fructooligosaccharide
prebiotic
Aureobasidium. . )
» Fructooligosaccharides-
pullulans- Concentracion de .
9 . Occurrence, preparation, | (Yun, 1996) o
Fusarium.oxysporu FOS 55% (w/w) o
and application
m
Lactobacillus. Concentracién de Metabolism of prebiotic
= gasseri- FOS Actilight (20g/L- | products containing b(2-1) | (Bafiuelos et
Lactobacillus. 2%)-FOS-AES fructan mixtures by two al., 2008) -
fermentum (60%w/w) Lactobacillus strains
Carbohydrate source and | (Kullen, Khil,
. Bifidobacteria influence the Busta,
Concentracion de
11 Bifidobacterias growth of Clostridium Gallaher, & o
FOS (2% w/w) . ] )
perfringens II'l vivo and in Brady,
vitro 1998).
B Interactionofdietary
. . Concentracion de . . (Zhang et
12 Bacillus subtilis Bacillus subtilis and o
FOS (0.25-0.50%) al., 2010)

fructooligosaccharideonthe
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MICROORGANIS- MEDIOS DE . .
ITEM ARTICULO Referencia | CONDICIONES
MOSs CULTIVO
growth performance, non-
specific
immunityofseacucumber,
postichopusjaponicus
Investigaron efecto Produccién de
prebiético de dos Metabolism of chicory (Duri . biomasa alta con
urieux e
13 Bifidobacterias tipos de Chicory FOS | fructooligosaccharides by 1. 2001) B. infantis (1.4 'y
al.,
(Fibrulinelnstant- bifidobacteria 1.7 g peso seco
Fibrulose F97) L-1)
Los prebidticos
aumentan el
Comparacién de o nimero de
o A comparative in vitro . .
» ) varios tipos de . bifidobacterias y
Bifidobacterias- ) . evaluation of the (Rycroft et o
14 . oligosacaridos para . . disminuye
Lactobacillus . . fermentation properties of al., 2001) o
los diferentes tipos o . clostridios. Los
. prebiotic oligosaccharides . N
de bacterias fructooligosacérid
os produce mas
lactobacilos
Utilizacion de
hidratos de
carbono como
glucosa, fructosa,
sacarosa y FOS.
. Glucosa
Fermentations of fructo- .
. ) contenida en
) oligosaccharides
Comportamiento . FOSyla
. . L and their components by . .
Bifidobacterium fisiolégico en i o . (Perrin et al., | sacarosa podrian
15 . . . o Bifidobacterium infantis
infantis oligofructosa sintética 2001) mantener el

(0.75% FOS)

ATCC 15697 on batch

culture in semi-synthetic

medium

crecimiento y
produccién de
células, mientras
la fructosa podria
permitir la
produccién de
metabolitos
principales
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MICROORGANIS-

MEDIOS DE

ITEM ARTICULO Referencia | CONDICIONES
MOS CULTIVO
El crecimiento de
las bacterias, el
) mejoramiento de
Fueron culitvadas en L .
Growth and Viability of la actividad y la
12%(w/w) ) N
o Commercial viabilidad son
reconstituido con . ) ) )
» ) Bifidobacterium spp in (Shin et al., altas cuando
16 Bifidobacterias leche descremada en ) ) o
. Skim Milk Containing 2000) crecen en
polvo conteniendo 0- . . .
Oligosaccharides and precencia de
0.5-1-3-5% (w/v) . .
o Inulin FOS seguido en
FOS, GOS y inulina
un orden
decreciente por
GOS y lainulina
Se tomaron de 12 a
16 cepas de Suplemento con
Lactobacillusy de 7 a Fermentation of (Kaplan & FOS incrementa
aplan
. Acido lacticas y 8 Bifidobacterias Fructooligosaccharides by H ?k' las LAB, y se
utkins,
bifidobacterias para fermentar FOS Lactic Acid 2000) consideran
(FOS 2% en el medio | Bacteria and Bifidobacteria inmunomodulado
MRS-40 res
INICIALMENTE%
Suplementar la dieta
con FOS incrementa
la capacidad
metabolica y la
densidad de las LAB (Kolida,
18 Bifidobacteria y mejorando la defensa | Prebiotic effects of inulin Tuohy, &
Lactobacillus del mecanismo, and oligofructose Gibson, -
incrementando la 2007)

resistencia a
problemas de salud y
disturbios en el tracto

gastrointestinal

De la revisién bibliografica analizada en la tabla 2 se puede determinar que
diferentes autores han trabajado con concentraciones de FOS de 0.25-0.50-0.75-
2-55-60%, ademas de la utilizacién de jugos comerciales y jugos de frutas de 3.6-
56 y 20° Brix como medios de cultivo principalmente para bacterias

Bifidobacterias y acido lacticas.
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5. JUSTIFICACION

En los ultimos anos, la industria de alimentos se ha visto obligada a crear nuevos
productos que satisfagan los requerimientos de un consumidor cada vez mas
exigente y conocedor de las caracteristicas de algunos componentes de los
alimentos que los hacen saludables y previenen dafos sobre la salud (Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural, 2006). Asi como de un consumidor que quiere
productos listos o de facil coccion, que tengan las propiedades organolépticas,
funcionales y nutricionales de los productos naturales. Estas nuevas tendencias
llevan a los procesadores de alimentos a asumir un ritmo creciente de
investigacién en el campo del desarrollo de nuevos productos, que otorguen las

caracteristicas deseadas por los consumidores.

La deshidratacién osmética ofrece un soporte tecnolégico adecuado para enfrentar
las tendencias de consumo que se estan estableciendo a nivel mundial, ya que
ofrece la posibilidad de obtener productos funcionales, minimamente procesados y
de alta calidad organoléptica. Por lo tanto, los estudios sobre esta operacién en
alimentos y especialmente en fruta, son un tema de gran importancia para el pais,
por las posibilidades de ampliacion de los mercados en el exterior de este tipo de

productos (Ministerio de Industria Comercio y Turismo. & Nacional, 2005).

Una de las limitaciones para la utilizacion a nivel industrial de la DO de alimentos,
en particular de frutas, es la utilizacion de los jarabes (también Illamados
soluciones osméticas), ya que son considerados desechos de la operacion, con
una alta carga organica, lo que causa un alto impacto ambiental y aumenta el
costo de los productos obtenidos por esta via (Rosa & Giroux, 2001).

Las investigaciones realizadas en la caracterizacion de soluciones osmaéticas han

mostrado que éstas adquieren sustancias valiosas como sales, vitaminas,
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azucares, compuestos propios del aroma, color y sabor del alimento deshidratado,
por lo que se hace atractivo el uso de estas soluciones en la formulacion de
nuevos productos enriquecidos (Osorio et al.,, 2007; Peir6 et al., 2006).
Adicionalmente al utilizarlas en otros procesos, se evitarian los costos

relacionados con su disposicién final.

Uno de los posibles usos de estos jarabes es en la producciéon de prebidticos
como los FOS; éstos a su vez pueden ser utilizados como medios de cultivo para
BAL como estimuladores del crecimiento de las mismas, reduciendo costos, ya
que el medio utilizado para producirlas a nivel de laboratorio y a nivel industrial es
medio MRS (Ramos lzquierdo, Bucio Galindo, Bautista Mufioz, Aranda Ibafnez, &
Izquierdo Reyes, 2009; Serna Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005; Vargas,
Gomez, Parra, & Romero, 2004), el cual por estar enriquecido con compuestos
selectivos, lo hace costoso.

Si se quiere reemplazar el medio MRS, el cual contiene fuente de nitrégeno (4g/L),
es necesario investigar esta variable en los jarabes con FOS que se utilizaran

como medio de cultivo.

La combinacion de fructooligosacaridos y bacterias con potencial probiético,

podria ser evaluada a futuro como una matriz para formular alimentos simbiéticos.

Adicionalmente, resulta de utilidad realizar el modelamiento mateméatico de las
curvas de crecimiento para establecer parametros cinéticos de importancia para
futuros desarrollos como el disefio de biorreactores y/o determinacién de
parametros operativos de la produccion de las BAL en este tipo de medios de

cultivo.
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El propésito de este trabajo fue evaluar el crecimiento de BAL con potencial
probidtico en soluciones ricas en fructooligosacaridos obtenidas por via

fermentativa a partir de jarabes provenientes de la deshidratacion osmotica de

frutas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 PREPARACION DE JARABES

6.1.1 Deshidratacion osmotica

Se utiliz6 mora de Castilla (Rubus glaucus) y tomate de arbol (Cyphomandra
betacea), que se adquirieron en mercados locales y se mantuvieron a 4°C hasta
su uso. El tomate de arbol se limpié y se cortdé en rodajas mientras que la mora de
castilla se limpio6 y se utilizé6 completa.

La solucion osmética utilizada fue de 60° Brix de concentracién inicial preparada
con agua destilada y sacarosa comercial. La concentracion se revisé por

refractometria (Polskie Zalady Optyczne PZ0).

Las frutas fueron sumergidas en la solucién osmética en Erlenmeyer de 500 mL y
deshidratadas durante 3 h a temperatura controlada de 20°C en un bano
termostatico, con una relacion de 1:4 fruta-jarabe (100g de fruta) (Mufiz Becera,
Garcia Pereira, Calderin Garcia, & Hernandez Gdémez, 2011; Pimentel et al.,
2010). Los ensayos se realizaron por triplicado. Al finalizar el tiempo, se retird la
fruta de la solucion, se secé suavemente con papel secante y se determinaron
grados Brix y humedad de la fruta (AOAC 925.10 1990). Al jarabe resultante se le
midieron el pH (pH-metro marca Denver) y los grados Brix mediante
refractometria. El jarabe se utilizé tres veces, siendo reconcentrado con sacarosa
en cada ciclo, utilizando fruta fresca y manteniendo las condiciones de
osmodeshidratacion previamente descritas.
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Mediante las ecuaciones de Berinstain (Azuara, Beristain, & Guti, 1998) se
determiné el célculo de la pérdida de agua (ecuaciones 2, 3, 4) y la ganancia de
sélidos (ecuaciones 5, 6, 7).
Wi = Hi*mif
Ecuacién 2. Determinacién de contenido inicial de agua
Wf =Hf +mff
Ecuacién 3. Determinacién de contenido final de agua
Wi) — (Wf) = aw
Ecuacién 4. Determinacién de pérdida de agua
STi = mif » (1 — %Hi)
Ecuacién 5. Determinacién de sdélidos totales iniciales
STf =mff « (1 — %Hf)
Ecuacion 6. Determinacién de sélidos totales finales
(STf) — (STi) = AS

Ecuacién 7. Determinacién de ganacia de sélidos

Donde:

Wi=Agua contenida inicial (g)
Hi=Humedad inicial (%)

mif= masa inicial fruta (g)

Wif= Agua contenida final (g)

Hf= Humedad final (%)

mff= masa final fruta (Q)

AW= Pérdida de agua (g)

STi= Sélidos totales iniciales (g)
STf= Solidos totales finales (g)
%Hi= Porcentaje de humedad inicial
%Hf= Porcentaje de humedad final
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AS= Ganancia de so6lidos (g)

Para determinar si habian diferencias entre los ciclos de reuso de los jarabes
deshidratados se realizé un analisis de varianza (ANOVA) con el software minitab
15 (Minitab®, Minitab Inc,).

Posteriormente se realizé un lote de 2L de jarabes de DO para la produccién de
los FOS tanto con Mora de castilla (Rubus glaucus) como con tomate de arbol
(Cyphomandra betacea), como se describié anteriormente y con un solo ciclo de

deshidratacion.

6.1.2 Preparacion de fructooligosacaridos

6.1.2.1  Preparacion e inoculaciéon del microorganismo

La produccion de FOS se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Sanchez et
al. (2008). Se utilizo6 Aspergillus oryzae N74 aislado en un estudio previo del
bagazo de cafa de azucar. La cepa fue sembrada en agar extracto de malta
(MEA) en caja por 7 dias a 30°C hasta la formacion de esporas. La suspension de
las esporas fueron preparadas a partir del raspado del cultivo en MEA con
solucién tensoactiva esterilizada y se diluydé con agua destilada a una
concentracién aproximada de 1x10”esporas mL™". Las suspensiones de esporas

fueron almacenadas a -20+ 1°C.
La biomasa de A. oryzae N74 fue preparada en un Erlenmeyer de 250 mL el cual

contenia 100mL de medio de (11% sacarosa, 0.84% K,HPO4 (Merck), 0.102%
MgSO4-7H,O (Merck), 0.088% KCI (Merck), 0.007% FeSO4-7H>.O (Merck),
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0.085% NaNO3-4H,O (Merck), 2.0% extracto de levadura (Oxoid), 0.136% CaCOj;
(Merck), ajustado a pH 5.5+0.1 con HNO3) (Sanchez et al., 2008). El medio de
cultivo fue inoculado con 1TmL de suspensién de esporas, e incubado por 48 h a
30 + 1 °C y 200 rpm (Brandstedt, Lab Line Max®™ 7000). La biomasa del hongo
fue recogida luego de filtracion utilizando papel de filtro (Whatman No. 2). El
resultado de la biomasa fue lavado vy filtrado varias veces con buffer de fosfato
esterilizado (50 mM, pH 5.5) para remover el medio de cultivo residual y luego este
material se secd por 48 h a 105°C.

6.1.2.2 Produccion de FOS

Los jarabes obtenidos de la DO de frutas, como se describe en el numeral 6.1.1 y
con un ciclo de deshidratacion fueron utilizados como sustrato para la produccion

de FOS por via fermentacion.

Se tuvieron en cuenta las condiciones de operacion descritas por Sanchez et al.
(2008). Se agregd el jarabe y la biomasa correspondiente en un biorreactor de
capacidad de 2 L con agitacion constante. Las condiciones de operacion fueron
pH 5.5, la temperatura de 60°C, el tiempo de reaccién de 7 h para el jarabe
proveniente de la DO de mora y 6 h para el jarabe proveniente de la DO de tomate
de arbol.

6.1.2.3 Determinacion del perfil de FOS

El andlisis de carbohidratos durante la produccion de FOS se realizd por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Se utilizaron como estandares
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para HPLC 1-kestosa, nistosa, y 1-B-fructofuranosil nistosa adquiridos en Wako

Pure Chemical Industries (Osaka, Japdn).

El equipo de HPLC (LaChrom Elite®, Merck) tenia una bomba L-2130 con
desgasificador en linea, un detector de indice de refraccion L-2490, y un
muestreador automatico L-2200. La columna CarboSep CHO 411 fue usada para
la identificacion y cuantificacibn de carbohidratos. Las condiciones de
cromatografia fueron: la temperatura de la columna fue de 85°C, la fase mdvil fue
agua a una velocidad de 0.4 cm®*min~", y detector de indice de refraccién a 40°C.

Las muestras para el analisis de los carbohidratos fueron tomadas cada hora
durante la fermentacion y se mantuvieron en agua hirviendo por 15min para
detenerla. La produccién final de FOS fue expresada como la concentracion de
nistosa, kestosa y fructofuranosil nistosa (FFN) (Sanchez et al., 2008).

6.2 EVALUACION A MICROESCALA DEL CRECIMIENTO DE L. plantarum EN
JARABES RICOS EN FOS OBTENIDOS POR ViA FERMENTATIVA

6.2.1 Preparacion del inoculo

La BAL utilizada en el presente estudio fue Lactobacillus plantarum, la cual fue
aislada previamente de coliflor (Brassica oleracea var. Botrytis) e identificada
molecularmente (anexo 1), en estudios previos (Serna, 2012). En el estudio de
Serna 2012, esta bacteria fue sometida a pruebas in vitro segun describe la FAO-
OMS (2002) para evaluar el potencial probiético, y posteriormente fue probada en
la elaboracion de jugos de fruta, obteniendo buenos resultados debido al alto
potencial probiético encontrado.
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La L. plantarum estaba en la coleccién de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad de la Sabana en el laboratorio de nuevas tecnologias en un cryovial
con nombre VANG LAC1. Se realiz6 la activacion de ésta tomando dos perlas del
cryovial (CRYOBANK®) en 10 mL de caldo MRS (Man Rogosa y Sharpe) y se
incubé a 37°C durante 24 h. Posteriormente se realiz6 un subcultivo pasando
100pL del cultivo activo a otro tubo con 10 ml de caldo MRS, que se incubd a
37°C durante 24 h. Se realizaron tres ensayos independientes con tres

repeticiones cada uno.

6.2.2 Preparacion de jarabes como medio de cultivo de bacterias acido
lacticas

En las tablas 3 y 4 se muestran los jarabes utilizados para la inoculacién con L.
plantarum, los cuales fueron diluidos hasta 20 °Brix (Mousavi et al., 2010) con agua
destilada estéril, se les ajusté el pH a 5.5 y se filtraron. Los jarabes que fueron
enriguecidos con FOS comerciales se agregaron en la misma concentracion que
la obtenida para los FOS producidos por via fermentativa. Cada jarabe se inoculd

por triplicado para cada uno de los ensayos independientes.

Todos los jarabes tuvieron control negativo y el control positivo fue el crecimiento
de la BAL en medio MRS.

Las fuentes de nitrégeno utilizadas fueron:
Extracto de levadura (4g/L) (Fuente de nitrégeno en el agar MRS)
Cloruro de amonio (1g/L) (Vargas, Gomez, Parra, & Romero) y (4g/L) (La misma

concentracion que la fuente de nitrégeno organico o extracto de levadura)
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Tabla 3. Jarabes para inoculacion a microescala

FRUTA MEDIOS PARA INOCULAR

Jarabe sin FOS
Mora Jarabe con FOS

Jarabe sin FOS enriquecido con FOS Comercial

Jarabe sin FOS

Tomate Jarabe con FOS

Jarabe sin FOS enriquecido con FOS Comercial

Tabla 4. Jarabes adionados con fuentes de nitrégeno para inoculacién a microescala

FRUTA MEDIOS PARA INOCULAR

Jarabe sin FOS nitrégeno organico 4g/L

Jarabe sin FOS nitrégeno inorganico 1g/L

Jarabe sin FOS nitrégeno inorganico 4g/L
Mora

Jarabe con FOS nitrégeno organico 4g/L

Jarabe con FOS nitrégeno inorganico 1g/L

Jarabe con FOS nitrégeno inorganico 4g/L

Jarabe sin FOS nitrégeno organico 4g/L

Jarabe sin FOS nitrégeno inorganico 1g/L

Jarabe sin FOS nitrégeno inorganico 4g/L
Tomate

Jarabe con FOS nitrégeno orgénico 4g/L

Jarabe con FOS nitrégeno inorganico 1g/L

Jarabe con FOS nitrégeno inorganico 4g/L

6.2.3 Siembra a microescala
Para la inoculacién de los jarabes se realizaron previamente diluciones seriadas a

los subcultivos posteriores a las activaciones de la bacteria con solucién salina al
0.85% (Figura 1).
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Subcultivo de
cepa activada

900ul de solucién salina al
0,85% y 100pl de tubo con
subcultivo de cepa activada

900ul de solucioén salina al 0,85% y
100ul del eppendorf anterior

900p! de solucidn salina al
0,85% y 100ul del
eppendorf anterior

900pl de solucidn salina
al 0,85% y 100ul del
eppendorf anterior

9ml de caldo MRS y 1000ul del

eppendorf anterior

Figura 2. Diluciones seriadas

Con el fin de determinar la curva de crecimiento de L. plantarum en los jarabes
descritos en las tablas 3 y 4, se tomaron 30uL del tubo final de las diluciones para
inocular con 270uL del respectivo jarabe en cada uno de los pozos del Bioscreen
C Analyzer (Growth curve USA®), esto para los ensayos independientes y por
triplicado. El equipo se programé a 37°C durante 53 horas, realizando lecturas
cada 30 min con filtro de amplio espectro 420-580nm.

6.2.4 Correlacion de los valores obtenidos de densidad éptica con recuento
en placa de L. plantarum

Ademas de observar la viabilidad de los jarabes en el Bioscreen C Analyzer se

realiz6 una correlacion entre los valores de densidad oOptica y recuento en placa

del crecimiento de L. plantarum.
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Se realizé la activacion de la BAL como se describe en el numeral 6.2.1,
posteriormente se centrifugé el medio y teniendo en cuenta la metodologia que
describe Dalgaard & Koutsoumanis (2001) el pellet obtenido fue diluido con
solucién salina al 0.85% con peptona al 0.1%. Se iniciaron mediciones de
absorbancia a 540nm en el espectofotometro Genesys 10S UV-Vis. Para cada
muestra se realizaron recuentos en caja adaptandolas a cuartos e inoculando en
cada uno de ellos 20 uL de muestra. Las cajas se incubaron por 24 h a 37°C y se
realizé el conteo manual de las colonias individuales. A partir de este conteo y sin
tener en cuenta los cuartos de caja inferiores a 5 UFC se hallaron los
Log(UFC/mL) y se graficaron vs. la densidad 6ptica.

6.2.5 Efecto de la adicion de FOS comerciales

Para evaluar el efecto de la adicion de FOS comerciales en caldo MRS en el
crecimiento de L. plantarum se realiz6 la respectiva activacion como se describe
en el numeral 6.2.1 y se prepard el caldo MRS para ser adicionado con 7
diferentes g/L de FOS comerciales 0.05, 0.2, 3, 8, 20 g/L revisadas en la literatura
(Ramirez Higuera, 2009; Yang, Prasad, Xie, Lin, & Jiang, 2011) y en la misma
concentracion de los FOS obtenidos por via fermentativa 176.87, 246.75 g/L. Para
esta evaluaciéon se utilizd el Bioscreen C analyzer agregando de cada medio
270uL y 30uL de in6culo en cada pozo del microplato.
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6.3 DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO MEDIANTE LA
TECNICA DE PESO SECO DE L. plantarum EN JARABES CON FOS Y SIN
FOS ADICIONADO CON NITROGENO ORGANICO CON RESPECTO AL
TIEMPO

Las curvas de crecimiento se realizaron en los jarabes sin y con FOS tanto para
mora de Castilla como para tomate de arbol y enriquecidos con nitrégeno organico
0 extracto de levadura, con tres ensayos independientes y teniendo diez puntos de

muestreo.
El inéculo se preparé como se describe en el numeral 6.2.1.

En tubos falcon se agregaron separadamente 9.9 mL de cada uno de los jarabes a
analizar, se inocularon con 0.1 mL de cultivo bacteriano y se incubaron a 37°C.
Esto con el fin de iniciar con una poblacién bacteriana aproximadamente de 1x10°
UFC/mL.

En la tabla 5 se describe los puntos de muestreo teniendo en cuenta que la
experimentacion se realizd6 por triplicado, éste correspondiente a las tres

activaciones independientes de L. plantarum .
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Tabla 5. Horas de muestreo para curva de crecimiento de L. plantarum

MUESTRA
Jarabe Tomate de arbol con FOSy | Jarabe Mora de Castilla con FOS y
sin FOS y nitrégeno organico sin FOS y nitrégeno organico
Control negativo y Control negativo y
0 recuento en caja 0 recuento en caja
o 4 4
&
e 7 Control negativo 7 Control negativo
L
= 10 10
a
N 14 Recuento en caja 14 Recuento en caja
<
o
8 20 Control negativo 20 Control negativo
24 24
33 33
39 39
Control negativo y Control negativo y
44 recuento en caja 44 recuento en caja

En cada hora de muestreo se centrifugaba el jarabe por 15 minutos a 8910g, el
sobrenadante se congeld y la biomasa que quedaba en el tubo falcon se secé a

70°C hasta peso constante controlando el peso con una balanza analitica.

6.3.1 Recuento en placa para tiempos de control
Se realizaron los recuentos en caja en los puntos de muestreo establecidos. Estos

se hicieron en agar MRS mediante el uso de diluciones seriadas en solucién salina

al 0.85%, adaptado a cajas divididas en cuartos e inoculando en cada uno de ellos
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20 pL de muestra. Las cajas se incubaron por 24 h a 37°C y se realizé el conteo
manual de las colonias individuales, considerando los cuartos de caja con menos
de 100 unidades formadoras de colonia se hallaron los Log(UFC/mL) y se
graficaron para observar las concentraciones de los jarabes.

6.3.2 Determinacion de consumo de nitrégeno

La determinacion de consumo de nitrdgeno se realizé por el método Kjedahl
(AOAC 955.04 1990), para los sobrenadantes de los puntos de muestreo iniciales
y finales para cada ensayo independiente. Para observar este consumo se
hallaron las desviaciones estandar y también un andlisis de varianza (ANOVA) con
el software MINITAB 15 (Minitab®, Minitab Inc.).

6.3.3 Determinacion del consumo de FOS

La determinacién del perfil de consumo de 1-kestosa, nistosa, fructofuranosil
nistosa, sacarosa, fructosa y glucosa se realizé por HPLC para los sobrenadantes
de los puntos de muestreo iniciales y finales, de acuerdo con la metodologia
descrita en el numeral 6.1.2.3.

6.3.4 Determinacion de las cinéticas de crecimiento microbiano

Para modelar las curvas de crecimiento, tanto las obtenidas a microescala como
las obtenidas con peso seco, se utilizd la aplicacion DMFit que se encuentra en
http://www.combase.cc/index.php/en/, la cual ajusta el modelo de Baranyi &

Roberts (1994) a los datos experimentales.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1 RESULTADOS DE LA PREPARACION DE JARABES

7.1.1 Deshidratacion osmotica

La DO se realizé como se describié en el numeral 6.1.1. Los jarabes obtenidos de
la deshidratacibn osmética tanto en el primer ciclo de uso, como en los
subsiguientes ciclos, tomaron la coloracion y aroma de las frutas respectivas,
siendo este efecto mayor en el segundo y tercer ciclo de uso. Esto indica, como se
refiere en la literatura (Garcia-Martinez et al., 2002; Peiré et al., 2006), que hubo
una salida importante de compuestos diferentes al agua durante la deshidratacién
osmdtica, desde la fruta al jarabe. Este comportamiento también es referido por
Osorio et al. (2007) para las mismas frutas, sin embargo en este estudio no se

realizd reconcentracion del jarabe para el reuso.

Los resultados obtenidos para DO con tres ciclos de reuso y con reconcentracion

de sacarosa, tenian como fin verificar si habian entre ellos diferencias
significativas en los parametros como la pérdida de agua y la ganancia de sélidos.

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 6. Datos de DO obtenidos para mora de Castilla y tomate de arbol

Jarabe Mora de Castilla Jarabe Tomate de Arbol
Ciclo Ganancia Ganancia
oD de de
Pérdida de | solidos Pérdida de | solidos
agua (g) (9) pH inicial | pH final agua (g) (9) pH inicial | pH final
1 24.59+2.92 | 7.39+3.19 | 6.41+0.20 | 3.15+£0.05 | 31.84+5.05 | 8.98+1.80 | 6.43+0.12 | 4.15+0.09
2 20.62+4.01 | 7.52+3.97 | 3.34+0.13 | 3.28+0.12 | 30.95+0.60 | 7.95+0.94 | 4.17+£0.15 | 4.12+0.14
3 21.92+10.62 | 3.42+2.31 | 3.20+0.11 | 3.17+0.11 | 30.73+2.00 | 8.77+1.69 | 4.08+0.08 | 4.02+0.11
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Para ninguna de las dos frutas se encontrd que el reuso del jarabe después de
reconcentrarlo presentara una diferencia significativa entre los ciclos (ANOVA
p>0.05), al igual que para el pH a pesar que muestra una ligera disminucion entre
ciclos, pero esto se debe a que cada vez se utiliza fruta fresca y sigue el
intercambio de sélidos solubles. Este comportamiento indicaria que el restaurar el
gradiente de concentracién de sélidos solubles mediante la adicién de sacarosa,
por lo menos hasta un tercer ciclo, hace que no se genere diferencia en la
cantidad de agua que pierden, tanto la mora como el tomate, y se tiene el mismo
comportamiento para la ganancia de sdélidos. Estos resultados no pueden ser
comparados con los estudios de reuso publicados ya que en la mayoria de estos
estudios no se hace reconcentracién del jarabe o se han realizado con otras
frutas.

En los resultados previos del proyecto de investigacion en el cual se enmarca este
trabajo de grado, se encontrd adicionalmente que el rendimiento de la produccion
de FOS no se ve afectado significativamente (p >0.05) por el reuso de los jarabes,
es decir, se encuentra el mismo rendimiento en producciéon de FOS en un jarabe
utilizado en el primer ciclo respecto al alcanzado en un jarabe utilizado durante
tres ciclos. Con base en este resultado, para continuar con la produccién de FOS
a partir de los jarabes provenientes de la DO, se decidi6 realizar un lote de jarabe

con un solo ciclo de uso.

7.1.2 Produccién de fructooligosacaridos (FOS)

La obtencion de FOS a partir de los jarabes de DO se realiz6 de acuerdo con la
metodologia descrita en el numeral 6.1.2.
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En las figuras 3 y 4 se muestran los perfiles de produccion de FOS: GF4
Fructofuranosil nistosa (FFN), GF3 nistosa y GF2 kestosa, al igual que los perfiles

de GF sacarosa, G glucosa y F fructosa durante las 7 h de fermentacion.
700

GF4 —8—GF3 —a—GF2
—+—GF -G O F
500 —e—FOS

600

400

300

200

Concentracion (g L-1)

100

t (h)

Figura 3. Perfiles de reaccion de obtencion de FOS en los jarabes provenientes de DO de

mora de Castilla. GF4: FFN, GF3: nistosa, GF2: kestosa, GF: sacarosa, G: glucosa, F:
fructosa

600

GF4 —e—GF3 —4—GF2
500 & ——GF —=G oF
[ —e—FOS

400 1
300

200 4

Concentracion (g L-1)

100 +

t (h)

Figura 4. Perfiles de reaccion de obtencion de FOS en los jarabes provenientes de DO de
tomate de arbol. GF4: FFN, GF3: nistosa, GF2: kestosa, GF: sacarosa, G: glucosa, F:
fructosa
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Puede observarse de las figuras 3 y 4 que la produccion de FOS aumenta con el
tiempo de la fermentacion. Al final de las fermentaciones (7 h para el jarabe de
mora y 6 para el jarabe de tomate de arbol), se obtuvo una produccion de FOS de
246.75 g¢g/L y 176.87 g/L respectivamente. Estas concentraciones son
aproximadamente 28% mas bajas respecto a lo reportado por Sanchez et al.
(2008), quién produjo FOS en condiciones similares a la del presente estudio con
jarabes de sacarosa. Esta disminucion puede ser explicada por el menor tiempo

de reaccidn y la menor concentraciéon de sacarosa inicial empleadas.

También se puede observar que las mayores concentraciones para los
fructooliogosacaridos obtenidos son las correspondientes a kestosa 26% y 20%,
seguidos por la nistosa 9.8% y 9.5% y la FFN 0.98% y 2%, tanto para el jarabe de
mora como para el de tomate de arbol respectivamente. Estos perfiles son
aproximadamente 17% menores a los obtenidos en estudios con jarabes de
sacarosa (Sanchez et al., 2008), y pueden ser explicados por los mismos factores

mencionados anteriormente.

7.2 EVALUACION DEL USO DE JARABES COMO MEDIO DE CULTIVO DE L.

plantarum

7.2.1 Efecto de los FOS sobre el crecimiento de L. plantarum a microescala
Para evaluar el efecto de los FOS obtenidos sobre el crecimiento de L. plantarum
se hicieron las inoculaciones en los jarabes obtenidos (ver tabla 3) y se utilizé el

Bioscreen como se describid en el numeral 6.2.3.

Las figuras 5 y 6 muestran las curvas de crecimiento de L. plantarum en los

jarabes provenientes de DO de mora de Castilla y tomate de arbol con FOS
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provenientes del proceso fermentativo, sin FOS vy adicionados con FOS
comerciales, todos con sus respectivos controles negativos y caldo MRS como
control positivo. Para ambos jarabes estas curvas tuvieron 53 h de crecimiento
presentando tres fases: la fase lag, la fase de crecimiento exponencial y la fase
estacionaria. La fase lag tiene una duracién aproximada de 10 h para todos los
jarabes; la fase exponencial oscila entre 10 y 30 h; y la fase estacionaria, la cual

es alcanzada en promedio a la hora 33.

1,400 -
1,350 -
1,300 -  Jarabe con FOS
1,250 -
1,200 -
1,150 -
1,100 - O Jarabe sin FOS
1,050 -
1,000 - %
0,950 - -
0,900 - A Jarabe sin FOS
0,850 - l adicionado con FOS
E 0,800 - § %% comercial
S 0,750 - T &
3 0,700 - 1717 o Caldo MRS
8 0,650 - B &
B . mo
5 0,550 m 1] '
S 0,500 - ¢ Llidttt « Control hegatwo
‘@ 0,450 - L+ FFT Jarabe sin FOS
& 0,400 -
0,350 - AAAAAAAAAAA
0,300 - = Control negativo
0,250 - B S i I B Jarabe con FOS
0,200 -
0,150 - _
0,100 - sIITTEITITIIITIIIXTX Control negativo
0,050 - § - Jarabe sin FOS
0,000 i R e adicionado con FOS
-0,050 }5 20 25 30 35 40 45 50 55 comerciales
-0,100 -
-0,150 -
-0,200 -
Tiempo (h)

Figura 5. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de DO de mora
de Castilla sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.

63



1,400
+TT 7T+ Jarabe sin FOS
1,330 — s
[OROFG)
1,260 00O ODP
1,190 T O = i S N R A DJarabe con FOS
1,120 4
1,050 T—
0] AJarabe sin FOS
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Figura 6. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de tomate de
arbol sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.

De la figura 5 y 6 puede observarse que el crecimiento de L. plantarum fue mayor
1.7 veces en caldo MRS respecto al crecimiento en los jarabes estudiados. Esto
era de esperarse puesto que es un medio adecuado y con una alta cantidad de
nutrientes para propiciar el crecimiento de BAL (De Man et al., 1960). En los
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla, se observa que es mayor el
crecimiento de la BAL en el medio que contiene FOS obtenidos por via
fermentativa, esto puede indicar que los FOS obtenidos por via fermentativa, para
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este jarabe, tienen un efecto prebidtico para la BAL estudiada, es decir estimulan
el crecimiento de la misma. Este comportamiento ha sido reportado para
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei en caldo MRS
enriquecido con FOS comerciales por Mufoz, Mosquera, Alméciga-Diaz,
Melendez, & Sanchez (2012).

Por el contrario, en el caso de los jarabes provenientes de la DO de tomate de
arbol el crecimiento de L. plantarum es muy similar tanto en el que tiene FOS
como en el que no tiene, al parecer en este jarabe el efecto de los FOS no es
significativo, esto pudo haberse presentado debido a que el rendimiento obtenido
al final de la produccion de FOS fue 8.75% mas bajo que el obtenido en el jarabe
de mora. Este punto se analizara con mas detalle en las curvas de crecimiento
hechas en peso seco, en las que se pudo analizar el perfil final de FOS (Ver
numeral 7.3.1.2).

Las curvas de los controles negativos, especialmente los de jarabes de mora con
FOS y jarabes de tomate sin FOS presentaron un crecimiento microbiano, sin
embargo, de las gréaficas se puede ver que es muy bajo. Para verificar el tipo de
microorganismos presentes se realizaron siembras en medio PDA y se incubaron
a 25°C observando la aparicion de colonias crema y redondas en muy baja
cantidad (menos de 5 UFC/mL), lo que sugiere la presencia de levaduras en muy

baja concentracion.
La tabla 7 muestra los resultados de los Log(UFC/mL) maximos para cada jarabe

calculadas a partir de la curva de calibracion descrita en el anexo 2, y el
porcentaje de crecimiento de cada uno de ellos respecto a MRS.
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Tabla 7. Log(UFC/mL) correspondientes a la densidad éptica alcanzada a las 53 h y
porcentaje de crecimiento respecto a control positivo (MRS) para los jarabes provenientes
de DO de mora de Castilla y tomate de arbol sin y con FOS

Densidad Porcentaje de
Optica a las 53 crecimiento
horas respecto a MRS
Jarabe . Log(UFC/mL) .
(Unidades de a partir de
densidad densidad optica
Optica) (%)
Jarabe de Mora sin FOS 0.62+0.13 7.51 49.08
Jarabe de Mora con FOS 0.82+0.06 7.73 65.18
Caldo MRS 1.26+0.09 8.21 -
Jarabe de Tomate sin FOS 0.72+0.03 7.62 57.37
Jarabe de Tomate con FOS 0.71+0.04 7.61 56.57

Se puede observar de la tabla 7 que el mayor recuento obtenido por L. plantarum
fue en caldo MRS con un valor de 8.21 Log(UFC/mL) correspondiente a la
densidad éptica mas alta que fue de 1.26 seguido del jarabe de mora con FOS y
jarabe de tomate con y sin FOS, comprobando el analisis realizado para las
graficas 5y 6.

7.21.1 Modelado matematico de las curvas de crecimiento de L.
plantarum en jarabes provenientes de la DO con y sin FOS

En varios estudios se ha demostrado que los datos de crecimiento microbiano
obtenidos por Bioscreen resultan utiles para modelar las curvas de crecimiento y
son fiables para obtener valores como la méaxima velocidad especifica de

crecimiento umax y la fase lag (Begot, Desnier, Daudin, Labadie, & Lebert, 1996;
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Dalgaard & Koutsoumanis, 2001). Por esta razdén, para comparar entre
tratamientos, los datos de las curvas de crecimiento obtenidos del Bioscreen se
modelaron con la ecuacién de Baranyi & Roberts (1994) utilizando la aplicacién
DMFit como se describié en el numeral 6.4.1., para determinar los valores de la
fase lag, umax, Y 12 cantidad final de microrganismos en unidades de densidad
Optica. Los ajustes del modelo de Baranyi & Roberts fueron satisfactorios
obteniendo valores de R? entre 0.98 y 0.99 tanto para los jarabes provenientes de
DO de mora de Castilla como para los de tomate de arbol. Los resultados para la
fase lag, la maxima velocidad especifica de crecimiento umax, ¥ punto final de
crecimiento se muestran en las figuras 7 a 9 para los jarabes provenientes de DO
de mora y en las figuras 10 a 12 para los jarabes provenientes de DO de tomate.

16

14 —

12 -

M Jarabe sin FOS
10 -

M Jarabe con FOS

Fase lag (h)
(0]

M Jarabe sin FOS adicionado con
I FOS comercial

m Caldo MRS

Jarabes

Figura 7. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de
DO de mora de Castilla sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.
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Figura 8. Maxima velocidad especifica de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.
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Figura 9. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de mora de Castilla sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.



Puede observarse de la figura 7 que la fase lag predicha por el modelo de Baranyi
y Roberts (1994), tiene una duracion aproximada de 12 h para los jarabes
estudiados, y adicionalmente no hay diferencias significativas entre los valores de
la fase lag para estos. Por otro lado, debe notarse que la fase lag para el
crecimiento en MRS es 1.53 h mayor.

Se puede observar de las figuras 8 y 9 que los mayores valores se tienen para el
crecimiento en caldo MRS y como se mencion6 anteriormente era de esperarse
debido a que es el medio adecuado para el crecimiento de L. plantarum, teniendo
Umax de 0.13 h™ y un valor final de 1.26 unidades de densidad éptica. Esta
velocidad es baja, ya que en condiciones éptimas de crecimiento L. plantarum
puede alcanzar valores de 0.5 h™ (Agudelo, Ortega, & Hoyos, 2010). Se puede
decir de las mismas figuras que el mayor crecimiento de L. plantarum se obtuvo en
el jarabe con FOS con una umax de 0.06 h™ y un valor final de 0.8 unidades de
densidad Optica, y que existen diferencias significativas entre umax del jarabe de
mora con FOS obtenidos por via fermentativa y el jarabe de mora proveniente de
la deshidratacion osmotica, lo que puede indicar que los FOS provenientes de la
fermentacién del jarabe de mora con A. oryzae, estimulan el crecimiento de la BAL
en estudio. Sin embargo, debe notarse que la densidad éptica alcanzada final por
el jarabe con FOS es 1.6 veces mas baja respecto al caldo MRS, lo que sugiere
que se puede mejorar el medio de cultivo para tener mayor crecimiento de L.

plantarum.
En las figuras 10, 11 y 12, se presentan los valores de la fase lag, umax ¥ cantidad

final obtenida de microorganismos para los jarabes de tomate de arbol por el

mismo modelo utilizado para los jarabes de mora.
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Figura 10. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de
DO de tomate de arbol sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.
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Figura 11. Maxima velocidad especifica de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de tomate de arbol sin y con FOS obtenidos por via
fermentativa.
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Figura 12. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de tomate de &rbol sin y con FOS obtenidos por via fermentativa.

Se puede observar de la figura 11, que los mayores valores, al igual que en los
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla se tienen para el crecimiento en
caldo MRS. De las graficas se puede concluir que el mayor crecimiento de la L.
plantarum se obtuvo en el jarabe sin FOS con zmax 0.045 h™', y se puede apreciar
que aunque la diferencia entre umax y la cantidad final de microorganismos para
este caso también es significativa, es pequefna. Esto sugeriria que para el caso de
los jarabes de tomate de arbol, la presencia de FOS obtenidos por via

fermentativa no estimul6 el crecimiento de L. plantarum.

En conclusién, los FOS provenientes de la fermentacién con el hongo A. oryzae
pueden estimular el crecimiento de la BAL en estudio, sin embargo, era de
esperarse que los FOS comerciales también lo hicieran, este punto se abordara en

el siguiente numeral.
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7.2.1.2 Efecto de la adicion de FOS comerciales sobre el crecimiento de

L. plantarum

El perfil de los FOS comerciales se obtuvo por HPLC bajo la misma metodologia
del numeral 6.2.1.3 el cual arroj6 concentraciones de 33% kestosa, 50% nistosa,
13% fructofuranosil nistosa (FFN), los cuales son distintos a las concentraciones
de los FOS obtenidos por via fermentativa (26 y 20% de kestosa, 9.8 y 9.5% de
nistosa y 0.98 y 2% de FFN respectivamente para jarabe de mora de Castilla y
tomate de arbol). Las diferentes concentraciones de FOS utilizadas para
enriquecer los medios de crecimiento de diferentes bacterias acido lacticas en
presencia de prebidticos, han sido encontradas como una posible causa de
fomento o inhibicién del crecimiento de los microorganismos (Mufioz et al., 2012),
sin embargo, dado que la adiciébn de FOS comerciales se realizé en la misma
concentracion que tenia el jarabe con los FOS obtenidos por via fermentativa no
deberia ser una causa que explicara la diferencia en el crecimiento de la L.
plantarum en los dos tipos de jarabe. Teniendo en cuenta lo anterior, se podria
sugerir que las diferentes sustancias que contienen los jarabes provenientes de
DO ayudan al crecimiento de L. plantarum en presencia de FOS obtenidos por via

fermentativa.

Con el fin de verificar si la concentracién de los FOS comerciales tienen algun
efecto sobre el crecimiento de L. plantarum en caldo MRS, se realizaron ensayos
como se describid en el numeral 6.2.5. La figura 13 y 14 muestra los resultados de

estos ensayos.
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Figura 13. Efecto de la adicion de altas concentraciones de FOS comerciales en caldo
MRS sobre el crecimiento de L. plantarum.
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Figura 14. Efecto de la adicion de bajas concentraciones de FOS comerciales en
caldo MRS sobre el crecimiento de L. plantarum

En la tabla 8 se resumen los datos obtenidos en las figuras 13 y 14.
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Tabla 8. Densidades épticas obtenidas en el crecimiento de L. plantarum en caldo MRS
enriquecido con diferentes concentraciones de FOS comerciales adicionadas a caldo
MRS.

Concentraciones de
Densidad
FOS comerciales oo
o Optica
adicionadas a caldo
final
MRS (g/L)
MRS sin FOS
comercial 1.61+0.11
0.05 1.65+0.01
0.2 1.62+0.01
1.65+0.07
1.66+0.02
20 1.68+0.01
58 1.5+0.02
82 1.48+0.07

De la figura 13 y 14 puede verse que la concentracion de FOS comerciales tiene
efecto sobre el crecimiento de L. plantarum, observandose que a altas
concentraciones se inhibe el crecimiento. Sin embargo, para concentraciones en el
intervalo entre 0.2 g/L y 20 g/L a medida que aumenta la concentracion de FOS
aumenta el crecimiento de L. plantarum. Un comportamiento similar fue el
reportado por Mufioz et al. (2012). De estos resultados podria determinarse que
menores concentraciones iniciales del jarabe pueden mejorar el crecimiento de L.

plantarum en los jarabes con FOS.
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7.2.2 Efecto del nitrégeno

7.2.2.1  Nitrégeno organico

Para evaluar el efecto de la adiciéon de nitrdgeno organico, se utilizé extracto de
levadura, como se describié en el numeral 6.2.2 (ver tabla 4). Posteriormente se
realiz6 el mismo procedimiento utilizado para determinar el efecto de los FOS
(numeral 7.2.1), mediante inoculaciones con L. plantarum en los jarabes vy

posterior experimentacion en Bioscreen (numeral 6.2.3).

Las figuras 15 y 16 muestran las curvas de crecimiento de L. plantarum en los
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla y tomate de arbol con y sin FOS
obtenidos por via fermentativa, adicionados con nitrégeno organico, y el control
positivo generado en caldo MRS. Estas curvas, al igual que las curvas de los
jarabes sin adicion de nitrégeno, tuvieron 53 h de crecimiento y presentan las tres
fases caracteristicas; primero la fase lag que aproximadamente para todos los
jarabes es de 10 h, al igual que sucedia en los jarabes sin adicién de nitrégeno.
Posteriormente se observa la fase exponencial que oscila entre 10 y 25 h y
finalmente la fase estacionaria, la cual es alcanzada en promedio a la hora 28.
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Figura 15. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de DO
de mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico
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Figura 16. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de DO de

tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico.

De las figuras 15y 16, se puede observar que el crecimiento en caldo MRS sigue
siendo mayor respecto a todos los jarabes en 1.1 veces, sin embargo se nota un
crecimiento mayor respecto a los jarabes que no tenian adicién de nitrogeno
organico (Ver figuras 5 y 6). En los jarabes provenientes de DO de mora de
Castilla se observa que es mayor el crecimiento de L. plantarum en el jarabe que
tiene FOS adicionado con nitrdgeno organico con densidad 6ptica final de 1.1,
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respecto al jarabe sin FOS y con adicion de nitrégeno organico con densidad
Optica final de 0.9. Por el contrario en los jarabes provenientes de DO de tomate
de arbol el crecimiento no presenta diferencias apreciables entre los jarabes con y
sin FOS con adicién de nitrégeno organico con densidad éptica final de 1.06 y 1.02

respectivamente.

Con el fin de verificar las unidades de densidad 6ptica alcanzadas con respecto a
los Log(UFC/mL), la tabla 9 muestra los resultados para cada uno de los jarabes
(ver anexo 2) y el porcentaje de crecimiento de cada uno de ellos con respecto al
MRS.

Tabla 9. Log(UFC/mL) correspondientes a la densidad éptica alcanzada a las 53 horas y
porcentaje de crecimiento respecto a control positivo (MRS) para los jarabes provenientes
de OD de mora de Castilla y tomate de arbol adicionados con nitrégeno organico.

Porcentaje de
Densidad L.
L crecimiento
Optica a las 53
respecto a
horas
Jarabe . Log(UFC/ml) MRS (%) a
(Unidades de .
. partir de
densidad .
L. densidad
Optica) L.
optica
Jarabe de Mora sin FOS adicionado con
nitrégeno organico 0.940.10 7.86 74.50
Jarabe de Mora con FOS adicionado con
nitrégeno organico 1.13+0.031 8.07 89.80
Caldo MRS 1.26+0.09 8.21 -
Jarabe de Tomate sin FOS adicionado
con nitrégeno organico 1.03£0.02 7.96 81.67
Jarabe de Tomate con FOS adicionado
con nitrégeno organico 1.06£0.01 8.00 84.62
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De la tabla 9 se puede observar que el mayor valor fue 8.21 Log(UFC/mL)
obtenido para caldo MRS, seguido del jarabe de mora con FOS adicionado con
nitrégeno organico con valor de 8.07 Log(UFC/mL) y 8 para jarabe de tomate con
FOS adicionado con nitrégeno organico, comprobando asi el analisis realizado en
las graficas 15y 16.

7.2.2.2 Modelado matematico de las curvas de crecimiento de L.
plantarum en jarabes provenientes de la DO con y sin FOS
adicionados con nitrégeno organico

Al igual que en el numeral 7.2.1., para comparar entre tratamientos se realiz6 un
ajuste del modelo de Baranyi & Roberts, (1994) a los datos experimentales,
utilizando la aplicacion DMFit como se describié en el numeral 6.4.1. Los ajustes
fueron satisfactorios obteniendo valores de R? entre 0.98 y 0.99 tanto para los
jarabes provenientes de mora de Castilla como para los de tomate de arbol. Los
resultados para la fase lag, velocidad especifica y punto final de crecimiento se
muestran en las figuras 17, 18 y 19 para los jarabes provenientes de DO de mora.
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Figura 17. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla adicionados con nitrégeno organico.
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Figura 18. Maxima velocidad especifica de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla adicionados con nitrégeno organico.

81



1,4000

® 1,2000 —

L

g

,’i’ 1,0000 m Jarabe sin FOS

S adicionado con Nitrogeno
@ 0,8000 - —— organico

[

2 0,6000 - AR m Jarabe con FOS

© adicionado con Nitrégeno
£ 0,4000 - I organico

% Caldo MRS

>

0,2000 -

0,0000 -

Jarabes

Figura 19. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla adicionados con nitrégeno organico.

De la figura 17 puede observarse que la fase lag no tiene diferencias significativas
entre los jarabes con y sin FOS obtenidos por via fermentativa adicionados con
nitrégeno organico, sin embargo puede notarse que es mas baja que la fase lag en
caldo MRS.

De las figuras 18 y 19, se observa que los mayores valores de maxima velocidad
especifica de crecimiento (umax) y densidad éptica final se obtienen en caldo MRS,
0.13 h™' y 1.26 unidades de densidad dptica respectivamente. Se puede decir de
las figuras, que el mayor crecimiento de L. plantarum, después del caldo MRS, se
obtuvo en el jarabe con FOS, obtenidos por via fermentativa, adicionado con
nitrégeno organico con una imax 0.09 h™ y un valor final de 1.08 unidades de
densidad oéptica, lo que es significativamente mayor en unax de 1.5 veces, con
respecto a los ensayos en los que no se adiciond nitrégeno organico. Puede
concluirse entonces que, para el caso de los jarabes de mora, la adicién de fuente
de nitrégeno organico tiene un impacto positivo en el crecimiento de la BAL. Sin
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embargo, debe resaltarse que aun el crecimiento respecto al caldo MRS sigue
quedando 1.2 veces por debajo.

En las figuras 20, 21 y 22 se presentan los resultados de duracion de la fase lag,
velocidad especifica y densidad éptica final para los jarabes de tomate de arbol.

16
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—_
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!

—_
o
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m Jarabe sin FOS adicionado
con Nitr6geno organico

— mJarabe con FOS adicionado
con Nitrégeno organico

— Caldo MRS

Fase lag (h)
0]

Jarabes

Figura 20. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de OD de tomate de arbol adicionados con nitrégeno organico.
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Figura 21. Maxima velocidad especifica de crecimiento de L. plantarum en jarabes

provenientes de DO de tomate de arbol adicionados con nitrdgeno organico.
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Figura 22. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes
provenientes de DO de tomate de arbol adicionados con nitrégeno organico.
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De la figura 20, puede observarse, que al igual que sucedi6é con los jarabes de
mora de Castilla, la fase lag tiene una duracién promedio de 12 h, no habiendo
diferencias significativas entre jarabes de tomate de arbol, y teniendo una mayor

duracion en el caldo MRS.

De las figuras 21 y 22 se observa que los mayores valores de velocidad especifica
de crecimiento y valor final de densidad 6ptica, al igual que en los jarabes de mora
de Castilla, se tienen para el crecimiento en caldo MRS, con sma de 0.13 h'ly

1.26 de valor final.

De la figura 21 puede verse que no hay diferencia significativa entre la maxima
velocidad especifica de crecimiento (umax) de los dos jarabes estudiados;
adicionalmente puede notarse que el valor de umax respecto a los jarabes que no
fueron adicionados con nitrégeno organico (ver numeral 7.2.1.1) es 1.6 veces

mayor.

En lo relacionado con el valor de la densidad 6ptica final, puede verse de la figura
22, que existen diferencias entre los jarabes sin FOS y los jarabes con FOS
adicionados con nitrégeno organico, presentando mayor crecimiento de la L.
plantarum en el jarabe con FOS (1.15 veces con respecto a los que no tienen
FOS). Este comportamiento es diferente al presentado por los jarabes de tomate
sin adicion de nitrégeno organico, donde el crecimiento de L. plantarum era igual
en los jarabes con y sin FOS, lo que indica que la presencia de nitrégeno es
importante en la potencializacion del crecimiento de L. plantarum en presencia de
FOS.

En conclusién, la adicién de nitrogeno organico mejora de manera importante el

crecimiento de L. plantarum tanto en los jarabes de mora de Castilla como de
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tomate de arbol, tanto en el caso de los jarabes que no tienen FOS obtenidos por
via fermentativa, como en el caso de aquellos que si los tienen. (1.5 veces
respecto a los jarabes sin adiciéon de nitrdgeno organico) esto era de esperarse,
debido a que es una fuente esencial en el desarrollo de los microorganismos
(Salmien, Wright, & Ouwehand, 2004).

7.2.2.3 Nitrégeno inorganico

Para evaluar el efecto de la adicion de nitrdgeno de una fuente inorganica, se
utilizé cloruro de amonio, como se describidé en el numeral 6.2.2, posteriormente
se realizé el mismo procedimiento que para los jarabes adicionados con nitrégeno

organico (numeral 7.2.2.1).

Las figuras 23 y 24 muestran las curvas de crecimiento de L. plantarum en los
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla y tomate de arbol con y sin FOS
adicionados con nitrégeno inorganico. Al igual que los anteriores jarabes estas
curvas tuvieron 53 h de crecimiento presentando las tres fases: la fase lag que
tiene una duracion aproximadamente de 10 h, la fase exponencial que oscila entre

10y 25 h y la fase estacionaria, la cual es alcanzada en promedio a la hora 28.
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Figura 23. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de DO de mora

de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno inorgénico.
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Figura 24. Curvas de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de DO de
tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno inorgénico.

De las figuras 23 y 24, se puede observar que el crecimiento de L. plantarum en
caldo MRS sigue siendo mayor respecto a los jarabes estudiados. Al igual que se
obtuvo con la adicion de nitrégeno organico, hay un incremento en el crecimiento
de L. plantarum (1.02 veces respecto a los jarabes con FOS obtenidos por via
fermentativa sin adicion de nitrégeno. Ver figuras 5 y 6) Adicionalmente, se
evidencia para el caso de los jarabes de tomate de arbol con FOS, un aumento del
crecimiento de la BAL con la adicién de nitrégeno inorganico respecto a los
jarabes que no tienen FOS, lo que confirmaria que el nitrégeno puede tener un
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efecto, en el caso de este jarabe, en el consumo de FOS por parte de L.
plantarum. Se observa también que tanto para el caso de los jarabes de mora de
Castilla, como los jarabes de tomate de arbol, hubo un aumento en el crecimiento
de L. plantarum con una disminucion de la concentracion de la fuente de nitrégeno

inorganico siendo este efecto mas notorio en los jarabes sin FOS.

Con el fin de verificar las unidades de densidad 6ptica alcanzadas con respecto a
los Log(UFC/mL), la tabla 10 muestra los resultados para cada uno de los jarabes
(ver anexo 2) y el porcentaje de crecimiento de cada uno de ellos con respecto al
MRS.

Tabla 10. Log(UFC/mL) correspondientes a la densidad 6ptica alcanzada a las 53 h y
porcentaje de crecimiento respecto a control positivo (MRS) para los jarabes provenientes
de OD de mora de Castilla y tomate de arbol adicionados con nitrégeno inorgénico.

Porcentaje
de
Concentracion | Densidad optica a crecimiento
nitrégeno las 53 horas respecto a
Jarabe . . . Log(UFC/mL)
inorganico (Unidades de MRS (%) a
(g/L) densidad optica) partir de
densidad
Optica
1 0.73+0.04 7.63 57.93
Mora de Castilla sin FOS
4 0.70+0.06 7.60 55.86
1 0.84+0.07 7.76 67.25
Mora de Castilla con FOS
4 0.75+0.02 7.65 59.44
1 0.71+0.04 7.61 56.73
Tomate de arbol sin FOS
4 0.59+0.10 7.47 46.85
1 0.79+0.02 7.69 62.55
Tomate de arbol con FOS
4 0.73+0.01 7.63 58.09
Caldo MRS 1.26+0.09 8.21 -
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De la tabla 10 se puede observar que el mayor valor sigue siendo 8.21
Log(UFC/mL) obtenido para caldo MRS, seguido del jarabe de mora con FOS
adicionado con nitrégeno inorganico 1g/L con valor de 7.76 Log(UFC/mL) y 7.69
Log(UFC/mL) para jarabe de tomate con FOS adicionado con nitrégeno inorganico
1g/L, notando que los Log(UFC/mL) no cambian entre las dos concentraciones,
como se observo en las figuras 23 y 24.

Por otro lado, comparando los resultados de crecimiento de L. plantarum respecto
a la adicién de nitrégeno organico e inorganico, se puede observar que la adicién
de nitrégeno organico favorecidé en mayor grado el crecimiento de L. plantarum,
obteniendo valores de densidad 6ptica entre 0.9 y 1.1 y porcentajes de crecimiento
entre 74 y 89% con respecto al caldo MRS, a diferencia de la adicién de nitrégeno
inorganico tanto para 1g/L como para 4g/L, en cual se obtuvieron valores de
densidad éptica entre 0.59 y 0.75 y porcentajes de crecimiento entre 46 y 67% con
respecto al caldo MRS (ver tablas 9 y 10). Por lo tanto se puede decir que la
bacteria acido lactica en estudio presenta un mejor crecimiento con la adicién de
nitrdgeno organico en el medio de cultivo; esto se puede ver en algunos estudios
realizados para la produccién de &cido lactico en donde han utilizado como medios
de cultivo residuos de cosechas, almidén, jugo de cana de azlcar, entre otros,
donde se muestra que han sido enriquecidos con extracto de levadura, obteniendo
muy buenos resultados a nivel de crecimiento de las BAL (Altaf, Naveena, &
Reddy, 2007; Nancib et al., 2001; Serna & Rodriguez, 2007).
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7.2.24 Modelado matematico de las curvas de crecimiento de L.
plantarum en jarabes provenientes de la DO con y sin FOS

adicionados con nitrégeno inorganico

Para comparar entre tratamientos se realiz6 un ajuste con la aplicacion DMFit
como se describio en el numeral 6.4.1. Los ajustes del modelo de Baranyi &
Roberts, 1994 fueron satisfactorios obteniendo valores de R? entre 0.98 y 0.99
tanto para los jarabes provenientes de mora de castilla como para los de tomate
de arbol. Los resultados para la fase lag, velocidad especifica y punto final de
crecimiento se muestran en las figuras 25, 26 y 27 para los jarabes provenientes
de DO de mora y las figuras 28, 29 y 30 para los jarabes provenientes de DO de
tomate.

m Jarabe sin FOS adicionado con
S nitrégeno inorganico 1%

— m Jarabe sin FOS adicionado con
nitrégeno inorganico 4%

Fase lag (h)
(o]

m Jarabe con FOS adicionado con
— nitrégeno inorganico 1%

m Jarabe con FOS adicionado con
nitrégeno inorganico 4%

Caldo MRS

Jarabes

Figura 25. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de
DO de mora de Castilla adicionados con nitrégeno inorganico.
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Figura 26. Maxima velocidad especifica de la curva de crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de tomate de arbol adicionados con nitrégeno inorgénico.
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Figura 27. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de OD de mora de Castilla adicionados con nitrégeno inorganico.
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De la figura 25 se puede observar que la fase lag tiene una duraciéon promedio
12.6 h, excepto la fase lag del jarabe adicionado con nitrégeno inorganico 1% que

presentd 11 h, la mayor duracién se sigue teniendo en caldo MRS.

De la figura 26 y 27, se puede observar que los mayores valores se tienen para el
crecimiento en caldo MRS, teniendo una velocidad especifica de crecimiento de
0.13 h™' y un valor final de 1.26 unidades de densidad 6ptica. La imax NO presentd
diferencias significativas entre los jarabes adicionados con fuente de nitrégeno
inorganico, teniendo un valor aproximado de 0.04h™ para los jarabes sin FOS y
0.05 h™' para los jarabes con FOS, sin embargo en la figura de valor final se
obtuvo que el mas alto fue en el jarabe con FOS adicionado con nitrégeno
inorganico al 4% con 0.73 unidades de densidad éptica. Aunque la diferencia no
es significativa, esto pudo deberse a una falta de alimento en el jarabe con
nitrégeno inorganico al 1%. Dados estos valores se obtiene que estan por debajo

del crecimiento en medio MRS 2.5 veces.
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Figura 28. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de

DO de tomate de arbol a adicionados con nitrégeno inorgénico.
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Figura 29. Maxima velocidad especifica de la curva de crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de tomate de arbol adicionados con nitrégeno inorgénico.
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Figura 30. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de tomate de arbol adicionados con nitrégeno inorgénico.



De la figura 28 se puede observar que la fase lag no tiene diferencias significativas
entre los jarabes presentando una duracién promedio 12.4 h, la mayor duracién se

sigue teniendo en caldo MRS.

De la figura 29, se puede observar que al igual que en los jarabes de mora, la
adicion de nitrégeno inorganico en diferente concentracion no genera cambios
significativos en umax. Estos valores son similares a la maxima velocidad
especifica de los jarabes que no tenian adicidon de nitrégeno inorganico, lo que
indica que este compuesto no tiene un efecto apreciable en el crecimiento de L.

plantarum.

Como conclusién de esta fase del estudio se obtuvo que la adicién de nitrégeno
inorganico (Cloruro de amonio), no aumenta el crecimiento de L. plantarum en la
misma magnitud que lo hace la adicion de nitrégeno organico en las mismas
concentraciones. También pudo verse que la maxima velocidad especifica de
crecimiento no se ve afectada significativamente con el aumento de las
concentraciones estudiadas, pero se ve un descenso en la cantidad de poblacién
final lograda, encontrando un efecto inverso con la concentracién, es decir, a

mayores concentraciones se disminuye la poblacion final.

Dado que los mejores resultados a microescala se obtuvieron con los jarabes con
adicion de nitrogeno organico (extracto de levadura), se decidi6 realizar
experimientacion a mayor tamano para la determinacién de curva de crecimiento
de L. plantarum en jarabes provenientes de DO de mora de castilla y tomate de
arbol sin y con FOS y adicionados con nitrégeno organico a nivel de obtencion de

biomasa.
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7.3 ENSAYOS PARA DETERMINACION DE CURVA DE CRECIMIENTO POR
PESO SECO DE L. plantarum EN JARABES CON FOS Y SIN FOS
ADICIONADO CON NITROGENO ORGANICO

Para determinar la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de mora de Castilla y tomate de arbol sin y con FOS adicionado con

nitrégeno orgénico se hizo la experimentacién como se describe en el numeral 6.3

Las figuras 31 y 32 muestran los resultados obtenidos para los jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla y tomate de arbol sin FOS y con FOS
obtenidos por via fermentativa adicionados con nitrégeno organico (extracto de
levadura) y las curvas se muestran respecto al control positivo, caldo MRS. De las
figuras se observa la fase lag que tiene una duracién aproximadamente de 12 h, la
fase exponencial que oscila entre 12 y 24 h. Estos valores se aproximan a los
obtenidos para las mismas condiciones en los ensayos hechos a nivel micro. Se
pueden apreciar cantidades de biomasa alcanzadas para el caldo MRS alrededor
de 5.2 g/L; para los jarabes de mora de castilla se alcanzaron valores de 3.1y 3.7
g/L para los jarabes sin y con FOS obtenidos por via fermentativa,
respectivamente. Para el caso de los jarabes de tomate de arbol se tienen valores
de 2.7 y 2.8 g/L para los jarabes sin y con FOS obtenidos por via fermentativa,

respectivamente.

97



6,00

#Jarabe sin FOS
adicionado con
; nitrégeno organico

5,00

|__>_|

m Control negativo
Jarabe sin FOS
adicionado con
nitrégeno organico

ACaldo MRS

M

o

=)
L

X Control negativo
Caldo MRS

Concentracion (g/L)
a
o
- H<H—p—
F—H—<——
|_‘_|_><_
H—O— —>—

n
o
S

X Jarabe con FOS
adicionado con

1,00 3 nitrégeno organico
K i H % A @ Control negativo
0,00 i ! | [ Jarabe con FOS
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 adicionado con

nitrégeno organico

Tiempo (h)

Figura 31. Curva de crecimiento de BAL L. plantarum en jarabes provenientes de DO de
Mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico con respecto al caldo
MRS, segun peso seco.
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Figura 32. Curva de crecimiento de BAL L. plantarum en jarabes provenientes de DO de
tomate de arbol sin y con FOS adicionado con nitrégeno organico con respecto al caldo
MRS, segun peso seco.

De las figuras 31 y 32 se puede observar, al igual que los ensayos en bioscreen, la
mayor obtencién de biomasa (g/L) de L. plantarum fue en caldo MRS. Se observa,
que para los jarabes de mora de Castilla el mayor crecimiento sigue siendo en
jarabes con FOS obtenidos por via fermentativa. En el caso de los jarabes de
tomate de arbol no se observan diferencias significativas entre el crecimiento de
L. plantarum en los jarabes con FOS y sin FOS, al igual que lo evidenciado en los

ensayos a nivel micro, quedando asi, 1.6 y 1.8 veces respectivamente para los
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jarabes de mora y tomate de arbol, por debajo del crecimiento en caldo MRS. Lo
que indica como se menciond en los ensayos en bioscreen que los FOS vy la

adicién de nitrégeno si estimulan el crecimiento de L. plantarum.

Las graficas 33 y 34 muestran las UFC/ml, correspondientes para las curvas de
crecimiento de L. plantarum por biomasa en los jarabes de mora y tomate

respectivamente, calculadas a partir de la curva de calibracion descrita en el

anexo 3.
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Figura 33. UFC/mL de L. plantarum correspondientes a la biomasa obtenida en los
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno
organico a nivel de peso seco.
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Figura 34. UFC/mL de L. plantarum correspondientes a la biomasa obtenida en los

jarabes provenientes de DO de tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno

organico a nivel de peso seco.

De la figura 33 y 34 se puede observar que los UFC/mL mas altos se encuentran

en los jarabes de mora con FOS adicionados con nitrégeno organico, mostrando

que el crecimiento de L. plantarum sigue siendo mejor en este jarabe.
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7.3.1 Modelado matematico de las curvas de crecimiento por peso seco de
L. plantarum en jarabes provenientes de la DO con FOS y sin FOS
adicionados con nitrégeno organico

Para comparar entre tratamientos se realiz6 un ajuste con la aplicacion DMFit
como se describié en el numeral 6.4.1. Se obtuvieron ajustes del modelo de
Baranyi & Roberts, (1994) satisfactorios obteniendo R? de 0.98, 0.97 y 0.97, para
jarabes de mora de Castilla, tomate de arbol y caldo MRS, respectivamente. La
fase lag, velocidad especifica y punto final de crecimiento se muestra en las
figuras 35, 36 y 37 para los jarabes provenientes de DO de mora sin FOS y con
FOS adicionados con nitrégeno orgéanico, y las figuras 38, 39 y 40 para los jarabes
de tomate de arbol.
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Figura 35. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de
DO de mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico con respecto al
caldo MRS, segun peso seco.
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Figura 36. Maxima velocidad especifica de la curva de crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrégeno
organico con respecto al caldo MRS, segun peso seco.
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Figura 37. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de mora de Castilla sin y con FOS adicionados con nitrdgeno organico con
respecto al caldo MRS, segun peso seco.
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La figura 35 muestra que no hay diferencias significativas en la duracién de la fase

lag para los tres medios estudiados.

De la figura 36, se observa que no hay diferencias significativas entre los valores
de la maxima velocidad especifica de crecimiento (umax) de los jarabes estudiados
y el caldo MRS, y se obtienen valores de 0.23 h™' y 0.22 h™", para el jarabe con
FOS obtenidos por via fermentativa y MRS respectivamente .

Por otro lado, en la figura 37 se evidencia que la concentracién final de L.
plantarum si presenta diferencias significativas entre los jarabes con FOS y los
jarabes sin FOS, de igual forma estos dos jarabes presentan diferencias
significativas con el caldo MRS. Para el caso de la concentracion final de L.
plantarum predicha por el modelo de Baranyi y Roberts (1994) en el jarabe con
FOS fue 3.59 g/L, mientras en el jarabe sin FOS la concentracién final de L.
plantarum fue 3.00 g/L. Por lo que puede concluirse que, para el caso de los
jarabes de mora, la presencia de FOS obtenidos por via fermentativa y la adicién
de fuente de nitrégeno organico tienen un impacto positivo en el crecimiento de L.

plantarum, lo que reafirma el resultado obtenido en el trabajo a microescala.

Las figuras 38, 39 y 40 muestran los resultados obtenidos para los jarabes de

tomate de arbol.
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Figura 38. Fase lag de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes de
DO de tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico con respecto al
caldo MRS, segun peso seco.
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Figura 39. Maxima velocidad especifica de la curva de crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno
organico con respecto al caldo MRS, segun peso seco
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Figura 40. Valor final de la curva de crecimiento de L. plantarum en jarabes provenientes
de DO de tomate de arbol sin y con FOS adicionados con nitrdgeno organico con respecto
al caldo MRS, segun peso seco.

Se puede observar en la figura 38 que el valor de la fase lag es mayor en los
jarabes con FOS que sin FOS. Este comportamiento también se observé en los
jarabes de mora de Castilla.

De la figura 39 y 40, se observa que los mayores valores de velocidad especifica y
densidad éptica se obtienen en caldo MRS, con valores de 0.22 h' y 5.18 g/L
respectivamente. La maxima velocidad especifica en los jarabes con FOS es muy
similar que la obtenida para el caldo MRS, sin embargo en el punto final se
obtiene un valor de 2.82 g/L, 1.8 veces por debajo del crecimiento de L. plantarum
en caldo MRS.

Este comportamiento es muy similar al obtenido en microescala, confirmando que

los jarabes con FOS obtenidos con el hongo Aspergillus oryzae y adicionados con
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nitrégeno organico si favorecen el crecimiento, pero deben mejorarse para lograr

uno similar al obtenido en caldo MRS.

7.3.2 Resultados de consumo de nitrégeno

Se determind el consumo de nitrdgeno como se describié en el numeral 6.3.2.
Para ninguno de los jarabes se presentaron diferencias significativas (p>0.05)
entre el inicio y el final del crecimiento de la L. plantarum, lo que indicaria que las
cantidades de nitrogeno utilizadas fueron adecuadas, ya que no se presentd
agotamiento de ellas.

En las figuras 41 y 42 se presentan los resultados para los jarabes provenientes
de DO de mora de Castilla y tomate de arbol respectivamente. En las figuras se
observa que se presenta una disminucién en la concentracion de nitrégeno entre
la hora 0 y la hora 44, como era de esperarse, pero también se evidencia que la
diferencia no es significativa, mostrando que no se agota el reactivo durante el
crecimiento de la BAL. Debe destacarse que en el caso de los controles negativos
la cantidad de nitrdgeno permanece igual al inicio y al final, lo que sugiere que no

habia presencia importante de otros microorganismos en los jarabes.
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Figura 41. Consumo de nitrégeno punto inicial y final del crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de mora de Castilla a nivel de peso seco. JM: Jarabe sin
FOS; FM: Jarabes con FOS; JMC: Control negativo jarabe sin FOS; FMC: Control

negativo jarabe con FOS.
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Figura 42. Consumo de nitrégeno punto inicial y final del crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de DO de tomate de &rbol a nivel de peso seco. JT: Jarabe sin FOS;
FT: Jarabe con FOS; JTC: Control negativo jarabe sin FOS; FTC: Control negativo jarabe

con FOS.
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Debe resaltarse de las figuras anteriores que para los jarabes, tanto de mora de
Castilla, como de tomate de arbol, la disminucién en la cantidad de nitrégeno es
mas elevada en los jarabes que tienen FOS obtenidos por via fermentativa,
respecto a los jarabes que no los contienen, siendo este efecto mayor para el caso
de los jarabes de mora de Castilla, lo que coincide con lo observado en lo ensayos
a nivel micro, lo que lleva a concluir que la adicion de nitrégeno organico tiene un
efecto “sinérgico” para ayudar al crecimiento de la L. plantarum en presencia de

FOS obtenidos por via fermentativa.

7.3.3 Resultados de consumo de FOS

Para determinar el consumo de FOS se realiz6 HPLC como se describié en el
numeral 6.3.3, obteniéndose los resultados para el punto inicial (hora 0) y punto
final (hora 44) de la fermentacion, mostrados en las figuras 43, 44 y 45 y 46 para
jarabes de mora y tomate de arbol respectivamente.
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Figura 43. Concentracion inical y final de sacarosa, glucosa y fructosa para jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla, durante el crecimiento de L. plantarum
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Figura 44. Concentracion inicial y final de sacarosa, glucosa y fructosa para
jarabes provenientes de DO de tomate de arbol durante el crecimiento de L.

Plantarum

De la figura 43, puede observarse que hubo un consumo de los tres carbohidratos
caracterizados, como era de esperarse, sin embargo, solamente la sacarosa y la
fructosa presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre el inicio y el final del
crecimiento de L. plantarum. En el caso de la disminucion de sacarosa, puede
deberse a una hidrdlisis enzimatica por el metabolismo de L. plantarum,
produciendo glucosa y fructosa; por otro lado como se indica en la literatura
(Saulnier, Molenaar, De Vos, Gibson, & Kolida, 2007), para bacterias L. plantarum
es mas conveniente el consumo de fructosa que el de la glucosa para realizar la
glicolisis, lo que podria explicar mayor concentracion de glucosa en los jarabes de
estudio.

En el caso de los jarabes provenientes de la DO de tomate de arbol aunque se ve
una disminucion en los tres azUcares, no hay diferencia significativa en la
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concentracion de los mismos entre los puntos iniciales y finales (p<0.05), este
resultado estaria acorde con el menor crecimiento de L. plantarum obtenido en
este jarabe respecto al crecimiento obtenido en los jarabes provenientes de la DO
de mora de Castilla.
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Figura 45. Concentracion inicial y final de kestosa, nistosa y FFN en jarabes
provenientes de DO de mora de Castilla.
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Figura 46. Concentracidén inicial y final de kestosa, nistosa, FFN, sacarosa,
glucosa y fructosa en jarabes provenientes de DO de tomate de arbol.

De las figuras 45 y 46 se puede observar que para los jarabes de mora de Castilla,
la nistosa present6 diferencias significativas entre el inicio y el final del crecimiento
de L. plantarum (p<0.05), lo que hace pensar que es la ingesta de éste el que

genera el efecto de mayor crecimiento que presenta L. plantarum.

Por otro lado, en el caso de los jarabes de tomate de arbol con FOS obtenidos por
via fermentativa, no se observan cambios significativos en las concentraciones.

Si esta combinacién de L. plantarum y azucares con efecto prebidtico fuera a ser
utilizada como base para alimentos simbiéticos, podria decirse que es efectiva
para los dos jarabes, pero principalmente para los jarabes de mora de Castilla, ya
qgue se alcanzan crecimientos importantes de la bacteria sin cambiar de manera
importante el perfil de prebiodticos que contiene el jarabe. También se debe tener
en cuenta que para este caso el uso de los FOS obtenidos por via fermentativa
son los que estimulan el crecimiento de la L. plantarum con respecto al uso de los
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FOS comerciales que no mostraron buenos resultados, pero esto, como se

menciond anteriormente se afecta con la concentracion.

7.4 RESUMEN DEL MODELADO MATEMATICO
Para determinar los parametros de crecimiento, fase lag, velocidad méaxima

especifica de crecimiento y valor final, los datos se ajustaron en la aplicacién
DMFit, que utiliza el modelo de Baranyi & Roberts, 1994 (ecuacion 8).

In(e™ "t + e o — g7 v*t-ho

}’(t) =JYo + uméxt+

max

1 — - —vxt—
Mgy +——In(e Ve M0 —e~V*t~ho)
Hmaz —

1

1
——In|1+
m em(J’ma'x_yo)

Ecuacién 8. Modelo de Baranyi & Roberts (1994).

Donde y(t) es la concentracién celular o el diametro de las colonias, yo es la
concentracién o diamitro inicial, pmax velocidad especifica de crecimiento h', m es
un parametro de curvatura para caracterizar la transicion de la fase exponecial, v
es un parametro de curvatura para caracterizar la transicién de la fase exponencial
y ho es un parametro adimensional que cuantifica el estado fisioldgico inicial de las

celulas. De donde el tiempo de latencia h es calculado como ho/pmax-
El ajuste del modelo a los datos, se realizé tanto para los jarabes evaluados a

microescala como para los que se realizaron en tubos falcon a nivel de peso seco
y se obtuvieron buenos ajustes con R? entre 0.97 y 0.99.
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Tabla 11. Parametros cinéticos obtenidos para el crecimiento de L. plantarum en jarabes

provenientes de DO de mora de Castilla y tomate de arbol a nivel microescala.

JARABE DE MORA

JARABE DE TOMATE

inorganico 4g/L

Fase lag (h) | umax(h™) | Valor final | Fase lag (h) | umax(h™) | Valor final
MRS 14.41+£0.13 | 0.13+0.00 | 1.27+0.00 | 14.41+£0.13 | 0.13+0.00 | 1.27+0.00
sin FOS 12.5740.34 |0.04+0.00 | 0.64+0.00 | 12.84+0.40 |0.04+0.00| 0.70+0.00
con FOS 11.65£0.49 |0.06+0.00 | 0.80+0.00 | 12.41+£0.59 |0.04+0.00 | 0.68+0.00
sin FOS adicionado
con nitrégeno 12.56+0.30 |0.07+0.00| 0.97+0.00 | 12.17£0.38 |0.07£0.00 | 0.99+0.01
organico
con FOS adicionado
con nitrégeno 12.86+0.36 |0.09+0.00| 1.08+0.01 | 12.34+0.37 |0.0740.00 | 1.03+0.01
organico
sin FOS adicionado
con nitrégeno 12.96+0.42 | 0.04+0.00 | 0.70+0.00 | 12.43+0.37 |0.04+0.00 | 0.70+0.00
inorganico 1g/L
con FOS adicionado
con nitrégeno 11.02+£0.87 |0.05+0.00 | 0.83+0.01 | 12.43+0.40 |0.04+0.00 | 0.76+0.00
inorganico 1g/L
sin FOS adicionado
con nitrégeno 12.76+0.39 |0.05+0.00 | 0.70+0.00 | 12.22+0.63 | 0.0410.00 | 0.59+0.00
inorganico 4g/L
con FOS adicionado
con nitrégeno 12.46+0.31 |0.05+0.00 | 0.73+0.00 | 12.83+0.32 |0.0440.00 | 0.71+0.00

De la tabla 11 se puede observar que la fase lag es muy similar para todos los

jarabes y las mayores Lmsx S€ obtuvieron en jarabes con FOS adicionados con

nitrégeno organico al igual que valores finales de densidad Optica. Sin embargo los

valores mas altos se obtuvieron en caldo MRS.
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Asi mismo se obtuvieron los parametros para el crecimiento de L. plantarum en los
jarabes provenientes de DO de mora y tomate sin y con FOS adicionados con

nitrégeno orgéanico a nivel de biomasa.

Tabla 12. Parametros cinéticos obtenidos para el crecimiento de L. plantarum en
jarabes provenientes de OD de mora de Castilla y tomate de arbol a nivel

biomasa.

JARABE DE MORA JARABE DE TOMATE
Fase lag 4 . 4 .
h) Mmax(h) | Valor final | Fase lag (h) | Umax(h™) | Valor final
MRS 11.854£2.60 | 0.22+0.04 | 5.19+0.30 | 11.85+2.60 | 0.22+0.04 | 5.19%0.30
sin FOS
adicionado
con 12.40+1.49 | 0.18+0.03 | 2.99+0.09 | 10.11+2.60 | 0.15+0.03 | 2.66+0.10
nitrégeno
organico
con FOS
adicionado
con 13.244£1.28 | 0.24+0.03 | 3.59+0.09 | 12.60+1.48 | 0.21+0.04 | 2.82+0.09
nitrogeno
organico

De la tabla 12 se puede observar que la fase lag varia entre un jarabe y otro,
notdndose que para jarabes con FOS adicionados con nitrégeno organico se
presentd el mayor tiempo de adaptacién, al igual que los valores de Lmsx Y valor
final después de los valores para caldo MRS. El comportamiento fue similar con
respecto a los ensayos realizados a microescala.

En el estudio de Vargas et al. (2004), utilizaron como medio de cultivo para

Lactobacillus, melaza de cafna adicionado con sales y extracto de levadura y
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obtuvieron como valores maximos 5.5 g/L para el crecimiento celular y 0.1 h™ de
Uma, Y como valores minimos 3.5 g/L y umax 0.06 h™', datos similares a los
obtenidos en este trabajo. En el estudio de Agudelo et al. (2010) utilizaron un
medio liquido para su posible aplicacién en la fermentacion de residuos pesqueros
y obtuvieron resultados de 7.22 g/L y pma 0.58 h™' para BAL de yogurt. En cuanto
a estudios de fuentes de carbono Diaz Vela, Mayorga Reyes, Totosaus S, & Pérez
Chabela (2012) evaluaron albedo de naranja, inulina de agave e inulina de
achicoria para determinar parametros cinéticos y el perfil de acidos grasos de
cadena corta de dos bacterias acido lacticas: P. pentosaceous y A. viridans,
mostrando que el mejor medio de crecimiento de las mismas fue en albedo de
naranja con 1.46h™ y 1.44h™ respectivamente. Bustamante C. et al. (2006)
determinaron el crecimiento y la tasa especifica de crecimiento para varias cepas
de bifidobacterias y de bacterias acido lacticas cultivadas en glucosa, rafinosa e
inulina, determinando que para BAL el crecimiento fue similar en inulina y rafinosa
pero menor en glucosa y para las bifidobacterias fue mejor en rafinosa, con
aproximadamente 3g/L para ambas especies, por lo que concluyeron que este
prebidtico es mejor que la inulina para las distintas especies de bifidobacterias
consideradas probidticas. Para evaluar el consumo de FOS de cepas de
Lactobacillus y Bifidobacterium Kaplan & Hutkins (2000) las evaluaron en medio
MRS adicionado con FOS y concluyeron que 12 de las 16 cepas que utilizaron los
FOS como fuente de carbono al igual que 8 de las 7 cepas que utilizaron de
Bifidobacterium, pero ninguna cepa consumidé GF4 (FFN).

Se puede observar que los parametros cinéticos varian dependiendo la BAL, las
condiciones de inoculacion y el medio que se utilice.
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8. CONCLUSIONES

De los jarabes estudiados como medio de crecimiento para L. plantarum, la
presencia de FOS obtenidos por via fermentativa estimula el crecimiento de la
bacteria solamente en los jarabes provenientes de la DO de mora de Castilla. En
el caso de los jarabes provenientes de DO de tomate de arbol y con FOS

obtenidos por via fermentativa no se estimula el crecimiento de L. plantarum.

La fuente de nitrégeno organico estudiada resulta ser de importancia para
aumentar el crecimiento de L. plantarum en los jarabes estudiados, ya que su
presencia eleva 1.5 veces el crecimiento de la bacteria.

Se pudo observar que la adicion de nitrégeno organico (extracto de levadura)
estimulé el crecimiento en L. plantarum mostrando mejores resultados con

respecto a la adicion de nitrégeno inorganico (Cloruro de amonio).

L. plantarum mostré6 un leve crecimiento en presencia de fuente de nitrégeno

inorganico, sin embargo no fue significativo entre las concentraciones utilizadas.

La presencia de fuente de nitrogeno y de FOS obtenidos por via fermentativa
estimula de manera positiva el crecimiento de L. plantarum, este efecto “sinérgico”

es en especial notorio en los jarabes de mora de Castilla.

El tipo de fruta que se osmodeshidrata en el jarabe tiene influencia en el

crecimiento posterior de L. plantarum.

Las curvas de crecimiento de L. plantarum fueron modeladas adecuadamente con
el modelo de Baranyi y Roberts, obteniendo para todos los casos valores de R?de
0.97 y 0.98.
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Los ensayos a nivel micro y los realizados para la determinacién de la curva de
crecimiento en peso de biomasa ¢/L, arrojaron resultados similares en lo
relacionado con duracién de la fase lag que fue aproximadamente 12 h , duracién
de la fase exponencial que oscil6 entre 12 y 24 h, y en general para comparar
entre los diferentes jarabes evaluados.

Es posible la utilizacién de los jarabes estudiados para la produccién de L.
plantarum, sin embargo es necesario enriqguecer mas el medio para lograr el

crecimiento que se obtiene en el medio MRS.

La mezcla obtenida de L. plantarum y jarabe con fructoologosacaridos podria ser
utilizada como base para formulacion de alimentos simbidticos, ya que propicia el
crecimiento de la bacteria a niveles elevados de biomasa, sin alterar de manera

apreciable el perfil de FOS estudiados.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar el crecimiento de L. plantarum variando grados Brix y concentracién de
FOS, ya que los resultados sugieren que el crecimiento se afecta con estas

concentraciones.

El estudio de la concentracion de nitrégeno inorganico no obtuvo buenos
resultados, sin embargo se podria evaluar en mas detalle para desarrollar base
de alimento para animales, con el fin de buscar muchas mas aplicaciones para los

probidticos.

Ya que la adicién de nitrdgeno organico favorece el crecimiento de L. plantarum,
se podrian evaluar otras fuentes, como el extracto de carne y la peptona, para

observar si se afecta el crecimiento con este cambio.

Dadas las diferencias de crecimiento de L. plantarum presentadas en los jarabes,
se recomienda hacer pruebas para las frutas tales como contenido de nitrdgeno,
cantidad de minerales, vitaminas y carbohidratos y asi deteminar si las

caracteristicas de cada una de ellas afecta este crecimiento.

Realizar otros estudios, como la determinacién y cuantificacién de acido lactico ya

que éstos influyen en el crecimiento de la BAL.
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11.ANEXOS

Anexo 1. Identificacion molecular de L. plantarum

TGGAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGA
AAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGAT
GGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTA
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA
GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGA

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

vanglact = ———————- GCACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT 52
genoma GGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCT 60
plantarum = —-—-————————- TGG——————————— AACAGATGCT 13
* Kk ok Kk ok ok ok ok ok ok ok kk
vanglact AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCAC 112
genoma AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCAC 120
plantarum AATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCAC 73
R R e R I I R R I I R I S R R I R S R I R I S R I S S S e
vanglact TTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATG 172
genoma TTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATG 180
plantarum TTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATG 133
Fhkkkkkrhkdhhkrhddhhdrhhbhhbrhdrhhdrx Fxhkhkhrhdrhhbrhbxhkdrkhdx
vanglact ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCARAACTC 232
genoma ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC 240
plantarum ATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC 193
dhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhkhhhhrhhrrhhrhhhrrrrrrkrrkrkrkrkhkrhrrxx
vanglact CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCC 292
genoma CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCC 300
plantarum CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCC 253
R R e R I I R R I R I S R R R S R I R SR I S S S R I
vanglact GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA 352
genoma GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA 360
plantarum GCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA 313
dhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhrhrrrkrkrkrkrkrkhrhxrxx
vanglact GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGC—————————————~— 398
genoma GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 420
plantarum GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 373

khkhkkrkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkkhkhxkhkxkhkkxk*k
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vanglact =
genoma -
plantarum A 374

Sequence type explicitly set to Protein

Sequence format is Pearson
Sequence 1: vanglact 398 aa
Sequence 2: plantarum 374 aa
Sequence 3: genoma 420 aa
Start of Pairwise alignments
Aligning...

Sequences (1:2) Aligned. Score: 95
Sequences (1:3) Aligned. Score: 99
Sequences (2:3) Aligned. Score: 98
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Anexo 2. Curva de calibracion para determinacion de Log(UFC/ml) en los

jarabes provenientes de DO

12
y =1,1027x + 6,8262
10 R2=0,9256 _*
*
= 8 *
£ @
S~
L 6
2 ¢ promedio
)
| —— Lineal (promedio)
2
0
0 1 2 3 4
Densidad optica (540nm)
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Anexo 3. Recuento en placa para tiempos de control

Se realizaron conteos en caja para los tiempos de control establecidos a la hora 0,
14 y 44 tanto para jarabes provenientes de OD de mora de castilla y tomate de
arbol sin y con FOS adicionados con nitrégeno organico, los cuales se graficaron
vs. la biomasa g/L, para la determinacion de UFC/mL para cada punto de la curva

de crecimiento de L. plantarum.

120000000
100000000 =
R2 = 0,9943 /
80000000
E
S 60000000
=1 y = 3E+07x - 2E+06
40000000 R2=0,9878
20000000
0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Biomasa g/L

==¢==Jarabe sin FOS
adicionado con
nitrégeno organico

== Jarabe con FOS
adicionado con
nitrégeno organico

Lineal (Jarabe sin FOS
adicionado con
nitrégeno organico)

——Lineal (Jarabe con FOS
adicionado con
nitrégeno organico)

Figura 47. UFC/mL vs biomasa g/L obtenidos para el crecimiento de L. plantarum en los
puntos de control de jarabes provenientes de OD de mora de Castilla sin y con FOS

adicionado con nitrégeno organico.
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Figura 48. UFC/ml vs biomasa g/L obtenidos para el crecimiento de L. plantarum
en los puntos de control de jarabes provenientes de OD de tomate de arbol sin y
con FOS adicionado con nitrégeno organico.
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