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RESUMEN

Obijetivo: Determinar el efecto del extracto del fruto del algarrobo (Prosopis pallida
(Willd) Kunth) sobre el crecimiento de Lactobacillus plantarum. Metodologia: Se
realiz6 una investigacion de tipo controlada, comparativa de disefio experimental y
transversal. Para ello, las vainas de algarrobo se recolectaron del distrito de
Tambogrande, Piura - Peru; de las cuales se elabor6 un extracto acuoso. Después,
se determinaron las condiciones de crecimiento de L. plantarum ATCC 14917 en
caldo De Man Rogosa Sharp (MRS) utilizando diferentes fuentes de carbono al 2%
como glucosa, sacarosa, fructosa, inulina, maltosa y extracto acuoso de algarrobo
e incub6 a 37 °C por 24 h en aerobiosis; el crecimiento se evalué por
espectrofotometria a 600 nm cada hora. Resultados: L. plantarum ATCC 14917
mostrd velocidades de crecimiento de 0,191;0,162; 0,140 y 0,155 h'' con maltosa,
glucosa, sacarosa y extracto de algarrobo respectivamente. Ademas, se determiné
1,9 x 10%y 1,7 x 10° unidades formadoras de colonia de L. plantarum en los agares
MRS suplementados con extracto de algarrobo y glucosa a 30 °C y 20 h.

Conclusiones: L. plantarum ATCC 14917 presenta crecimiento similar en los
medios suplementados con extracto de algarrobo y sacarosa. Ademas, esta

bacteria muestra un mayor recuento celular viable con el extracto que con glucosa.

Palabras clave: Prosopis pallida, algarrobo, prebiético, Lactobacillus plantarum.



ABSTRACT

Objective: To determine the effect of carob fruit extract (Prosopis pallida (Willd)
Kunth) on the growth of Lactobacillus plantarum. Methodology: A controlled,
comparative experimental and cross-sectional design investigation was carried out.
Carob pods were collected from the district of Tambogrande, Piura - Peru; from
which an aqueous extract was prepared. Then, the growth conditions of L.
plantarum ATCC 14917 in De Man Rogosa Sharp (MRS) broth were determined
using different carbon sources at 2% such as glucose, sucrose, fructose, inulin,
maltose and aqueous extract of carob tree, incubated at 37 °C for 24 h in aerobiosis;
growth was evaluated by spectrophotometry at 600 nm every hour. Results: L.
plantarum ATCC 14917 showed growth rates of 0,191; 0,162; 0,140 and 0,155 h'*
with maltose, glucose, sucrose and carob extract respectively. In addition, 1,9 x 10°
and 1,7 x 10° colony-forming units of L. plantarum were determined in MRS agars
supplemented with carob extract and glucose at 30 °C and 20 h.

Conclusions: L. plantarum ATCC 14917 shows similar growth in media
supplemented with carob extract and sucrose. Furthermore, this bacterium shows a
higher viable cell count with the extract than glucose.

Keywords: Prosopis pallida, carob tree, prebiotic, Lactobacillus plantarum.



INTRODUCCION

En los dltimos afnos, el potencial de los polimeros de fructosa en la
nutricion ha tenido especial atencidén; ya que, se ha demostrado su
funcion como fibra soluble y prebibtica teniendo asi un beneficio

importante en la modificacion de la microbiota intestinal’.

El tracto gastrointestinal de los humanos esté colonizado por méas de 400
especies bacterianas, en mayor poblacién encontramos las anaerobias
estrictas y facultativas. Esta comunidad requiere una compleja
organizacion con presencia de bacterias autdctonas, que se encuentran
en todas las etapas de vida del individuo, y aldctonas, cuya presencia
depende de ciertas condiciones y bajo otras se vuelven patégenas?.
Entre las funciones principales de la microbiota destacan la fermentacion
de los alimentos no digeridos; produccion de acidos grasos de cadena
corta; sintesis de vitaminas del complejo B y vitamina K que, a su vez
intervienen en los procesos de absorcién de iones como el calcio,
magnesio y hierro; proteccibn como barrera ante la invasion de

microorganismos patdgenos; y la modulacién del sistema inmune3.

Por otro lado, las semillas de algarrobo contienen una importante
cantidad de galactomananos de alta pureza. Asimismo, se ha descrito
que los frutos, son fuente importante de fibra dietética insoluble
altamente relacionada con la prevencion de enfermedades
gastrointestinales*®. Los principales beneficios atribuidos al consumo de
los oligosacaridos estan el aumento de la movilidad intestinal y excrecion
fecal, asi como de la masa microbiana y la produccion de gases, que
mejoran el transito y dan consistencia al bolo fecal®”.

La fermentacion de los oligosacéaridos, por parte de bifidobacterias,
lactobacilos, entre otros mejoran la produccion de &cidos grasos de
cadena corta como &cidos butirico, acético y propidnico, los cuales son
rapidamente absorbidos por el intestino. El butirato es la mayor fuente
de energia para los colonocitos, el propionato es principalmente
metabolizado por el higado, y el acetato por los tejidos periféricos. Los



acidos grasos de cadena corta pueden prevenir o reducir los desordenes

gastrointestinales, el cancer y las enfermedades cardiovasculares®?®.

La estructura y el potencial funcional de la microbiota dependen de los
factores como genética, edad, peso, origen étnico, nivel de actividad
fisica 0 mental, estrés, entre otros, que pueden ser definidos por el
huésped o el ambiente (como dieta, infecciones) o lesiones externas,
medicamentos, condiciones socioeconémicas, entre otros. Es asi, que
existen estudios que promueven el entendimiento entre la dieta, la
composicién o el potencial metabdlico del microbioma intestinal y la

salud humana'®.

Se ha demostrado que los oligosacaridos aumentan la poblacién de
lactobacilos y bifidobacterias, pero poseen diferentes caracteristicas de
fermentacion dependiendo del tipo'.

Los prebidticos existen en la naturaleza en cantidades insuficientes para
satisfacer las demandas de los consumidores y del mercado por lo que
se producen por via enzimatica a partir de otras sustancias'?. Asi, los
oligosacaridos son considerados ingredientes no digeribles,
fermentables por las bacterias intestinales, que promueven el
crecimiento selectivo o la actividad de un nimero limitado de bacterias's.
Por ello, se espera que el extracto de algarrobo (Prosopis pallida (Willd)
Kunth) estimule el crecimiento de Lactobacillus plantarum, debido a su

alto contenido de oligosacéridos.
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Il. HIPOTESIS
Los oligosacaridos del extracto de algarrobo (Prosopis pallida (Willd.) Kunth)

estimulan el crecimiento de Lactobacillus plantarum.

lll. OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo general
Determinar el efecto del extracto del fruto del algarrobo (Prosopis pallida

(Willd) Kunth) sobre el crecimiento de Lactobacillus plantarum.

Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones de crecimiento de Lactobacillus
plantarum (tiempo de duplicacién y velocidad de crecimiento).

2. Evaluar el crecimiento de Lactobacillus plantarum en diferentes
fuentes de carbono.

3. Evaluar el crecimiento de Lactobacillus plantarum en un medio

suplementado con extracto de algarrobo.

IV. MARCO TEORICO

4.1

Prosopis pallida (Willd) Kunth
Prosopis pallida (Willd) Kunth es una leguminosa arbérea que crece en
los desiertos del Perd. El algarrobo presenta mejores propiedades

nutricionales que otras leguminosas cultivadas en el Mediterraneo.

El género Prosopis spp. esta largamente diseminado en las regiones
aridas y semiaridas de Ameérica, Africa y Asia, de las cuales se han
descrito 44 especies'™. En el género P. pallida junto a P. juliflora,
Ceratonia siliqua'y Cyamospsis tetragonolobus los galactomananos se
encuentran principalmente en el endospermo de la semilla, siendo este
aparentemente superior a los comerciales, lo que lo hace un compuesto
de interés para las industrias textil, farmacéutica y alimentaria, se
destaca principalmente el alto valor nutricional, debido a la cantidad de

metabolitos primarios y secundarios.®-'8,
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4.2

El uso principal de la madera es como combustible, mientras que las
semillas constituyen una buena fuente de carbohidratos, sumado al
contenido de aminoacidos, fibra permiten suplementar la dieta humana

y también del ganado animal’®.

Los taninos, fenoles, flavonoides, alcaloides, terpenos y esteroides
presentes en las hojas de las diferentes especies de Prosopis son
compuestos que le brindan actividad antibacteriana, los tres primeros
presentes en abundancia en Prosopis pallida le atribuyen su efecto
contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Candida albicans o Coliformes 20-25. Estos mismos compuestos
presentes también en la vaina y las semillas le confieren actividad
antioxidante?!, con un mayor poder atribuido a las flavonas?®, la actividad
variaria dependiendo de la totalidad de compuestos fendlicos por
region®. La actividad quelante de estos compuestos, sumado a su
capacidad para inhibir las lipasas y captura de radicales libres, les brinda

este efecto inhibidor de la oxidacion?”.

La vaina es el fruto de Prosopis pallida, posee un alto porcentaje de
proteinas, carbohidratos y bajo de lipidos lo que le confiere alto valor

nutricional?®.

Con el paso de los anos la especie se ve amenazada por el creciente
uso de su corteza como lefa, por lo que se plantean nuevas alternativas
in vitro para propiciar su propagacion??; asi como, la participacion de la

comunidad®°,

La microbiota intestinal

La microbiota intestinal hace referencia al conjunto de microorganismos
vivos que habitan el tubo digestivo. Esta comunidad de microrganismos
compuesta entre virus y bacterias es indispensable para el correcto
funcionamiento del organismo®'. Formado por tres dominios: bacterias,
arqueas y eukarya®2. La microbiota es considerada un érgano metabélico
con influencia sobre la adquisicidon de nutrientes, homeostasis de la

energia y el control del peso®.
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El desarrollo de la diversidad microbiolégica en el tubo digestivo de los
humanos comienza en el nacimiento, en la etapa fetal este es estéril,
durante el alumbramiento en el paso por la vagina materna, inicia con
rapidez la colonizacién del tracto del infante3334 y depende de multiples
factores internos como el agotamiento de oxigeno y externos como la
edad gestacional. el tipo de parto, la alimentacion del lactante, la
hospitalizacion, el medio ambiente y el uso de antibi6ticos y la

higiene31-3536,

Cuando hay una alteracién de los microorganismos del tubo digestivo y
este cambio produce una respuesta desfavorable al organismo, se le
denomina disbiosis®*, cuya alteracioén predispone a enfermedades de
tipo inflamatorio, autoinmune y metabdlico como la enfermedad
inflamatoria intestinal, el sindrome de colon irritable y el cancer géastrico
y colorrectal®”38, Se ha demostrado que la microbiota regula obesidad
mediante el aumento de la captura de energia de la dieta ingerida y el
metabolismo periférico, lo que mantiene un estado de inflamacion de
bajo grado, que se le ha atribuido a un aumento riesgo cardiovascular y
resistencia a la insulina, entre otras enfermedades metabdlicas
cronicas®’-333436 Esto se debe al estado de endotoxemia metabdlica
producto de la liberacion de Lipolisacaridos (LPS) por la muerte de
bacterias Gram negativas y se ve aumentado cuando es acompanado
de una dieta alta en grasas, y se cree que hay una relacion entre las
personas con predisposicion a la obesidad y las comunidades
microbianas que promueven una extraccion y almacenamiento mas
eficiente de energia®23%41. Una dieta prolongada alta en grasas tiene
efectos sobre la permeabilidad intestinal, inflamacién y el desarrollo de
la obesidad misma por complicaciones metabdlicas®:.

El microbioma hace referencia a la microbiota y a sus genomas
colectivos, que nos proveen atributos genéticos y metabdlicos que no
poseemos como la recoleccidbn de nutrientes que por si solos no

podriamos metabolizar342,
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4.3

Proyecto del Microbioma Humano ha analizado un extenso catalogo de
microorganismos intestinales y sus genes en individuos sanos
encontrando entre un 81-99% de los géneros, familia de enzimas y
comunidades de microorganismos ocupadas por el microbioma de la
poblacion occidental sana, trabajos previos han incluido catalogos de 3.3
millones de genes de la microbiota humana y secuenciacién del ARN
Ribosomal 16S que han aportado un panorama general de los
microrganismos comensales y su funcionalidad*?43. Un estudio de
asociacion de todo el metagenoma de la microbiota en pacientes con
diabetes tipo 2 reveld que estos se caracterizan por tener un grado
moderado de disbiosis microbiana intestinal, disminucién de algunas
poblaciones de bacterias productoras de butirato, aumento de patégenos
oportunistas y alteraciones de otras funciones microbianas como la
reduccion del sulfato y la resistencia al estrés oxidativo*4. De manera que
encontramos una diferencia entre la cantidad de genes microbianos

intestinales entre individuos obsesos y no obesos3*45.

Cada persona posee una unica variedad de la microbiota, que puede
depender del habitad y la edad®646. Y de manera que un ambiente
intestinal sano esta regulado por un delicado equilibrio de la microbiota
intestinal, los metabolitos y el sistema inmunitario del huésped?3'.3847,
También existe evidencia creciente que relaciona la alteracion de la

microbiota intestinal y enfermedades neuroldgicas®'.

Absorcion de los hidratos de carbono

La digestion de los carbohidratos comienza desde la ingestion debido a
la accion de la amilasa salival y sigue en el intestino delgado con la
accién de la amilasa pancreatica. Es esta amilasa, que se produce en el
pancreas, quien rompe los enlaces a 1,4 que unen las cadenas de
glucosa en el almidén y se obtienen como productos glucosa, maltosa,
maltotriosa y dextrina limite. Los enterocitos del intestino solo pueden
absorber monémeros de glucosa, galactosa y fructosa; por lo que se
necesitan de otras enzimas para continuar la digestibn de los

carbohidratos. El intestino delgado no es el Unico lugar de absorcion de

14



los carbohidratos, los monosacaridos y disacaridos son absorbidos antes
de llegar al intestino grueso; y los hidratos de carbono de alto peso si
pueden llegar al colon para ser digerido por las bacterias, produciendo
acidos grasos de cadena corta, Dioxido de carbono, hidrogeno y

metano*84°,

Los enlaces B (2-1) de muchos azucares complejos, como los
oligosacaridos, no permiten la digestién en el tracto gastrointestinal
humano. Sin embargo, estos prebidticos pueden ser hidrolizados por
bacterias productoras de 3-fructosidasa que residen en el colon, como el

Lactobacillus plantarum®°.

La homeostasis del microbioma intestinal puede alterar la correcta
absorcion de los hidratos de carbono, asi como de otros nutrientes58.
Los hidratos de carbono no digeridos en el colon, como los
fructooligosacaridos, son fermentados a acidos grasos de cadena corta
(AGCQC), principalmente acetato, propionato, butirato; y otros metabolitos
y gases. Los AGCC detienen el crecimiento de ciertos microorganismos
patdgenos debido a que acidifican el pH y, también, influencian en la
motilidad intestinal, y son absorbidos por la mucosa del colon®2.

Considerando que la digestion de todos los alimentos precursores de la
glucosa comienza en la boca por la accion de la alfa-amilasa salival, de
accion limitada, y gran parte llega al duodeno donde es hidrolizada casi
por completo por la alfa-amilasa pancreética; sumado a ello, su
metabolismo, la cantidad de carbohidratos residuales que llegan al
duodeno, parte podra ser metabolizada por los microorganismos que
conforman la microbiota. Los carbohidratos que son absorbidos vy
metabolizados por el Sistema digestivo y las enzimas presentes no dan
origen a acidos grasos de cadena corta 0 metabolitos; ya que el principal
fin principal es servir de fuente de energia inmediata para el organismo®3.
La glucosa es absorbida por los transportadores Sodium-Glucose
Transporter — 1 (SGLT-1), el principal transportador de monosacaridos
(glucosa, galactosa y manosa) en el intestino delgado, en donde se

expresa principalmente a nivel del ileon®*. Podemos considerar que el
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4.4

ileon es el lugar fundamental de absorcidon de monosacaridos como la
glucosa, galactosa, manosa y fructosa®®. En el caso de la maltosa, este
carbohidrato estda compuesto de cadenas de glucosa con enlace
glucosidico alfa 1,4; que es hidrolizada por la sacarasa-isomaltasa en el
intestino delgado de manera que, su disponibilidad para llegar al colon
se encuentra limitada*®4%, En el caso de los oligosacaridos del extracto
crudo, evaluado, estos no se metabolizan debido a los enlaces beta que
conforman su estructura, por lo que pasan directamente al intestino
grueso; ya que no pueden ser metabolizados en su totalidad por los
sistemas de digestion humanos; ademas, la fermentacién por parte de
los Lactobacilos es lenta, debido al gran peso de esta molécula; este es
el caso también de la inulina, pero a diferencia, solo sus monosacaridos
terminales de sufren hidrdlisis efectiva®t. En grandes porcentajes, se
estima que solo entre un 2 y 20% de los carbohidratos llegan al colon sin
digerir; gran parte de ellos, son los que tienen accion prebiotica®3%.

Lactobacillus plantarum

Se estima que la cantidad de microorganismos en el intestino grueso es
de 10'2-10', un nimero que supera la cantidad de células humanas3.
En su mayoria, bacterias anaerdbicas®®. La temperatura éptima de
crecimiento de los lactobacilos esta entre 30 y los 40 °C5°.

Se ha encontrado que el L. plantarum mejora el perfil lipidico sérico
inducido por una dieta rica en grasas, en modelos en ratas, esto se
atribuye al metabolismo de los &cidos biliares y a la alteracion de la
microbiota  intestinal®®®'. Y  aumenta la  relacion  de
Firmicutes/Bacteroidetes que se ve alterada, en la microbiota intestinal,
en los organismos con consumo regular de dieta alta en grasas, por lo
que logra su efecto hipolipemiante, ademas de reducir el peso y mejorar
la tolerancia a la glucosa. Lactobacillus plantarum previene la obesidad

mediante la modulacién de la microbiota intestinal y metabolitos®?.
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4.5

L. plantarum es utilizado en la produccién de diversos alimentos de
origen fermentativo como cultivo iniciador, ya que aporta sabor, textura
y propiedades organolépticas a los productos. Es conocido la expresién
de sustancias bioactivas como exopolisacaridos, acido y-aminobutirico,
acido félico y riboflavina, que ofrecen propiedades funcionales que

fermenta®s.

La capacidad del L. plantarum, de metabolizar prebi6ticos ha sido
largamente documentada, y actualmente ha tomado mayor relevancia su

capacidad para metabolizar Fructooligosacaridos de largas cadenas®®.

Se abre el camino para su uso como paraprobiético, células microbianas
inactivadas o fracciones celulares que podrian conferir efectos
beneficiosos al huésped®.

Los oligosacaridos como prebidticos

Los prebioticos originan la estimulacién selectiva del crecimiento y
actividades de uno o mas géneros o especies microbianas que a su vez
conceden beneficios para la salud del huésped®®. Las investigaciones se
han centrado en el efecto sobre Bifidobacterias y Lactobacillos®. Es
importante mencionar que no todos los oligosacaridos son considerados
prebidticos, los prebidticos aplicados en la nutricion son inulina,
fructooligosacéridos y galactooligosacéaridos®’. Los fructooligosacéaridos
son B-D-fructanos no metabolizados por las enzimas del organismo; y
estos se componen de monémeros de D-fructosa unidos por enlaces 3

(2-1) con un mondmero inicial de glucosa'®.

Los Fructooligosacaridos son considerados prebibticos; ya que
promueven selectivamente el crecimiento de probiéticos como
Lactobacillus y Bifidobacterias®®. Los Fructooligosacéridos se distinguen
de los demas oligosacatidos, debido a que son oligbmeros que estan
compuestos de fructosa, en la que las unidades de fructosilo (F) estan
enlazadas en la posicion beta-2,1 de la sacarosa, como 1-kestosa (GFz2),
nistosa (GF3) y fructofuranosil nistosa (GF4)®°.
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4.6

Los acidos grasos de cadena corta

Los AGCC contribuyen al aporte de energia. El acetato es metabolizado
en el cerebro, corazén, musculos y rifiones; el propionato es un sustrato
neoglucogénico y se metaboliza en el higado, algunos estudios
determinan que podria inhibir la sintesis de colesterol y regularia la
lipogénesis en el tejido adiposo. El butirato actia como sustrato
preferencial en el epitelio del coldén para su metabolizacién, regula el
crecimiento y la diferenciacion celular por varios mecanismos; asimismo,
reduciria el cancer de colon al estimular la apoptosis y reduce la inflacién
nen la enfermedad inflamatoria intestinal®®. Ademas, los AGCC
producidos in situ en la microbiota intestinal protegen el moco coldnico,
regulan la homeostasis inmunoldgica intestinal, controlan el peso
corporal, reducen la inflamacion crénica y ayudan a sobrellevar la

diabetes mellitus 62.

Dependiendo del tipo de cepa y la fuente de carbono se pueden formar
diferentes tipos de acidos grasos de cadena corta’ . El uso de fuentes
de carbono alternas a la glucosa, produce un incremento en la

produccién de acido lactico, acético, propidnico y butirico”!.
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V. METODOLOGIA
5.1 Tipo y disefo de investigacion

Experimental

1. Es experimental y controlado, porque el investigador manipula el
factor de estudio y puede medir el impacto o las consecuencias
de haber aplicado la intervencion sobre las cepas bacterianas a
partir de las variables de resultado.

2. Es comparativo porque se comparoé el crecimiento con diferentes

fuentes de carbono.

52 Variables
» Variable independiente: Concentracién de carbohidratos.
= Variable dependiente: Crecimiento de Lactobacillus plantarum

5.3 Unidad de analisis
Unidades formadoras de colonias de Lactobacillus plantarum.

5.4 Poblacién de estudio
Lactobacillus plantarum ATCC 14917; inéculo de 7,14x107 UFC/mL

5.5 Métodos
5.5.1 Obtencién del extracto acuoso del fruto del algarrobo (Prosopis
pallida (Willd.) Kunth).
5.5.1.1 Recoleccion del algarrobo (Prosopis pallida (Willd.) Kunth)
El fruto de Prosopis pallida (Willd.) Kunth se llevé a cabo en
la provincia de Piura, distrito de Tambogrante, en el caserio

de Locuto a 28 metros de altitud.

5.5.1.2  Elaboracion de la harina de Prosopis pallida (Willd.) Kunth
Para la produccién de la harina tostada se utilizdé la
metodologia de Grados et al.5® adecuada a las condiciones de
nuestro laboratorio, que consistié en las siguientes etapas:
seleccion de vainas, almacenamiento de la algarroba, lavado,
secado, molienda y tamizado.
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55.1.3

Preparacion del extracto

Se mezclé la harina de Prosopis pallida (Willd.) Kunth con
agua estéril al 20% (peso/volumen) y a continuacion se llevé
a ebullicion por dos horas en recipientes de acero inoxidable
utilizando un equipo Hot Plate; posteriormente se centrifugo a
6000 rpm x 15 minutos para separar los sélidos finos del
sobrenadante resultando un extracto de algarrobo de 15 °Brix,
luego se concentr6 a 38 °Brix.

5.5.2 Condiciones de cultivo para estimular el crecimiento de

Lactobacillus plantarum

5.5.2.1

5.5.2.2

5.5.2.3

5.5.2.4

Microorganismo utilizado

Para el presente estudio se utilizé Lactobacillus plantarum
ATCC 14917.

Crioconservacion de la cepa
La cepa se conservé en glicerol a -20 °C.

Reactivacion de Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum se reactivd de acuerdo con la
metodologia adaptada de Jurado et al., 20156672 que consisti6
en cultivar en el caldo de cultivo De Mann, Rogosa y Sharpe
(MRS; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). La bacteria fue
preinoculada en tubos estériles que contienen MRS 2 mly se
incub6 a 37 °C por 12 h en condiciones de aerobiosis.

Cosecha de células

Luego de la reactivacion se realizé una dilucién, se trasvaso
el medio de la reactivacién a tubos estériles y se centrifugé a
8000 rpm por 5 min a 25 °C en la centrifuga 5810R
(EPPENDORF) y se midié la DO a 600nm, se realizaron
lavados con solucién salina. Se inicié con un inéculo de
7,14x107 UFC/mL, adaptando lo trabajado por Vegas et al.,
20147,
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5.56.3 Evaluacion de los factores de crecimiento de L. plantarum

5.5.3.1

5.5.3.2

5.5.3.3

Medio de cultivo

Se empled el medio de cultivo MRS por componentes, el cual
es apropiado para el enriquecimiento de lactobacilos, con el
objetivo de evaluar el crecimiento a través del tiempo y

fuentes de carbono al 2%.

Crecimiento de Lactobacillus plantarum en medio
suplementado con diferentes fuentes de carbono y extracto
de algarrobo.

Se realizd la curva de crecimiento segun la metodologia
adaptada de Vegas et al., 201473, Se cultivd a la cepa en
caldos MRS por componentes con diferentes fuentes de
carbono (glucosa, sacarosa, fructosa, inulina, maltosa) al 2%
y en caldo MRS suplementado con extracto de algarrobo al
2%, a pH 6,0 se incub6 a 37 °C por 24 h en aerobiosis, el
crecimiento se evalué por densidad éptica cada 4 h durante
24 h a una longitud de onda de 600 nm en el
espectrofotometro (Genesys 10 UV, THERMO).

Evaluacion del crecimiento microbiano

Se realiz6 el recuento en placa de los caldos MRS
suplementados con glucosa y extracto de algarrobo, alas 0 h,
4 h,12 hy 20 h. Se diluyeron las muestras y se sembraron en
agar MRS, segun la metodologia adaptada de Vegas et al.,
201473, Se incubaron los agares a 30 °C y se realiz6 el conteo

luego de 18 h.

5.5.4 Analisis fisicoquimico

Se realizaron andlisis fisicoquimicos utilizando la metodologia

adaptada de Ough et al., 198774 al inicio y final del periodo de

incubacion: acidez total titulable, pH usando el potenciémetro 213

(Hanna Instruments SL, Espafa) y sélidos solubles totales usando

el refractometro manual RHB-32 ATC (Lumen Optical Instrument
Co., Ltd., China).
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5.5.5 Cuantificacion de carbohidratos
Se determiné el contenido de carbohidratos en el extracto acuoso
de los frutos de algarrobo a 38 °Brix, para este andlisis se siguié la
metodologia adaptada de Laura et al.” Los valores se muestran en
porcentaje.
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VI. RESULTADOS

6.1 Condiciones de crecimiento de Lactobacillus plantarum
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Figura 1. Curva de crecimiento de Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en caldo
MRS

Lactobacillus plantarum ATCC 14917 presenté la maxima concentracidén
celular en caldo MRS a 37 °C con una absorbancia de 9,47 a las 16 h (Figura
1). Después, el crecimiento permanecié constante hasta las 24 h, cuando

inici6 la fase de descenso o muerte celular.
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Figura 2. Correlacion de las unidades formadoras de colonia por mililitro versus la
absorbancia de Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en caldo MRS

Por otro lado, se realizd una recta de calibracién que correlaciona las unidades
formadoras de colonia (UFC) por mililitro con la absorbancia a 600 nm, medida
hasta las 12 h de crecimiento en caldo MRS a 37 °C (Figura 2). El recuento
de las unidades formadoras de colonia se realizé en agar MRS a 30 °C, la
recta present6 un indice de correlacion (R2) de 0.979.

La ecuacion de la recta fue:
y = 152263137,112x + 33427688.682 con un R2 de 0,979

Usando la ecuacién de la recta, a las 16 horas se puede estimar 147,53 x107
UFC/mL
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6.2 Evaluacion del crecimiento de Lactobacillus plantarum frente a
diferentes fuentes de carbono y extracto de algarrobo
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Glucosa Fructosa Sacarosa Maltosa Inulina Extr. crudo
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600 nm
(o)}

Fuentes de carbono

Figura 3. Crecimiento de Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en diferentes fuentes
de carbono hasta las 12 h

Asimismo, el crecimiento de L. plantarum ATCC 14917 fue evaluado en medio
MRS por elaborado por componentes durante 12 h; la concentracidon de las
fuentes de carbono en cada medio fue del 2%. De esta forma, se observo
incremento de la absorbancia con maltosa, glucosa, extracto crudo del fruto
del algarrobo y sacarosa; ademas, se observé una tendencia creciente en las
cuatro fuentes de carbono. Sin embargo, con inulina el crecimiento fue bajo
(Figura 3).
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Figura 4. Cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en
diferentes fuentes de carbono

La cinética de crecimiento de L. plantarum ATCC 14917 en medio MRS
elaborado por componentes se realizé con la finalidad de comparar el efecto
de las fuentes de carbono en el crecimiento tales como: glucosa, fructosa,
sacarosa, extracto crudo del fruto del algarrobo (Prosopis pallida (Willd)
Kunth), inulina o la maltosa a una concentracion del 2% (Figura 4). Cabe
resaltar que, en la curva de calibracién se us6é caldo MRS comercial; sin
embargo, para la curva de crecimiento se preparé el medio por componentes.
Asi, se determin6 una tendencia de mayor crecimiento con maltosa, seguido
de glucosa y sacarosa, de forma similar se observo crecimiento con el extracto
del fruto de algarrobo. La fase de crecimiento exponencial en la mayoria de

los azucares se determin6 a las 8 h.
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Tabla 1. Tiempo de generacién y velocidad de maxima de crecimiento de
Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en diferentes fuentes de carbono

Fuente de carbono tg (h) Hmax (h™)
Glucosa 4,291 0,162
Fructosa 5,504 0,126
Sacarosa 4,957 0,140
Maltosa 3,632 0,191
Inulina 27,391 0,025
Extr. crudo 4,471 0,155

tg, tiempo de generacién; pmax, velocidad maxima de crecimiento

A partir de los datos de la Figura 4, se realizd el célculo del tiempo de
generacion (ig) y la velocidad de maxima de crecimiento (Umax). Se considerd
la fase de crecimiento exponencial, debido a que el incremento del nimero de
microorganismos es maximo (Tabla 1). El tiempo de generacién se calcul6
sobre la base de la pendiente de la recta de crecimiento logaritmica natural.
Los valores tg muestran las horas que tarda L. plantarum en duplicarse. Los
valores umax muestran la velocidad maxima de crecimiento para L. plantarum
en los medios presentados con la suplementacion de las diferentes fuentes

de carbono.
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Figura 5. Recuento en placa de Lactobacillus plantarum ATCC 14917 en agar MRS
enriquecidos con glucosa o extracto crudo de algarrobo

En la figura 5 se comparoé la cinética de crecimiento de L. plantarum ATCC
14917, en medio MRS por componentes con relacidn a las fuentes de glucosa
0 extracto del fruto del algarrobo (Prosopis pallida (Willd) Kunth) (extracto
crudo). El mayor recuento de poblacién viable se observé con el extracto de

algarrobo a las 12 y 20 h; los ensayos se realizaron por triplicado.

Anadlisis fisicoquimico del caldo cultivo de Lactobacillus plantarum
ATCC 14917

Antes de elaborar el medio de cultivo de L. plantarum, mediante HPLC se
determinaron las concentraciones de fructosa, glucosa, sacarosa y
oligosacaridos en el extracto acuoso del fruto del algarrobo a 38 °Brix; los
valores fueron 8,0; 7,4; 18,1 y 4,5 % respectivamente.
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Tabla 2. Analisis fisicoquimico del caldo cultivo de Lactobacillus plantarum ATCC
14917

. Glucosa Extracto de algarrobo
Analisis
I F I F
pH 6,58 3,62 6,26 3,69
°Brix 5,50 4,40 5,00 4,60
Acidez titulable (%) * 0,36 1,69 0,36 1,66

*equivalente a acido lactico (p/v); |, inicio 0 h; F, final 14 h.

En la Tabla 2, se presenta el analisis fisicoquimico del caldo de cultivo de L.
plantarum ATCC 14917, en medio MRS por componentes con las fuentes
glucosa y extracto del fruto del algarrobo (extracto crudo) al inicio (0 h) y a las
14 h (final) donde se observo la fase estacionaria. La acidez total en el caldo
con glucosa 2% fue de 0,36% (p/v) a 1,69% (p/v), mientras que el pH cambid
de 6,58 a 3,62. Ademas, la concentracion de sélidos solubles fue de 5,5 a 4,4
°Brix. Por otro lado, en el medio con extracto de algarrobo al 2%, la acidez
total se increment6 de 0,36% (p/v) a 1,66% (p/v), el pH disminuyd de 6,26 a
3,69 y la concentracién de solidos solubles de 5,5 a 4,6 °Brix. Para el calculo
del porcentaje de acidez titulable se considero el peso de la molécula de acido

lactico.
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Vil.

DISCUSION

En esta investigacion se evaluo el efecto del extracto de los frutos de algarrobo
(Prosopis pallida (Willd) Kunth) sobre el crecimiento de Lactobacillus
plantarum ATCC 14917. Los frutos utilizados en la elaboracién del extracto
acuoso fueron recolectados en la provincia de Tambogrande - Piura, con la
finalidad de valorizar este cultivo subutilizado.

Con respecto a las condiciones de crecimiento de L. plantarum ATCC 14917.
Plessas S. y Chen J., lo cultivaron en caldo MRS a pH 6,2 y 37 °C”"-75. Esta
bacteria alcanzé la fase estacionaria de crecimiento después de las 12 h, una
tendencia similar se encontré en esta investigacion (Figura 1). Asimismo,
Wang W. determiné que cambiando el pH de 6,0 a 8,5 se obtiene una mayor
cantidad de biomasa durante la fase estacionaria, pero luego se presenta un
declive’’. En la curva de crecimiento de L. plantarum se observa que el
crecimiento exponencial inicia a las 16 h, se correlaciona con lo descrito por
Vegas et al.; Diaz-Vela et al.; y Chen et al. 707173, Ademas, con referencia a
la curva de crecimiento de L. plantarum ATCC 14917 (Figura 2) se estableci6
que el medio MRS formulado por componentes es el mejor para afadir el

carbohidrato a evaluar segun el protocolo de Vegas et al.”®

Prokopiuk et al. describen que el algarrobo contine sacarosa, glucosa,
fructosa, maltosa, entre otros®®78, asi como fibras solubles, proteinas y
minerales*®. Sobre la base de las fuentes de carbono contenidas en el
extracto de algarrobo se evalué el crecimiento de L. plantarumy se comparé
con glucosa, maltosa, fructosa, sacarosa e inulina (Figura 3). En este
contexto, Cui et al. reportan que en el metabolismo de carbohidratos por L.
plantarum participan varios genes que expresan un sistema integral de
transportadores y enzimas para el metabolismo de azucares, lo cual le permite
aprovechar estas moléculas®®. De igual forma, los lactobacilos pueden
fermentar los prebidticos, como los oligosacéridos de cadena larga®°-63.79.80 y
los carbohidratos por regulacion de la expresion génica’-8'. Se puede tomar
como ejemplo a la fructosidasa intracelular que hidroliza sacarosa y también

fructanos de tipo inulina, e inulina®%63, También se ha demostrado que las
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fucosidasas de los Lactobacillus hidrolizan los compuestos fucosilados, de
igual forma gran eficiencia en la sintesis de fucosil-oligosacaridos®?; sumado
a ello, especies del género Lactobacillus expresan fructanasas del tipo
levansacarasas, las cuales permiten sintetizar ramificaciones de fructosa'8?
evidenciando el potencial prebidtico de los oligosacaridos”88485 asi como
los mecanismos de regulacién génica mediados por operones®?, por lo cual se
infiere que favorecen el crecimiento y la duplicacién de cepas de L. plantarum.

Butin et al., evaluaron los diferentes carbohidratos que L. plantarum
metaboliza como D-glucosa, D-galactosa, D-fructosa, D-lactosa, D-sacarosa,
D-maltosa, D-manosa, D-salicina, D-xilosa, D-ribosa, D-manitol y D-sorbitol;
asi como galactitol, L-fucosa, L-ramnosa y D-melibiosa, los cuales no pudieron
ser fermentados®. En este aspecto, en la Figura 4 se presenta el crecimiento
de L. plantarum en diferentes fuentes de carbono como glucosa, fructosa,
sacarosa, maltosa e inulina por ser una cadena altamente ramificada de
fructosa’®86, y el extracto de algarrobo, por su alto contenido de sacarosa y
oligosacéaridos*%8!. De igual forma, se describe que la adicién de
oligosacéaridos a los cultivos de Lactobacillus permite el crecimiento de

estos®354,

Es importante considerar el potencial prebiético de los frutos de algarrobo,
partiendo de su alto contenido en carbohidratos, segun analizamos por HPLC:
fructosa, glucosa, y en mayor porcentaje sacarosa; ademas de su contenido

de proteinas, minerales y antioxidantes?22425.78.87,

En la cinética de crecimiento de L. plantarum en las fuentes de carbono
durante las primeras ocho horas (Figura 3) se observa que la glucosa,
sacarosa, maltosa y extracto de algarrobo aumentan la concentracion celular
con relacién a la fructosa y la inulina. Este crecimiento se atribuye a la
presencia de un sistema de transporte y rutas metabdlicas eficientes de esta
bacteria. Con respecto a la fructosa se obtuvo la fase estacionaria a las ocho
horas, y luego el recuento celular se mantiene constante; en el caso de la
inulina, su alto peso molecular, ramificacion y enlaces 3 hacen que el
metabolismo por los lactobacilos sea lento’-28. Sin embargo, con el extracto

de algarrobo se alcanzé un nivel similar al de glucosa y sacarosa, debido a su
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contenido de proteinas, minerales, vitaminas e hidratos de carbono?#558 y
también a los antioxidantes, principalmente de origen polifendlico. Asi, Jurado-
Gamez et al., analizaron dos cepas de L. plantarum en medios con diferentes
caracteristicas y concluyeron que el metabolismo de carbohidratos es
diferente seglin cepa y medio de cultivo®672. Cabe resaltar que los lactobacilos
son exigentes en aminoacidos, péptidos, nucleotidos, vitaminas, minerales,
acidos grasos y carbohidratos®® moléculas que estan en el extracto de
algarrobo?6-28, Para los cultivos utilizando glucosa y maltosa, cuyos valores
sobrepasan la cinética encontrada con extracto de algarrobo, los patrones son

similares a estudios previos®0.79.81,

Los valores del tiempo de generacion y velocidad maxima de crecimiento
varian entre cepas, depende de las condiciones de crecimiento a las cuales
se expone el microorganismo®. En la Figura 4, se muestra una tendencia
positiva del crecimiento de L. plantarum utilizando maltosa, seguido de
glucosa, extracto de algarrobo y sacarosa; pero fue inferior con fructosa e
inulina. Los valores son similares a los obtenidos por Dante et al. con un
tiempo de generacion (tg) de 5,4 h para el crecimiento de L. plantarum en su
medio basal con MRS, y una velocidad especifica calculada en base al tg de
0,13%; estos resultados se correlacionan con estudios previos®6.7288 de
Rehaiem A et al. y Jurado et al. Cabe resaltar que L. plantarum ATCC 14917
alcanza la fase exponencial a las 8 h. Ademas, Jurado et al. encuentran que
la produccion de acido lactico es a 32 °C y 12 h, afirmando que el éptimo es
30 0066,72_

Vargas-Martinez et al. evaluaron el crecimiento de L. plantarum en extracto
acuoso de amaranto con diferentes tratamientos, si bien el extracto tenia
mayor cantidad de proteinas y carbohidratos totales, el lactobacilo mostré un
menor crecimiento, es posible que los otros componentes del extracto pueden
alterar la cinética de crecimiento de L. plantarum®, similar al extracto de
Yacon”3. Si bien, existe un mayor crecimiento de L. plantarum con maltosa,
glucosa y fructosa; el potencial del extracto de algarrobo son los componentes

y los polifenoles.
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Cabe resaltar, en la fermentacion de los carbohidratos por lactobacilos se ha
reportado la obtencion de compuestos como acidos grasos de cadena corta.
Asi, Mantzourani et al., cultivaron L. plantarum ATCC 14917 en extracto de
granada rico en glucosa, fructosa y sacarosa®'. Después del cultivo, los
niveles de azucares residuales disminuyeron mientras que los de &acidos
organicos aumentaron, demostrando la capacidad de la cepa en la
fermentacién de carbohidratos y produccién de diversos metabolitos.

Por otro lado, L. plantarum sintetiza otros oligosacaridos a partir de
carbohidratos sencillos como Galacto-oligosacéaridos (GOS), debido a la
actividad de transgalactosilacion de la B-galactosidasa®. Esta investigacion
se complementara con otras experiencias donde se suplemente a L.
plantarum con otros oligosacéaridos®. Pan et al., demuestran que L. plantarum
soporta condiciones de estrés simulado, en el grupo suplementado con
oligosacaridos, para ello se presenta ante un jugo gastrointestinal artificial
simulado, tratamiento térmico y solucion de fenol®, evidenciando una
respuesta superior en el grupo de fructo-oligosacaridos (FOS) y xilo-
oligosacéaridos (XOS), teniendo también un efecto positivo en quito-
oligosacaridos (COS), mano-oligosacaridos (MOS), frente al grupo de control,
sin azlcar®. Es en este contexto, la cinética de crecimiento y la cantidad de

células viables del L. plantarum se incremento.

Para que una molécula sea considerada de accion prebibtica debe ser
metabolizada por la flora intestinal que se encuentra principalmente en la
region del colon3358, Este es el caso de los oligosacaridos (nistosa, isonitosa,
kestona), debido a la complejidad y sus enlaces de tipo beta 1,4 y beta 1,6,
no puede ser digeridos por las enzimas digestivas humanas®386:%4 y llega al
colon donde es metabolizado principalmente por especies de los géneros
Bifidobacterias y Lactobacillos®®. En este aspecto, el extracto de algarrobo
contiene 4.5% de oligosacaridos, sumado a otros azucares es una materia
rica en prebioticos®®. Por el contrario, L. plantarum ATCC 14917 es
considerado probid6tico al producir acidos organicos de cadena corta como
lactico y acético evaluados por cromatografia liquida de intercambio idnico?'.
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Al comparar el andlisis fisicoquimico de los fermentados de L. plantarum en
extracto de algarrobo y glucosa al 2%, se encontré una acidez similar, que se
correlaciona con los valores de °Brix y pH (Tabla 2). Montserrat et al.,
evidencia la produccién de compuestos fendlicos, tras la fermentacién del
Caupi por L. plantarum ATCC 14917, la disminucién del pH podria activar
algunas enzimas que hidrolizan los glucésidos, y activan las rutas para
incrementar la concentracibn de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante®!. Este hecho, permite inferir una similar o mejor actividad

antioxidante con el extracto de algarrobo en el proceso de fermentado final®.

Después de esta investigacién, quedan varias interrogantes por resolver
durante y después de los procesos de fermentacion de L. plantarum o
Lactiplantibacillus plantarum®® utilizando diferentes fuentes de carbono,
principalmente prebidticos en un sistema continuo con control de
anaerobiosis; cuyos resultados se acercarian al tracto digestivo humano.
Asimismo, es necesario analizar los metabolitos producidos en la
fermentacién del extracto de algarrobo, asi como las moléculas de interés

nutracéutico
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Viil. CONCLUSIONES

Las condiciones de crecimiento de Lactobacillus plantarum fueron la
elaboracién de la curva de calibracién, encontrando a una fase
estacionaria a las 16 horas, a una temperatura de 37 °C y con un
porcentaje de carbohidrato (glucosa) al 2%; lo que permitié determinar
el efecto del extracto del fruto del algarrobo (Prosopis pallida (Willd)
Kunth) recolectado de la localidad de Tambogrande en Piura, Peru
sobre el crecimiento de Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus plantarum se cultivd en caldo MRS formulado por
componentes y suplementado al 2% con carbohidratos tales como:
glucosa, fructosa, sacarosa, inulina y maltosa, encontrando mayor
crecimiento con maltosa, seguido de glucosa y sacarosa.

El crecimiento de Lactobacillus plantarum en medio MRS formulado por
componentes y suplementado con extracto algarrobo 2%, mostrd
crecimiento similar al de sacarosa. Por otro lado, se determiné mayor
recuento celular en el extracto de algarrobo que en glucosa a las 12 y
20 h.
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RECOMENDACIONES

Considerar la investigacion con otras cepas de diferentes microorganismos
intestinales como Lactobacillus, Bifidobacterias, evaluar las condiciones de
trabajo en anaerobiosis, se debe realizar algunos ensayos complementarios
para probar efecto prebidtico.

Se deberia realizar la identificacion de los metabolitos generados producto de
la fermentacién de las diferentes fuentes de carbono por parte de los
lactobacilos, es parte de la continuacion de este proyecto, de la misma

manera, que la evaluacién de su potencial farmacolégico.
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pers, DECANA DE AMERICA
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio del Didlogo y la R iliacién Nacional®

CONSTANCIA N° 249 -USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo y hojas) recibida de Carmen PENA SUASNABAR; alumna de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, ha
sido estudiada y clasificada como: Prosopis pallida (Willd.) Kunth y tiene la siguiente
posicién taxonémica, segin el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Prosopis
ESPECIE: Prosopis pallida (Willd.) Kunth

Nombre vulgar: “algarrobo”
Determinado por Blgo. Mario Benavente Palacios.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere pertinente.

Lima, 19 de junio de 2018

. %SUNCI ECHEVARRIA
/DE|

L HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb

Fotos del proceso

Recoleccion de la muestra: Tambogrande, Piura, Peru



Tambogrande, Piura, Pera

Lugar: Laboratorio de Biologia Molecular, Facultad de Farmacia, UNMSM

Preparacion del extracto de algarrobo
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Preparacion del in6culo inicial

Cosecha de células
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Preparacion de los medios de cultivo para crecimiento

Diluciones del medio de cultivo para evaluacion del crecimiento de L. plantarum en
cabina estéril
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