4
T g
§1é

Y,
i

seroaly
- b et PR
g R



UNIVERSIDAD  AUTONOMA  METROPOLITANA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

AT\

Casa abierta & tiempo

EFECTO DEL OXIGENO EN EL METABOLISMO DE GLUCOSA DE

Bifidobacterium infanitis.

=0

T E S IS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias Biolégicas

Present a
M. en B. RINA MARIA GONZALEZ CERVANTES

COMITE TUTORAL:
TUTORA DRA. MARIA DEL CARMEN WACHER ROOARTE
ASESOR: DR. RAFAEL ZUBILLAGA LUNA
ASESORA: DRA. AMELIA FARRES8 GONZALEZ-SARABIA

MEXICO, D. f. AGOSTO DE 2005

m{ﬁ,‘—::”'\"? j:[ ”‘:;bﬁmmm

HISTORICO



“El Doctorado en Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma
Metropolitana pertenece al Padron de Posgrados de Excelencia del

CONACYT y ademas cuenta con apoyo del Mismo consejo, con el convenio

PFP-20-93”.



El jurado designado por las Divisiones de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de las
Unidades Iztapalapa y Xochimilco aprobé la tesis que presentd:

M. en B. Rina Maria Gonzalez Cervantes
El dia 22 de Agosto de 2005

Jurado:

Directora:

e. Lok Corron (achs
Dra, Ma. del Carmen Wacher Rodarte.

Asesora:
|
g/;g) i (_U;t-ﬁw; "M/W"t-
ra.

Amelia Farrés Gonzalez-Sarabia

Asesor:

) Gecr
Dr. Rafa;}lﬂbilkﬁuna
Sinodal: (/6

Dr. M ia Garibay

Sinodal:
O.WCLIJB

Dr./Ggrardo Saucedo Castafieda



El proyecto de esta tesis doctoral se realizd en el Laboratorio de Biotecnologfa del
Departamento de Sistemas Bioldgicos en la Universidad Autéonoma Metropolitana-
Xochimilco; y en el Laboratorio 324, del Departamento de Alimentos y Biotecnologia en el
conjunto E de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Carmen Wacher Rodarte por su dedicacién, apoyo y sobre todo paciencia,
durante todo el proceso en la elaboracién de esta tesis.

A los miembros de mi comité tutoral Dra. Amelia Farrés y Dr. Rafael Zubillaga por sus
comentarios y por su apoyo.

A los miembros del jurado Dr. Gerardo Saucedo Castafiedo y Dr. Mariano Garcia Garibay,
por su contribucién a la discusion del trabajo.

Al Ing. Abel Blancas de la Planta Piloto del Instituto de Investigaciones Biomédicas, por su
asesoria y contribucién al manejo de los fermentadores.

A la M. en C. Rocio Santillana de la Facultad de Quimica, UNAM y M. en B. Carmen
Fajardo del Depto. De Biotecnologia, UAM-Iztapalapa, por su asesoria en el manejo del
HPLC.

Al M. en B. Rubén Priego, por su asistencia en la toma de muestras de las fermentaciones.
A mis comparieros de grupo de la UAM Alejandro Azaola, Patricia Martinez, Esteban
Barranco y Lino Mayorga por su apoyo y contribucion a la discusion de mi trabajo; y con
quienes tengo la suerte no solo de colaborar académicamente sino de contar con su amistad.
A todos mis amigos que no se cansaron de insistir para que yo culminara esta meta, Elia
Veldsquez, Elsa Ibarra, Rocio Santillana, Gloria Diaz, Martha Giles, Adelfo Escalante,
Wendy Miranda, Teresita Sainz, Julia Pérez, Abel Blancas y Oscar Monroy.

A Leticia Ramirez y Miguel Tello, a quienes considero mi segunda familia.

A mi Tia Ruth, que con su carifio y multiples oraciones contribuy6 de forma importante a la
realizacion de esta tesis.

Este trabajo de tesis lo dedico especialmente a Valeria y a mi mam4, con todo mi amor......
Agosto, 2005,



INDICE GENERAL

Contenido

RESUMEN

ABSTRACT

CAPITULO 1. INTRODUCCION

CAPITULO II. ANTECEDENTES

2.1 Probiéticos.

2.2 El género Bifidobacterium.

2.3 Bifidobacterium como probiético.

2.3.1 Bifidobucterium y sus efectos benéficos en la salud humana.
2.3.1.1 Interferencia bacteriana

2.3.1.2 Produccion de vitaminas.

2.3.1.3 Efectos inmunomodulatorios y actividad antitumoral.
2.3.1.4 Disminucion de disturbios intestinales.

2.3.1.5 Mejoramiento en la digestién de lactosa.

2.3.1.6 Disminucién de colesterol en suero.

2.3.1.7 Desconjugacion de acidos biliares.

2.4 Anaerobiosis estricta, facultativa, microaerofilica y aerotolerancia.

2.5 Tolerancia al oxigeno en bifidobacterias.
CAPITULO IIL. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
CAPITULO IV. HIPOTESIS

CAPITULO V. OBJETIVOS

Pigina

16
16

16

17
19
20
21
21
21
25
28
29

30



CAPITULO VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepa.

6.2 Preparacién del in6culo.

6.3 Condiciones de fermentacién

6.3.1 Fermentaci6n en viales

6.3.2 Fermentacion en reactores.

6.3.2.1 Fermentacidn aerobia.

6.3.2.2 Fermentacion asreada.

6.4 Métodos analitico.

6.4.1 Crecimiento.

6.4.2 Cuantificacion de Glucosa, Acetato, Lactato y Formato
6.5 Estimacion de los pardmetros cinéticos

6.6 Determinacién de & ay QO;.

CAPITULO VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fermentaciones anaerobias.

7.1.1 Seleccién de ambiente para crear condiciones anaerobias.
7.1.2 Efecto del Bioxido de Carbono en la fisiologia de bacterias.
7.2 Fermentaciones aireadas

7.2.1 Crecimiento y consumo de oxigeno

7.2.2 Tasa especifica de consumo de oxigeno (QO3).

7.2.3 Relacion entre QO, y NADH oxidasa.

7.2.4 Efecto de la aireacién sobre la produccion de biomasa y metabolitos.

7.2.5 Cinética de las fermentaciones en condiciones anaerobias y aireadas.

31

31

31

32

32

32

32

32

33

33

33

34

34

36

36

36

40

43

43

47

49

49

56

i



7.2.6 Determinacion de & a y anélisis del sistema de aireacion.
7.2.7. Comportamiento de pH

CAPITULO VHI. CONCLUSIONES

CAPITULO IX. RECOMENDACIONES
REFERENCIAS

APENDICES

1.- Viabilidad de B. Infantis en el indculo.

2.- Comportamiento de pH en fermentaciones anaerobias y aireadas

61
63
65
66
67
76
76

77

it



No.

10

11

12

FIGURAS

Titulo Pag.

Fotografia electrénica de bifidobacterias 8
Metabolismo de glucosa por la via de la fructosa 6 fosfato fosfocetolasa por
Bifidobacterium. 13
Esquema simplificado del metabolismo de glucosa y ruta alternativa de la
utilizacién del piruvato en bifidobacterias. 15
Crecimiento de B. infantis en viales burbujeados con N, de alta pureza 36
Crecimiento de B. infantis en fermentador burbujeado con nitrégeno de alta
pureza. 39
Crecimiento de B. infantis en fermentador burbujeado con una mezcla de
nitrégeno al 80% y CO, al 20% 40
Crecimiento de B. infantis en un reactor con CO; al 99% 40
Evolucidn del porcentaje de oxigeno disuelto (% OD) al inocular con B.

Infantis en condiciones de saturacién de oxigeno 43
Perfil de % de OD en medio TPYG sin células y con células con un flujo de
aire de 0.02 vvm. 44

Perfil de % de OD en medio TPYG sin céiulas y con células con un flujo

de aire de 0.04 vvmn, 45
Crecimiento y perfil de O, en condiciones anaerobias y aireadas. 46
Pardmetros cinéticos en fermentaciones anaerobias y aireadas. 57

v



13

14

15

Al

A2

Comparacion de las rutas metabélicas para el metabolismo de glucosa entre
bacterias homolacticas, heterolcticas y bifidobacterias. 60
Valores de ki a a diferentes flujos de aireacion. Pruebas realizadas en medio de
cultivo TPYG sin células. 61
Absorcion de oxigeno a diferentes flujos de aireacién. Pruebas realizadas en
medio de cultivo TPYG sin células. 62
Composicidn del perfil de UFC/ml contra absorbancia 76

Perfiles de pH en condicién anacrobia y aireadas 77



No.

TABLAS

Titulo Pag
Especies de bifidobacterias y su origen 10
Diversos sistemas utilizados para lograr ambiente anaerobio 24

Comparacion de pardmetros de las fermentaciones utilizando ambiente con
nitrégeno o con CO, 37
Concentraciones de biomasa, rendimientos molares de biomasa y tasa
especifica de asimilacién de oxigeno durante las fermentaciones anaerdbicas

y aireadas con B. infantis en medio TPYG a 37° C 47
Comparacion de la tasa especifica de consumo de oxigeno en diferentes
microorganismos 48
Concentracion de metabolitos y rendimientos de productos a las 12 h, para
fermentaciones anaerdbicas y aireadas en medio TPYG a 37° C 52

Balance de Carbono 55

vi



RESUMEN

Se desarrollaron las condiciones de fermentacion para permitir que Bifidobacterium
infantis creciera en la presencia de aire. Asi mismo, s¢ analizaron una sene de
fermentaciones en lote en medio TPYG, comenzando desde condiciones andxicas hasta la
aplicacién de flujos de aire bajos [desde 0.02 hasta 0.1 volumen de aire, por volumen de
medio por minuto (vvm)]. Los parametros analizados fueron crecimiento, tasa de consumo
de oxigeno y la formacién de los productos principales del metabolismo de glucosa
(Acetato, lactato y formato) en este microorganismo. Bajo todas las condiciones de
aireacién, B. Infantis mostré una alta tolerancia al oxigeno, con una tasa madxima de
consumo de oxigeno de 0.34 mmol de O, por gramo de peso seco por hora en presencia de
0.06 vvm. Se obtuvieron rendimientos celulares similares bajo las condiciones anaerobias
y aireadas (0.11-0.13 y 0.11 gramos de peso seco por mmol de glucosa, respectivamente).
El oxigeno también influyd en la formacién de metabolitos, ya que la produccién de lactato
y su relacién molar a acetato aumenté y el formato disminuyo al aumentar la tasa de
aireacion. Bajo condiciones anéxicas, se obtuvo una concentracién méxima de 8.1 mM de
lactato y una relacién acelato/lactato de 3.5/1 , mientras que en condiciones aireadas la
concentraciéon de lactato aumentd mas de dos veces y la relacién molar acetato/lactato
disminuyé6 a 1.5/1. Se demostré la posibilidad de balancear la relacién molar
acetato/lactato para propositos organolépticos asi como el poder obtener buen crecimiento

bajo condiciones de micro aireacién.



ABSTRACT

Fermentation conditions were developed to allow Bifidobacterium infantis, a strict
anaerobe, to grow in the presence of air. Batch fermentations in TPYG medium, starting
from anacrobic conditions followed by the application of low air flow rates (from 0.02 to
0.1 vvm), were analyzed for growth; oxygen uptake and product formation. Under all
acrated fermentations B. infantis presented high aerotolerance with a maximum oxygen
specific consumption rate of 0.34 mM of O, g h™' at the 0.06 vvm condition. Similar
growth yields were obtained under aerobic (0.11-0.13 g mM™) and anaerobic conditions
(0.11 g mM™). Oxygen also influenced metabolite formation since lactate production was
increased (18.3 mM of lactate produced with 0.06 vvm, in contrast to 8.1 mM for the
anaerobic condition, acetate:lactate molar ratios were of 1.5:1 and 3.4:1 respectively); and
formate production was inhibited. The possibility of balancing acetate:lactate molar ratios
for organoleptic purposes as well as obtaining good growth under microaerated conditions

was demonstrated.



CAPITULO L. INTRODUCCION

Las bifidobacterias son bacterias gram positivas que habitan el tracto
gastrointestinal tanto de humanos como de animales y son utilizadas cominmente en la
preparacion de productos probidticos (Beskorovainy y Miller-Catchpole 1989). La
ingestion oral de estos microorganismos produce un efecto protector en la flora intestinal.

La especie Bifidobacterium infantis es una cepa del tracto gastrointestinal de origen
infantil que experimentalmente se ha demostrado que participa en la exclusién competitiva
en contra de bacterias generadoras de diarreas (Bernet y col. 1993). Las enfermedades
diarreicas estan entre las principales causas de morbilidad y mortalidad infantil en México
(Secretaria de Salud 2001), por lo que la fabricacién de productos probiodticos con esta
especie en particular es de gran interés.

Uno de los aspectos tecnoldgicos a ser considerados en la seleccién de cepas
probidticas es la viabilidad de los microorganismos durante el procesamiento (Mattila-
Sandholm y col., 2002), y entre los factores que afectan significativamente la viabilidad de
las bifidobacterias esta el oxigeno. Las especies del género Bifidobacterium han sido
aplicadas en la manufactura de productos lacteos y farmacéuticos sin embargo, son
consideradas anaerobias estrictas ya que no poseen cadena respiratoria ni la enzima
catalasa, de ahi que la toxicidad por oxigeno es un problema importante cuando se cultivan
a estos microorganismos para aplicaciones industriales. Sin embargo, algunas cepas son
consideradas aerotolerantes moderadas, ya que sobreviven en presencia de aire (De Vries y
Stouthamer, 1969; Uesugi y Yamija, 1978; Meile y cols., 1997; Beerens y col., 2000;
Talwalkar y Kailasapathy, 2001). Shimamura y col., (1990, 1992) demostraron que B.
infantis, B. breve, B longum y B. adolescentis son capaces de consumir oxigeno y

enconfraron que estas cepas tienen actividades NADH oxidasa, NADH peroxidasa y
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actividad baja de super6xido dismutasa; estas actividades pueden minimizar la toxicidad de
compuestos activados derivados del oxigeno. Estas enzimas también operan en las
bacterias dcido lacticas, la cuales son consideradas anaerobios facultativos, aunque algunas
de estas cepas son capaces de crecer bien bajo condiciones de aireacidn. Esta habilidad ha
sido relacionada a un cambio en el metabolismo de carbohidratos en respuesta al oxigeno
(Condon, 1987). En un estudio reciente, Talwalkar y Kailasapathy (2003), encontraron un
cambio en la respuesta metabdlica de cuatro especies de Bifidobacterium a diferentes
ambientes de oxigeno, entre ellos que la relacién lactato a acetato disminuia al ir
aumentando el porcentaje de oxigeno en el ambiente. Se puede concluir a partir de los
estudios anteriores que Ja aerotolerancia es diferente para cada cepa de bifidobacterias; por
lo mismo se considera necesario probar la resistencia al oxigeno del microorganismo
probidtico de forma particular e investigar si esta resistencia esta acoplada a un cambio en
el metabolismo de carbohidratos. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del
oxigeno en el crecimiento y la formacién de los principales productos finales del

metabolismo de glucosa en B. infantis.



CAPITULO II. ANTECEDENTES
2.1 Probiéticos

La microbiota intestinal tiene un fuerte efecto en el estado de salud de hombres y
animales. La importancia de las bacterias lacticas en la biota intestinal para la salud
humana y la longevidad fue sefialada primero por Metchnikoff al principio del siglo 20.
Desde entonces, especialmente durante la Gitima década se han hecho intentos por mejorar
el estado de salud al modular la biota intestinal autéctona por medio de aditivos
microbianos vivos: los probidticos. Aunque existen muchas definiciones propuestas para
describir a los probidticos, una de las utilizadas mas frecuentemente es la de Havenaar y
col., (1992). En esta definicion, los probidticos se definen como monocultivos o cultivos
mixtos de micro-organismos vivos los cuales cuando se aplican a2 animales o al hombre,
afectan benéficamente al huésped mejorando las propiedades de 1a microbiota autéctona
(Gismondo y col., 1999).

Los probiéticos, usualmente, estdn compuestos de una o varias cepas de una sola
especie o de una mezcla de varias especies, éstos microorganismos son componentes
comunes de la biota intestinal normal y han sido aislados a partir de las heces de humanos
saludables. La relacién entre la microflora intestinal y el huésped es tan especifica, que
cualquier alteracion en el balance de los organismos puede resultar en enfermedad. Los
desdrdenes gastrointestinales de etiologia infectiva son endémicos y constituyen un
problema de salud serio, especialmente en pafses en desarrollo. La manifestacion principal
de las infecciones entéricas es la diarrea, la cual es responsable de una morbilidad muy alta.

El aumento de la resistencia a los antibi6ticos ha renovado el interés en el uso de los
probidticos tanto por médicos como por cientificos, eso ha conducido al descubrimiento de

algunos microorganismos capaces de proteger el tracto gastrointestinal de la invasién de

5



bacterias patbégenas u oportunistas. El uso del término probidtico para describir un
suplemento alimenticio especificamente disefiado para mejorar la salud, data de 1974
cuando Parker lo utilizé para describir a los suplementos alimenticios que promovian el
crecimiento en animales (Gismondo, 1999).

Fuller (1992) redefini6 a los probidticos como “un suplemento alimenticio de origen
microbiano que afecta benéficamente al huésped, mejorando su balance o equilibrio
intestinal. Esta definicién restringe a los probioticos a los organismos viables solamente.
Las cepas bacterianas que se utilizan con mayor frecuencia son: Bacillus subtilis,
Bifidobacterium  adolescentis, Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium  cereus,  Bifidobacterium  infantis,  Bifidobacterium  longum,
Bifidobacterium  thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus GG, Lactobacillus casei, Saccharomyces boulardii 'y Saccharomyces
cerevisiae.

Los criterios de seleccion deben estar relacionados con el impacto de éstos en la
salud y bienestar de las personas y/o animales a los que van a ser dirigidos. Se han
establecido ciertos criterios clave, para definir bacterias con capacidad probidtica 6ptima
(Havenaar y col. 1992); estos pueden ser divididos en tres categorias principales:
1°. Criterio Microbiolégico
e Ll organismo debe ser seguro, es decir no patégeno
e Decbe sobrevivir a los ataques iniciales del sistema de defensa del huésped (saliva, jugos

gastricos y biliares)
e Debe ser de origen humano

¢ Genéticamente estable



2°, Aspectos Tecnologicos

e Susceptible de cultivarse a escala industrial

¢ Buenas propiedades sensoriales, es decir, que se logre un producto aceptable, en cuanto
a sabor, aroma, efc.

e Sobrevivencia a valores bajos de pH

¢ Resistencia a fagos

e Viabilidad durante el procesamiento

o Estabilidad en el producto durante su almacenamiento

Otros problemas tecnoldgicos a considerar:

e El ambiente del alimento puede ser muy diferente del ambiente dentro del tracto-
gastrointestinal, por lo que el microorganismo puede no resultar adecuado para la
elaboracién de un producto probiético en particular.

e La tasa de crecimiento puede ser muy baja y se podrian estar éenerando sabores no
deseados.

e La viabilidad puede verse afectada.

3° Ejercer efectos funcionales

o Adherencia a las superficies epiteliales y persistencia en el tracto gastro-intestinal de lag
personas con el fin de interferir con Ja adherencia o activacién de patdgenos en el
intestino.

¢ Que posean efectos inmuno-estimulatorios

o Que posean actividades antagénicas contra patégenos

o Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas

Algunos de los efectos benéficos de probidticos detectados en varias pruebas clinicas son:



¢ Modulacidn de la flora intestinal

e Modulacién de la respuesta inmune

e Disminucién de actividades enzimaticas fecales.

e Aumento en el contenido de 4cidos grasos en heces

e Mejoramiento de la constipacién intestinal

e Alivio en sintomas de dermatitis atdpica en nifios

e Reduccidn, prevencién o tratamiento de varias enfermedades diarreicas
o Efectos positivos en el cancer de vejiga y cervical

Fuente: Mattila-Sandholm y col., 2002.

2.2 El género Bifidobacterium
Las bifidobacterias son bacilos, (Figura 1) gram positivos, anaerobios estrictos no
esporulados, que presentan caracteristicas pleomdrficas muy especificas en funcidén de su

edad y de las condiciones de cultivo (Poupard y col., 1973).

Fig. 1. Fotografia electrénica de bifidobacterias.



En las primeras etapas de su estudios se les agrup6 en el género de Lactobacillus,
sin embargo a partir de 1965 comenzaron a surgir hallazgos en estudios metabdlicos,
seroldgicos y de contenido de guanina y citocina que llevaron a reubicarlas en un género
independiente (Scardovi y Trovatelli, 1965).

Estos microorganismos son habitantes normales del intestino humano, se adquieren
durante el nacimiento en forma natural, aunque también se presentan en otras especies
animales. Actualmente se han identificado 31 especies diferentes de bifidobacterias. de las

cuales 12 son de origen humano (Tabla }).



Tabla 1. Especies de bifidobacterias y su origen

ESPECIE

B. adolescentis
B. angulatum
B. animalis

B. asteroides
B. bifidum

B. boum

B. breve

B. catenulatum
B. choerinum
B. coryneforme
B. cuniculi

B. denticolens
B. dentium

B. gallicum

B. gallinarum
B. globosum
B. indicum

B. infantis

B. inopinatum

B. lactis

Intestino de adulto

Heces de humano adulto
Heces de rata

Abeja (Apis mellifera)
Heces de humano infante
Rumen de bovino

Heces de humano infante
Heces de humano adulto
Heces de cerdo

abeja (Apis mellifera)
Heces de conejo

Caries dental humana
Caries dental humana
Heces de humanos
Cecum de pollo |

Rumen de bovino

Abeja (Apis cerana)
Heces de humano infante
Caries dental humana

Leche fermentada
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B. longum

B. magnum

B. merycicum

B. minimum

B. pseudocatenulatum
B. pseudolongum

B. psychracrophilum
B. pullorum

B. ruminantium

B. saeculare

B. scardovii

B. subtile

B. suis

B. thermacidophilum

B. thermophilum

Heces de humano adulto
Heces de conejo

Rumen de bovino
Aguas negras

Heces de humano infante
Heces de cerdo

Heces de cerdo

Heces de pollo

Rumen de bovino

Heces de conejo

Heces de adulto

Aguas negras

Heces de cerdo

Digestor anaerobio

Heces de lechén

B. thermacidophilum ssp. Porcinum Heces de lechdn

FUENTE: Crociani, y col., 1996, y modificado con Leahy y col., 2005.

Las bifidobacterias constituyen un grupo de microorganismos con caracteristicas
metabdlicas muy particulares, a diferencia de los lactobacilos y otras bacterias lacticas la
via de degradacién de glucosa es a través de una ruta alterna donde la enzima clave es
fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa (F6PPK) (Figura 2). En esta via los principales productos

de fermentacidn son acetato y lactato en una relacion 3:2 para 2 moles de glucosa y es muy



caracteristica para este grupo de microorganismos, por lo que la deteccién de esta enzima
se utiliza para identificar a las bifidobacterias a nivel genérico.

En esta via, la glucosa es convertida a fructosa-6-fosfato por la accién de la
hexocinasa y la glucosa-6-fosfato isomerasa. La enzima fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa
rompe a la fructosa-6-fosfato para dar eritrosa-4-fosfato y acetil-fosfato. La formacion de
acido acético a partir de acetil-fosfato es catalizada por la enzima acetato cinasa.

La eritrosa-4-fosfato y la fructosa-6-fosfato son convertidas a 2 moles de pentosa-
fosfato por la accion de las enzimas transaldolasa y transcetolasa. La enzima xilulosa-5-
fosfato-fosfocetolasa corta dos moles de xilulosa-S-fosfato para dar 2 moles tanto de acetil-
fosfato como de 6-gliceraldehido-3-fosfato. A partir de acetil-fosfato se forma acido
acético y el gliceraldehido-3-fosfato es convertido a acido piruvico a través de las
reacciones de la glucélisis. El 4cido pinivico es reducido a L(+)-acido lactico por la accién
de la LDH.

El rendimiento de ATP, es de 2.5 moles de ATP por mol de glucosa. En [as vias
homofermentativa y heterofermentativa, los rendimientos de ATP son de 2 ATP por mol de

glucosa y un ATP por mol de glucosa respectivamente (Rasic y Kurman, 1983).
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Fig. 2.- Metabolismo de glucosa por la via de la fructosa 6 fosfato fosfocetolasa por
Bifidobacterium. 1, hexocinasa y glucosa 6 fosfato isomerasa; 2, fructosa-6-fosfato
fosfocetolasa; 3, transaldolasa; 4 transcetolasa; 5, ribosa-5 fosfato isomerasa; 6, ribulosa-5-
fosfato 3 epimerasa; 7, xilulosa-5-fosfato fosfocetolasa; 8, acetato cinasa; 9, enzimas como
en la via homofermentativa (Parés y Juarez, 2002).
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La mayorfa de las cepas de bifidobacterias, sin embargo, producen mas acido
acético y menos 4cido lactico de lo esperado por la via de la fructosa-6-fosfato. El exceso
de 4cido acético es el resultado de la particion fosforoclastica de una parte del acido
pirivico a los 4cidos acético y férmico, y una reduccién subsiguiente de algo de 4cido
acético a etanol. El exceso de 4cido acético es formado principalmente en la fase
logaritmica de crecimiento. La proporcion de los productos de fermentacion varia
considerablemente entre las diferentes cepas (De Vroes y Stouthamer, 1968; Lauer y
Kandler, 1976). En la mayoria de las cepas ambas rutas estdn involucradas en la
conversidn de acido piravico.

El medio de cultivo que se utilice para el crecimiento de las bifidobacterias también
puede influir en la proporcion en la que se va a llevar a cabo el rompimiento del Acido
pirdvico por la via fosforoclastica. Por ejemplo, en la fermentacion de lactosa, se produce
mas 4cido lactico por mol de lactosa que la producida a partir de 2 moles de glucosa o
galactosa. La fermentacién de galactosa es parecida a la de glucosa, mientras que en la
fermentacién de manitol se forma m4és etanol que cuando se el microorganismo utiliza a la
glucosa. (De Vries y Stouthamer, 1968). Degnan y Macfarlane (1994), encontraron que la
distribucién de los productos de fermentacién depende de la disponibilidad de glucosa.
Elios investigaron la produccidén de metabolitos en condiciones limitantes y de exceso de
glucosa. En los cultivos limitados de glucosa los principales productos finales del
metabolismo fueron acetato y formato, en estas condiciones no detectaron lactato. En las
condiciones en las que utilizaron un exceso de glucosa, se produjeron principalmente
lactato y acetato y el formato no fue producido. La via alterna para el metabolismo de

glucosa en bifidobacterias se muestra en la Figura 3.
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Fig. 3 Esquema simplificado del metabolismo de glucosa y ruta altemativa de la utilizacion
del piruvato en bifidobacterias. F-6-P, fructosa-6-fosfato; X-5-P, xilulosa-5-fosfato; E-4-P,
eritrosa-4-fosfato; G-3-P, gliceraldehido-3-fosfato; Pi, fosfato inorgénico. (Degnan y
Macfarlane,1994)
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2.3 Bifidobacterium como probiético:

2.3.1 Bifidobacterias y sus efectos benéficos en la salud humana.
Existen diferentes funciones probidticas que han sido atribuidas a las

bifidobacterias, a continuacion se presenta la recopilacion de informaci6n sobre las mismas.

2.3.1.1 Interferencia bacteriana.

Las bifidobacterias producen acidos como productos finales metabolicos (acetato y
lactato). Estos disminuyen el pH del medio y pueden asi ejercer un efecto antibacteriano.
Algunos estudios indican que las bifidobacterias son capaces de excretar un producto
metabdlico que es directamente inhibitorio hacia varias bacterias patégenas tanto gram-
positivas como gram-negativas (Gibson and Roberfroid, 1995). Otros productos que
provocan la inhibicién de otros microorganismos y que son producidos por bifidobacterias
son el peréxido y algunas bacteriocinas.

Otra forma de interferencia bacteriana se da por competencia en sitios de adhesién
en el intestino, se considera conveniente que las cepas consideradas como probidticos, se
implanten en la mucosa de las paredes intestinales interaccionando con las células de ésta.
Bernet y col., (1993) reportan la adhesién de células de B. breve y B. infantis a células de
colon (linea celular Caco-2) in vitro. Ellos encuentran que estas cepas al igual que L. casei
interaccionan con la superficie de la mucosa de las células Caco-2 y que es un factor
proteinico que sintetizan el que ayuda a la adhesion a la superficie celular, asi mismo estas
proteinas muestran un efecto inhibitorio de la adhesién celular de cepas enterotoxigénicas y

enteropatdgenas.



Se han llevado a cabo experimentos en donde se retan un microorganismo
probibtico y una cepa patégena, entre los resultados obtenidos se ha encontrado cierto éxito
con B. longum vs. Salmonella typhimurium, B. breve y B. pseudocatenulatum vs, E. coli
O157:H7, diferentes especies de bifidobacterias vs. Listeria monocytogenes,

Campylobacter jejuni 'y Bacteroides vulgatus (Leahy y col., 2005).

2.3.1.2 Produccién de vitaminas.

Las bifidobacterias producen vitaminas, principalmente del grupo B, asi como
enzimas digestivas como la caseina fosfatasa y lisozima.

Una aportacién importante de los bifidos en el huésped es la sintesis de vitaminas,
principalmente del complejo B, y una que aportan importante es la vitamina B),, la
piridoxina y el 4cido félico donde todas las cepas estudiadas la producen, no asi tiamina y
4cido nicotinico. (Bezkorovainy y Miller-Catchpole, 1989). Aunque estos estudios han sido
in vitro, la aportacién de estas vitaminas en los vehiculos para aportar bifidobacterias son
benéficos para el huésped.

Krause y col., (1996) encontraron una correlacion entre ]Ja densidad de poblacién de
bifidobacterias en ciego y colon y las concentraciones de 4cido f6lico determinadas en
plasma, ciego y colon en ratas. El aumento en la poblacion de bifidobacterias fue

provocado al alimentar a las ratas con una dieta en la que incluian sélidos de leche humana.

2.3.1.3 Efectos inmuno-modulatorios y actividad antitumoral.
Ciertos componentes celulares de las bifidobacterias actian como inmuno-
moduladores, es decir, promueven la respuesta inmunolédgica en contra de células malignas.

Esta activacidn del sistema inmune también contribuye hacia la resistencia del huésped a
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los patégenos. Algunos ejemplos recientes son los estudios realizados por Yasui y col.,
(1995). Ellos utilizaron una cepa de B. breve (YIT4064) aislada de heces humanas y
previamente identificada entre varias cepas de bifidobacterias como inductora de grandes
cantidades de anticuerpos IgA; se investigé si la administracién de esta cepa aumentaba la
produccidn de IgA anti-rotavirus SA-11 en la gldndula mamaria de ratones y si las crias que
recibfan su leche eran protegidas en contra del rotavirus ingerido. Este estudio mostré que
el 78.3% de las crias nacidas y alimentadas por las hembras inmunizadas oralmente con una
anica dosis de 10 pfu de SA-11 fueron protegidas en contra de la gastroenteritis inducida;
la administracion oral de B. breve aumentd la proteccion aproximadamente al 100%,
mostrando que B.breve tuvo una actividad adyuvante.

Sanders (1993) sugiere que la evidencia mas fuerte de que existe un efecto de las
bifidobacterias en el huésped es la modulacidon de las actividades enzimdticas de las
poblaciones bacterianas del colon, las cuales a su vez podrian estar asociadas con
enfermedades o promocién de tumores. Por ejemplo, la incidencta en el cancer de colon fue
mds baja cuando la poblacion de bifidobacterias del colon fue mas alto y la poblacion de
Clostridium perfringens fue mas baja. En algunos estudios se mostré que la administracion
de bifidobacterias o lactobacilos a animales disminuyeron los tumores o los foliculos
aberrantes del colon, éstos Ultimos son supuestamente lesiones precancerosas.

Fabrice y col., (1997) encontraron, al incluir en la dieta de ratones, fructo-
oligosacdridos de cadena corta que redujeron significativamente el nimero de tumores en
colon con respecto al grupo control alimentados con una dieta basal sin fructo-
oligosacaridos. Sus experimentos mostraron que el consumo de fructo-oligosacéridos de
cadena corta contrarresta la carcinogénesis del colon en etapas avanzadas., posiblemente a

través de la estimulacién de la inmunidad antitumoral al modular el ecosistema colénico. El
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hecho de que este efecto protector fue obtenido en el colon y no en el intestino delgado
sugiere que los eventos se llevaron a cabo especificamente en el colon, debido

aparentemente 2 una estimulacion sobre la poblacién de bifidobacterias.

2.3.1.4 Disminucién de disturbios intestinales.

Estas bacterias también han sido usadas para restablecer la flora intestinal normal
durante la terapia con antibioticos Los ejemplos en la literatura los revisé Elmer y col., en
1996. Los casos en los que se utilizaron bifidobacterias fueron: un estudio administrando a
voluntarios yogurt elaborado con B. longum, en el que se obtuvieron resultados positivos en
cuanto a que se redujo la diarrea a los voluntarios que estaban tomando eritromicina. En
otro estudio en el que se utilizd B. longum junto con Lactobacillus acidophilus se utilizé
una leche fermentada con 10 voluntarios que se encontraban tomando clindamicina, en los
resultados obtenidos se observé una disminucion de malestar estomacal.

Saavedra y col., (1994) utilizaron en un ensayo controlado una formula infantil
suplementada con B. bifidum y Streptococcus thermophilus. Esta féormula fue dada a
infantes de entre 5-24 meses que fueron internados por diarrea. Los resultados del uso de
este probiotico fueron que puede reducir la incidencia de la diarrea aguda e incluso eliminar

al rotavirus que la provoca.

2.3.1.5 Mejoramiento en la digestién de lactosa.

Las personas intolerantes a la lactosa sufren de diarrea o dolores abdominales y
presentan flatulencia excesiva después de ingerir leche. Sin embargo, toleran muy bien
productos lacteos fermentados, aun cuando éstos contienen lactosa. Passerat y col., (1995)

realizaron un ensayo in vitro en el que estudiaron la actividad de lactasa real de B. bifidum
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2.3.1.7 Desconjugacién de Acidos biliares.

Grill (19952) estudio el efecto de seis sales biliares diferentes en el crecimiento de
ocho cepas de bifidobacterias. Se presentd un efecto inhibitorio del crecimiento muy fuerte
para cada sal y cepa. Este fendémeno se explicé por la produccién de sales biliares
desconjugadas durante el crecimiento de las bifidobacterias. El fendmeno de la
desconjugacién fue congruente con la produccion de biomasa, y las sales biliares
desconjugadas fueron el unico compuesto producido durante la biotransformacion de los
bifidos. En los experimentos realizados en células en reposo, se presentaron diferencias
entre las cepas y el tipo de sal biliar, particularmente en lo que se refiere al 4cido
taurocolico. Las cepas de Bifidobacterium longum fueron las mds eficientes entre las
bacterias probadas. Posteriormente Grill y col., (1995b) purificaron y caracterizaron la
enzima hidrolasa de sales biliares conjugadas que cataliza la hidrélisis del enlace amido que
conjuga los Acidos biliares a glicina o taurina. Esta enzima se purificé de B. longum BB536
y la eficiencia enzimatica que se observd fue mas alta que para otros géneros con los que se

comparo.

2.4 Anaerobiosis estricta, anaerobiosis facultativa, microaerofilia y aerotolerancia.
Las bacterias se pueden dividir en cuatro grupos principales con base en sus
respuestas al oxigeno molecular:
1. Bacterias aerdbias estrictas.- Son aquellas que requieren presencia de oxigeno
2. Bacterias microaerofilicas, crecen mejor en concentraciones de oxigeno menores a
las del aire.
3. Bacterias anaergbias facultativas, crecen en presencia o ausencia de oxigeno (en

presencia de oxigeno, respiran y en ausencia de oxigeno, fermentan).
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midiendo la desaparicion de lactosa. El pH Optimo para esta actividad enzimatica resulté de
6.5. Jiang y col., (1996) realizaron un estudio al azar en que se evaluaron los efectos del
consumo de leche no fermentada conteniendo cepas diferentes de B. longum sobre la
digestién de lactosa. Se demostr6 que el mejoramiento de la digestién de lactosa por B.
longum depende de la cepa utilizada y del sustrato en el que fue crecida. Las diferencias
que encontraron en la digestién de lactosa entre las cepas probadas correlacionaban con las
diferencias en las actividades de B-galactosidasa, asi como en la velocidad de transporte
del aziicar que presentaba cada cepa. Estos mismos investigadores encontraron gue un
factor que puede afectar la actividad de B-galactosidasa en el tracto intestinal es [a
sensibilidad a las sales biliares por lo que es conveniente utilizar cepas que sean tolerantes a

estas sales.

2.3.1.6 Disminucién de colesterol en suero.

Se han llevado a cabo ensayos en los que se menciona una disminucion de
colesterol en suero durante el consumo de dosis muy grandes de productos lacteos
fermentados. Tahri y col., (1996) investigaron la remocién de colesterol en un ensayo in
vifro y si las cepas de bifidobacterias utilizadas realmente lo asimilaron Los resultados
mostraron que las cepas de bifidobacterias cultivadas en presencia de colesterol marcado o
esterificado fueron capaces de asimilar el mismo, se concluyé que la remocién del
colesterol del medio de cultivo se debe tanto a la asimilacién por los bifidos como a la

precipitacion del colesterol debido a la disminucién del pH.
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4. Bacterias anaerdbias estrictas, estas no pueden crecer en presencia de oxigeno.

Dentro de cada una de estas categorias existen rangos de sensibilidad y
requerimiento al oxigeno. Para un crecimiento normal, los microorganismos aerébios,
requieren de oxfgeno molecular a una concentracion cercana a la atmosférica (21% v/v)
mientras que los anaerobios varian en su respuesta al oxigeno, yendo desde los
extremadamente sensibles como los metandgenos, hasta los mas aecrotolerantes como
Desulfovibrio, un organismo sulfato-reductor, el cual incluso algunas de sus especies
pueden ser microaerofilicas. (Jenney y col., 1999). Otros ejemplos de éstos, son los del
género Clostridium (Se encuentran en suelo, sedimentos de lagos, tracto intestinal,
alimentos entatados, donde no hay oxigeno), Methanobacterium (til en degradacion de
aguas residuales), y Ruminococcus (habitantes del rumen). Otros pueden ser aerotolerantes,
es decir, sobreviven y crecen en la presencia de pequeiias cantidades de oxigeno, aunque no
utilizan el oxigeno en su metabolismo (Lim 1998).

Las bacterias tienen enzimas que convierten al oxigeno en diferentes compuestos
quimicos. La reducciéon quimica y metabolica del oxigeno, resulta en la produccién de
moléculas altamente reactivas y toxicas. El producto de la reduccidn univalente del oxigeno
es el anién superdxido (Oy); este es el precursor en la formacién de peréxido de hidrogeno,
ademds puede reaccionar con el mismo peréxido de hidrogeno en presencia de metales de
transicién para producir el radical hidroxilo (OH"), (Jenney y col., 1999). En general todos
estos compuestos pueden causar oxidacion de los componentes celulares y ser letales para
la célula. La mayorfa de las bacterias aerobias, microaerofilicas y facultativas poseen
enzimas que convierten estas sustancias téxicas en compuestos inofensivos. Los radicales
libres superdxido son convertidos en oxigeno y perdxido de hidrégeno por la enzima

superdxido dismutasa (SOD):
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20, +2H 3 0, +H;0,

Subsecuentemente el peréxido de hidrégeno se descompone en oxigeno y agua por
la enzima catalasa, o es reducido a agua por una peroxidasa:
2H,0, —» 2H,0+0,

H,0; + NADH+H" — 2H,0 + NAD"

Los anaerobios acrotolerantes poscen superdxido dismutasa, pero carecen de
catalasa para degradar el perdxido de hidrégeno. La mayoria de los anaerobios obligados
estudiados a la fecha, carecen tanto de superéxido dismutasa como de catalasa de ahi que
los anaerobios obligados son incapaces de degradar el peréxido de hidrégeno.

Existen varias formas de lograr condiciones anaerobias en los cultivos. El oxigeno
en un contenedor sellado, puede ser desplazado con otro gas, tal como nitrégeno,
hidrégeno, argén o biéxido de carbono. Otra forma utilizada cominmente es el sistema
anaerobio Gas Pak, que consiste en el uso de una jarra sellada como contenedor, donde se
genera hidrégeno al adicionar agua a un sobre que contiene borohidruro de sodio y
bicarbonato de sodio. El hidrégeno reacciona con el oxigeno disponible en la presencia de
un catalizador, como el paladio para formar agua: 2H, + O, —p 2H,0. El resultado
es una atmdsfera anaerobia. Asi mismo, el contenido de oxigeno del medio liquido se
puede disminuir al adicionar agentes reductores (por ejemplo, tioglicolato de sodio, cistefna
o sulfuro ferroso). Estos pueden remover cualquier cantidad de oxigeno disponible del
ambiente, al reducirlo a agua (Lim, 1998).

En la Tabla 2 se muestran diversos ambientes anaerobios que se han utilizado para

bifidobacterias y otras bacterias.
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Tabla 2 Diversos sistemas utilizados para lograr ambiente anaerobio

Microorganismo

Ambiente anaerobio

Referencia

Bifidobacterium. bifidum
B. longum

B. adolescentis

B. pseudolongum

B. thermophilum

B. animalis

N,

Lauer y Kandler, 1976

B. inopinatum
B. denticolens

N3
C02 10% en N,
CO, 10% en aire

Crociani y col., 1996

Lactococceus luctis

Argbén estéril

Neves y col., 2002

B. adolescentis

B. angulatum

B. bifidum

B. breve

B. catenulatum

B. infantis

B. longum

B. pseudocatenulatum

Sistema Gas Pak
90% H,/10% CO,

Chevalier P., y col., 1990

Cepas de género

Bifidobacterium

Jarra anaerébica N, + CO,
(95:5)

De Vries
1968.

y Stouthamer,

Bacterias lacticas del género
Lactobacillus

Gas N2

Sakamoto y Komagata, 1996

Streptococcus pyogenes

Oxyrase (Membranas de E.
Coli)

King y col., 2000.

Bacteroides fragilis

Cdmara anaerobia N;- CO; e
H; (80:10:10)

Baughn y Malamy, 2004

Clostridium
Homopropionicum

C. neopropionicum
Propionibacterium
Sfreudenreichii
Veiollonella parvula
Pelobacter propionicus

Na- CO; (80:20)

Seeliger y col., 2002

Lactobacillus sake

Nz— C02 (90: 1 0)

Amanatidou y col., 2001

Bacterias homoacetogénicas:
Sporomusa lermitida,
Acetonema longum y
Acetobacterium woodii

N,- CO; (80:20)

Boga y Brune, 2003
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2.5 Tolerancia al oxigeno en bifidobacterias.

Los productos lacteos que incluyen células viables de especies de Bifidobacterium
s¢ han explotado desde hace mucho tiempo sobre todo en Japén, sin embargo los
fabricantes se encuentran con algunas dificultades. Una de las principales es el hecho de
que estos microorganismos son anaerobios obligados, y se requiere tomar ciertas
precauciones para prevenir los efectos tdxicos del oxigeno cuando se cultiva a estas
bacterias para aplicaciones industriales. Las bifidobacterias presentan caracterfsticas
tecnolégicas un poco mas complicadas que los procesos con otras bacterias lacticas, ya que
su crecimiento se presenta en ausencia de oxigeno, y sus tiempos de generacién son
mayores que otros cultivos lacticos, lo que encarece su costo de produccién (Corre y
Boyaval, 1992). Durante la produccién de yogurt el oxigeno se disuelve en la leche,
aunque no es imposible evitar el efecto del oxigeno, para lograrlo se requiere de equipo que
resulta costoso. El prevenir la toxicidad del oxigeno hacia estos microorganismos es
especialmente crucial durante la produccién y procesamiento de la biomasa celular y
también es importante asegurar la viabilidad durante el almacenamiento de los productos
lacteos (Shimamura y col., 1992). Esto ha llevado a algunos investigadores ha estudiar la
susceptibilidad de estos microorganismos al oxigeno con el fin de utilizar condiciones que
minimicen la influencia del oxigeno en los alimentos procesados que contengan
bifidobacterias.

De Vries y Stouthamer (1969), fueron los primeros que estudiaron el grado de
sensibilidad al oxigeno de doce cepas de Bifidobacterium. Midieron el tamafio de zonas de
inhibicién producidas cuando las bacterias fueron crecidas en presencia de aire. Los
tamarios de las zonas de inhibicién de las diferentes especies variaron de 1 a 23mm, lo que

indic6 que las cepas de Bifidobacterium tienen una susceptibilidad diferente al oxigeno. En
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algunas de las cepas se encontraron concentraciones de H,O, acumuladas, lo que indicaba
que eran capaces de asimilar oxigeno. Posteriormente en 1990 Shimamura y col,,
detectaron asimilacién de oxigeno en B. bifidum, B. infantis, B. breve, B. adolescentis y B.
longum, utilizando como sustratos piruvato, malato, alanina y NADH; obteniendo actividad
unicamente al utilizar el NADH, lo que indica claramente que la enzima responsable de la
asimilacion del oxigeno es la NADH oxidasa. Shimamura y col., en 1992 continuaron sus
estudios y en sus experimentos obtuvieron crecimiento de B. infantis, B. hreve y B. longum
en condiciones de cultivo parcialmente aireado, mientras que el crecimiento de B.
adolescentis fue suprimido en estas condiciones, mostrando una sensibilidad diferente al
oxigeno. Todas estas cepas expresaron actividad de NADH oxidasa y NADH peroxidasa,
las cuales funcionan reduciendo el oxigeno molecular, produciendo peréxido de hidrogeno
y subsecuentemente, agua:

0,+NADH+H" — ®  H;0, +NAD'

Hy0, + NADH+H" —®»  2H;0 + NAD"

Los resultados de estos autores son interesantes, ya que las diferentes cepas
mostraron diferentes niveles de actividad de estas enzimas, incluyendo B. adolescentis, que
a pesar de que no creci6 en condiciones parcialmente aireadas también mostré diferentes
niveles de actividad. Incluso las actividades enzimdticas no se vieron afectadas en
condiciones no aireadas, bajo las cuales no debe haber influencia del ox{geno. Por otro
lado Cox y Marling (1992), estudiaron también la asimilacién del oxigeno en B. bifidum en
la que detectaron actividad de NADH oxidasa, cuya estequiometria de la reaccion
correspondia a la produccién de H,0 y no de HyO, como en el estudio anterior.

En un estudio reciente, Talwalkar y Kailasapathy (2003), encontraron un cambio en

la respuesta metabolica de cuatro especies de Bifidobacterium a diferentes ambientes de
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oxigeno, entre ellos que la relacién lactato a acetato disminuia al ir aumentando el
porcentaje de oxigeno en el ambiente.

Existe un solo reporte de crecimiento de bifidobacterias que han crecido en agar en
condiciones aerobias, aunque el tamafio de la colonia se redujo considerablemente en
comparacién con el crecimiento en anaerobiosis (de 3mm a Imm). Esta especie recién
identificada como B. psychraerophilum fue aislada del ciego de cerdo, donde
aparentemente existe una alta concentracion de oxigeno (Simpson y col., 2004).

Schell y co}., (2002) han determinado la secuencia del genoma de B. longum
NCC2705, y encontraron solo un gen homologo para NADH-oxidasa. También
encontraron olras tres proteinas que por prediccion corresponden a proteinas que revierten
el dafio oxidativo causado a proteinas y lipidos, la enzima tiol peroxidasa, la alquil
hidroperéxido reductasa (ahp C) y péptido-metionina sulféxido reductasa. No se encontrd
una descripcién funcional para aproximadamente 505 genes, de estos, 389 no tuvieron
homologos en las bases de datos, indicando que podrian ser especificos para B. longum o
que corresponderian a genes que aiin quedan por identificar en otros genomas. De acuerdo
a esto, probablemente queden por identificar algunos de los genes correspondientes para la
tolerancia al oxigeno como por ejemplo de la enzima NADH peroxidasa.

Se puede concluir a partir de los estudios anteriores que la aerotolerancia es
diferente para cada cepa de bifidobacterias; por lo mismo se considera necesario probar la
resistencia al oxigeno del microorganismo probiético de forma particular e investigar si esta

resistencia estd acoplada a un cambio en el metabolismo de carbohidratos.

27



CAPITULO III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las bifidobacterias se derivan del intestino humano, donde las condiciones
ambientales en ausencia de oxigeno son las que prevalecen , consecuentemente estos
organismos no estan adaptados al oxigeno y la exposicion a éste es letal.

Uno de los criterios de seleccién de un buen probiftico es que mantengan una
viabilidad estable durante la manufactura del producto asi como de la vida de anaquel del
mismo (Mattila-Sandholm y col., 2002). La sensibilidad al oxigeno de estas bacterias
probidticas es un factor importante que incide en este criterio. Para solucionar este
problema de numeros bajos en las cuentas de los productos probidticos las cepas que
pueden llegar a ser probiéticos deben ser seleccionadas por su tolerancia al oxigeno.

La mayoria de las técnicas utilizadas en la literatura para medir la tolerancia al
oxigeno en bacterias probiéticas han sido cualitativas (De Vries y Stouthamer, 1969;
Uesugi y Yamija, 1978; Meile y cols., 1997; Beerens y col., 2000; Shimamura y col.,
1990, 1992), Por lo que es necesario establecer un sistema que nos permita medir la
tolerancia al oxigeno de manera cuantitativa.

Asi mismo en bifidobacterias no se habia estudiado el efecto del oxigeno en la
formacidn de los productos de fermentacién hasta recientemente durante la elaboracion de
esta investigacién ((Talwalkar y Kailasapathy 2003), por lo que también se consideréd
importante describir este efecto en la cepa de estudio.

Bifidobacterium infantis es una especie aislada de nifios de la etapa lactante, por lo
que esta cepa podria utilizarse para la elaboracién de un mayor niumero de productos
probidticos dirigidos a la poblacién que es la mas sensible a enfermedades diarreicas. Para
esta especie, se han reportado las actividades enzimaticas que contrarrestan el efecto tdxico

del oxigeno por lo que cualitativamente ya se ha comprobado cierta tolerancia.
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CAPITULO IV. HIPOTESIS

Al aplicar condiciones de aireacion controlada, B. infuntis sera capaz de crecer ¢n
presencia de concentraciones bajas de oxigeno.
Esta condicién conducird a un cambio en la formacion de productos del metabolismo de

glucosa, al redirigir las reacciones de 6xido-reduccion.
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CAPITULO V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
DETERMINAR EL EFECTO DEL OXIGENO EN EL METABOLISMO DE

GLUCOSA EN Bifidobacterium infantis.

OBJETIVOS PARTICULARES
o [Establecer las condiciones de crecimiento para el microorganismo en estudio,
en anaerobiosis y en presencia de oxigeno.
e Determinar el grado de tolerancia al oxigeno de B. infantis.
o Evaluar el efecto del oxigeno en el crecimiento y en la formacién de metabolitos

principales (acetato, lactato y formato).
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CAPITULO VI. MATERIAL Y METODOS
6.1 Cepa
El microorganismo utilizado fue Bifidobacterium infantis ATCC 17930, el cual se

conservé a—70° C en una mezcla de glicerol al 20% y leche descremada (Oxoid) al 10%.
g y

6.2 Preparacién del inéculo

A partir de la suspension con el microorganismo que se encontraba en conservacion, se
inocul6 1 ml en 10 ml de caldo MRS (Oxoid) modificado, (MRS adicionado con 0.05% de
cisteina HCI, CaCl, y NaCOs;, Desjardins y col., 1990) y se incubé en una jarra anaerobica
utilizando un sistema Gaspack (Oxoid) a 37° C por 24 horas. Posteriormente, este cultivo
se transfirié a botellas de suero guardando una relacién del 10% (v/v). El medio utilizado
para las fermentaciones tanto en viales como en reactores fue TPYG: (g/L) glucosa 5,
peptona de casefna 10; peptona de soya 5; extracto de levadura 2.5; cisteina 0.5; K;HPO, 2,
MgCl, 0.5, ZnSO, 0.25; CaCl, 0.15; FeCl3 0.005; y 1 ml de Tween 80. Para los reactores
se utilizaron botellas de suero de 1 L, selladas con tap6n de hule y conteniendo 1,000 ml de
medio TPYG. El medio TPYG se burbujed previamente a la esteritizacion con CO,. Este
cultivo se coloca en una incubadora de agitacién orbital a 37° C y 200 rpm por 12 horas
aproximadamente cuando llega a fase exponencial media. Es importante no dejar que el
cultivo del indculo llegue a fase exponencial tardia, ya que debido a la acidez que se forma
durante la fermentacion, la fase estacionaria es muy corta y la transicion a la fase de muerte

es muy rapida (Apéndice 1).
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6.3 Condiciones de fermentacién

6.3.1 Fermentaciones en viales.
Se realizaron fermentaciones en frascos viales de 50 ml con 25 ml de medio de cultivo
burbujeado por dos minutos ya sea con nitrégeno o CO, de alta pureza, se cerraron con
tapén de hule y se sellaron con aro de aluminio. Se incubaron a 37°C y una agitacién de

200 rpm. Las muestras s¢ tomaron utilizando jeringas estériles de 3 ml.

6.3.2 Fermentaciones en reactores.
Se realizaron fermentaciones en un reactor de tanque agitado de 16 L (New

Brunswick Scientific, Edison, N. J., USA), con un volumen de trabajo de 10 L.

6.3.2.1. Fermentaciones anaerobias.

Para las condiciones anaerobias el oxigeno fue desplazado del medio estéril al
burbujear CO; de alta pureza hasta que el porcentaje de oxigeno disuelto relativo a la
saturacion del aire (% OD) llegara a cero. El medio fue entonces inoculado y se mantuvo
un flujo constante de CO, de aproximadamente 200 ml min™' y una agitacién de 100 rpm a

37°C.

6.3.2.2. Fermentaciones aireadas.

Para las condiciones aireadas, se alcanzé primero 0% de OD utilizando el
procedimiento ya descrito para las fermentaciones anaerobias, posteriormente el flujo de
CO; se cerrd, se inoculd el medio e inmediatamente se aplicé un flujo de aire constante en
unidades de vvm. (volumen de aire, por volumen de medio por minuto) que se controla a

través de un rotdmetro (Gilmont instruments, Great Neck, N:Y:, USA). Los flujos de aire
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variaron segln la condicién y el rango utilizado fue de 0.02 vvin hasta 0.1 vwm. La
agitacidén de 100 rpm se mantuvo constante durante el tiempo de fermentacion. En todos
los casos el pH del medio y el porcentaje de OD fue registrado utilizando un potenciémetro
de vidrio (Mettler-Toledo, Process Analytical, Mass., USA) y un electrodo de oxigeno
galvanico (New Brunswick Scientific), respectivamente. Los experimentos se hicieron por

duplicado. En todas las fermentaciones el pH se ajust6 a 6,5 al inicio del cultivo.

6.4 Métodos Analiticos.
Se tomaron muestras cada hora y se analizaron como sigue:
6.4.1. Crecimiento.

La concentracion celular se monitoreo al medir la densidad éptica a 660 nm. El
peso seco fue determinado al filtrar 3 ml de muestra a través de filtros de nitrocelulosa de
0.45um (Millipore) , se lavaron con 10 ml de agua destilada y se sec6 hasta peso constante
a 50° C. Se calculé la correlacion entre la densidad éptica y el peso seco donde la ecuacién

de la curva fue y = 0.4125x-0.0902.

6.4.2. Cuantificacién de Glucosa, acetato, lactato y formato.

Los productos de fermentaciéon y la glucosa, se analizaron por cromatografia de
liquidos de alta resolucién (Perkin Elmer) utilizando una columna Aminex HPX-87H (Bio-
Rad, Richmond, Calif., USA) a temperatura ambiente con un flujo de 0.6 ml min’!
utilizando H»SO4 (0.01N) como eluyente y un detector de indice de refraccion (Perkin
Elmer LC-30). Una porcién de cada muestra se centrifugé (8,000 g por 15 min a 4° C), y el

sobrenadante se guardé a ~20° C para los analisis cromatogréficos subsecuentes, estas
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muestras al descongelarse, se filtraron a través de membranas de nitrocelulosa de 0.2um
(Millipore).

El porcentaje de carbono (C) recuperado se calculé multiplicando las mmoles de
producto formado por el nimero de carbonos de cada metabolito, divididos por las mmoles

de C en el sustrato utilizado y multiplicado por 100.

6.5 Estimacion de los pardmetros cinéticos.

La tasa especifica de crecimiento (4 h™') se estimé durante la fase exponencial de
crecimiento por regresion lineal de In X/Xo (peso seco) vs. tiempo. Los rendimientos de
biomasa y producto (Yys g de peso seco por mmol de glucosa consumida y ¥, mmol de
producto por mmol de glucosa consumida, respectivamente) se calcularon como la relacion
entre ya sea biomasa o producto (acetato, lactato o formato) producidos por la glucosa
consumida. Las tasas especificas de formacion de producto (g de producto por gramo de
peso seco por hora) fueron calculadas como WYy, (Pirt 1975), donde Yy, es el rendimiento

de biomasa referido a la formacién de producto (g de peso seco por gramo de producto).

6.6 Determinacién de kya (coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno) y
Qo2 (tasa especifica de consumo de oxigeno)

La determinacién de ka se llevé a cabo en funcién de la presencia de células y del flujo
de aire, (0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 vvm); y a condiciones constantes de temperatura (37°C )y
agitacién (100 rpm).

Las pruebas sin células se hicieron utilizando la técnica de desorcion (gassing out) en la

cual el oxigeno disuelto se elimina al burbujear el medio con nitrégeno, desplazando por

34



completo al oxigeno. El medio libre de oxigeno es entonces aireado y agitado,
registrdndose un incremento en la concentracién de oxigeno disuelto que se describe por
medio de la ecuacién: dci/dt = k a (c*- cL); que integrada resulta en:

In (c*- ¢.) = - kat + In c*. Al graficar In (c*- ¢.) en funcidn del tiempo de aireacion, se
obtiene una recta con pendiente, igual a - ki a y ordenada al origen, igual a In c* (Stansbury
y Whitaker, 1984).

La determinacién simultdnea de 4 a y de Qo (mmol de oxigeno por gramo de peso
seco por hora) fue hecha a partir del balance de oxigeno dci/dt = kpa (c*- ¢,) - Qo2X; en
donde: k a (h') es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno; ¢* = 0.25 mM. es
el valor de saturacién del oxfgeno disuelto y c_ es la concentracién de] gas en cada
momento; X (g.L") es la concentracion de células. Al graficar: (dcy/dt)/( c*- ¢.) en funcién
de X/( c*- ¢) se obtiene el valor de Qp; de la pendiente de la recta resultante y el k.a de su

©

ordenada al origen.
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CAPITULO VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fermentaciones anaerobias

7.1.1. Seleccion de ambiente para crear condiciones anaerobias.

Para lograr el ambiente anaerobio se compar6 el uso de nitrégeno y de CO».

3.0

2.5 4

2.0 A

1.5 1

biomasa (gl ')

1.0 1

0.5 -

0.0 5
o

T

0 6 12 18 24 30 38 42
tiempo (h)

Fig. 4. Crecimiento de B. infantis en viales burbujeados con N, de alta pureza (e) o0 con
CO; (0).

En la figura 4 se puede observar que el crecimiento de B. infantis en presencia de CO;
fue més rdpido y de aproximadamente el doble en produccién de biomasa que en la
condicién con nitrdgeno (Tabla 3). Los resultados de rendimiento de biomasa muestran asi
mismo, una mayor cantidad de células por mol de glucosa consumnida en la condicién con

CO;. Otra observacion fue que el uso de diferentes gases alterd la proporcion de 4cidos
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organicos, productos del metabolismo de glucosa. En la condicién con nitrégeno se
obtuvieron mas moles de lactato y acetato por gramo de célula y una produccién especifica
significativamente menor de formato, aunque la direccion del flujo de carbono hacia lactato
y acetato fue practicamente la misma para ambas condiciones, no asf para el formato, con el

cual el porcentaje de carbono fue de 10 veces mas alta en la condicién con CO, (Tabla 3).

Tabla 3 Comparacién de parametros de las fermentaciones utilizando
ambiente con nitrégeno o con CO, °

Nitrégeno T COp
Biomasa gl 1.3 26
Glucosa consumida mM 19.62 27.75
(mmol de carbono) (117.72) (166.5)
Lactato
mM 15.5 22.4
(mmol de carbono, %) (46.5, 39.5) (67.2, 40.36)
mmol g 11.94 8.6
Acetato
mM 25.05 33.15
(mmol de carbono, %) (50.1, 42.5) (66.3, 39.8)
mmo] g’ 19.3 12.7
Formato
mM 0.03 0.49
(mmol de carbono, %) (0.03, 0.025) (0.49, 0.29)
mmol g’ 0.025 0.18
2Yx/s 0.066 0.094
Y aess 0.79 0.807
Y Ak 1.27 1.19
*Yrous 0.002 0.018

*¢ peso seco por mmot de glucosa
b
mmol de producto por mmol de glucosa
¢ los calculos se realizaron con los datos obtenidos a las 24 h de fermentacién.
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El criterio para elegir la forma de lograr condiciones anaerobias aparentemente es
simple. Cuando se usan matraces Erlenmeyer o viales se burbujean por cierto tiempo hasta
lograr el desplazamiento total del oxigeno, pero al detener el burbujeo para sellar el vial,
cierta cantidad no determinada puede entrar al frasco. Existen indicadores de anaerobiosis
como la rezasurina, sin embargo algunos componentes del medio de cultivo pueden
interferir con la reaccion y no permitir una apreciacién adecuada del estado anoxico del
liquido. El uso de un reactor, a diferencia de los viales, asegura un desplazamiento de
oxigeno mas completo ya que la aspersion es directa al medio de cultivo en un contenedor
sellado; también es posibie llevar un registro de la cantidad de oxfgeno disuelto por medio
de un electrodo.

En experimentos posteriores se aplicé nitrégeno a un fermentador de 4 litros. En
estas condiciones, contrario a la condicién con nitrégeno en viales, el microorganismo no
crecio. Se repitio esta fermentacion con nitrégeno en el reactor, utilizando en esta ocasién
un cultivo control en viales burbujeados con nitrégeno inoculados con el mismo cultivo y
siguiendo el procedimiento habitual. Se pudo observar que a pesar de que en los viales
burbujeados se presentd crecimiento de B. infantis, el saturar el reactor con nifrégeno no
permitié el desarrollo de este microorganismo (Figura 5). Una posible explicacion para
estos resultados, podria ser que durante la manipulacién de los viales, como se menciond
anteriormente, el desplazamiento de oxfgeno no es total, quedando en el liquido trazas de
aire y pemmitiendo que se mantengan ciertas condiciones reductoras necesarias para el

crecimiento del microorganismo.
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Fig. 5 Crecimiento de B. infantis en fermentador burbujeado con nitrégeno de alta pureza.
Se llevé a cabo un control en viales burbujeados con nitrégeno utilizando el mismo inéculo.
El medio de cultivo fue TPYG a 37° C.

Las condiciones reductoras se favorecen con el uso de CO,, asi cuando se utiliz
una mezcla de COy/Nj en el reactor (Figura 6) se obtuvo un buen crecimiento de B.
infantis; y mejor cuando se utilizé6 CO, al 99% de pureza (Figura 7). Esta dltima condicién

es la que posteriormente se continué utilizando como control de crecimiento en

anaerobiosis.
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Fig. 6. Crecimiento de B. infantis en fermentador burbujeado con una mezcla de nitrogeno
al 80% Yy CO; al 20%.
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Fig. 7. Crecimiento de B. infantis en un reactor con CO3 al 99%
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7.1.2 Efecto del CO; en Ia fisiologia de bacterias.

El efecto estimulante del CO, en algunas especies de bifidobacterias se ha
mencionado brevemente en estudios donde se describen de forma general las condiciones
de cultivo para esas cepas en particular (Biabati y Mattarelli, 1991), sin embargo este
efecto estimulante no se ha caracterizado.

En Lactobacillus pentosus se ha encontrado un alto requerimiento de CO; el cual es
utilizado por este microorganismo para sintetizar arginina y pirimidinas. Al parecer esta
dependencia por CO, esta relacionada con la biosintesis de un intermediario comin: el
carbamoil fosfato y en cuya biosintesis a su vez, se requiere de CO, (Bringel & Hubert,
2003). La funcién fisiolégica del CO; ha sido muy investigada en microorganismos
fotosintéticos, sin embargo, actualmente se sabe que las enzimas que utilizan como sustrato
al CO, (anhidrasas carb6nicas) se presentan en el metabolismo de procariontes, tanto en
Archeae como en Bacleriaceae, e incluso algunas especies contienen mas de una clase de
estas enzimas (Smith y Ferry, 2000).

Son dos las funciones principales para las anhidrasas carbonicas:

1. Transporte de CO, 6 HCO3™ y
2. Proporcionar CO; 6 HCOs para reacciones enzimaticas tales como reacciones de
carboxilacién o descarboxilacion acopladas a la generacion de energia.

Smith y Ferry, (2000) han identificado hasta 59 reacciones diferentes en bacterias
donde el CO; o el HCOj participan. En algunas reacciones se puede utilizar ya sea CO; o
HCOj', de modo que las anhidrasas carbdnicas pueden ser necesarias para interconvertir

estos compuestos para asegurar una concentracion adecuada en Ja vecindad de la enzima.
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Otras reacciones que se han identificado son la sintesis de oxalacetato catalizada por la
piruvato carboxilasa:

Piruvato + ATP + HCO, —®  oxalacetato + ADP + Pi
as{ como la fosfoenol-piruvato carboxilasa.

Fosfoenol-piruvato + HCO3 + ATP  ____p  oxalacetato + ADP + Pi



7.2 Fermentaciones aireadas
7.2.1 Crecimiento y consumo de oxigeno

Se realiz6 inicialmente una prueba en la que el medio de cultivo se saturd al
100% de oxigeno disuelto, se inoculd con el microorganismo y en ese momento se
interrumpi6 la aireacion. En la Figura 8 observamos estos resultados donde el % de OD
ba)6 de 100% a 69% aunque este consumo se detuvo ya gue no se obtuvo crecimiento de 5.
infantis debido a su naturaleza anaerobia. Este resultado indicd que en condiciones
altamente estresantes esta cepa pudo activar de algin modo las enzimas que le permiten

utilizar el oxigeno.

100 <
90 -
80 -
70
60 -
50
40 -
30
20 -
10 -

0 . , : . S

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

o o*

% OD

Fig. 8. Evolucién del porcentaje de oxfgeno disuelto (% OD) al inocular con B. infantis en
condiciones de saturacion de oxigeno.

Al desconocer el nive] de tolerancia al oxigeno de B. infantis, se procedi6 a utilizar

flujos de aire muy bajos: 200, 400, 600, 800, y 1000 ml min"' equivalentes a flujos de
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0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 v.v.m. respectivamente. En las figuras 9 y 10 se compara el
perfil de % de OD en medio TPYG al aplicar al medio aire en un reactor sin inocular y otra
condicion con células. En estos experimentos, durante la primera hora, no existi6
diferencia entre ambos en la incorporacion del oxigeno al medio, sin embargo a partir de
ese momento el consumo de oxigeno por el microorganismo cambid el perfil de oxigeno en

el cultivo.
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Fig. 9. Perfil de % de OD en medio TPYG sin células y con células con un flujo de aire de
0.02 vvm.
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Fig. 10. Perfil de % de OD en medio TPYG sin células y con células con un flujo de aire
de 0.04 vvin.

Para el caso de las fermentaciones aireadas, el crecimiento de B. infantis solo fue
posible cuando el flujo de aire se suministré después de inocular al microorganismo. Como
se observa en la Figura 11 (A-F), donde se muestra el perfil de oxigeno y el crecimiento del
microorganismo en las condiciones de aireacién mencionadas, comparandose con el cultivo
en anaerobiosis. En esta serie de fermentaciones, el porcentaje de oxigeno disuelto (%
OD), fue aumentando rdpidamente durante la primera hora y disminuy6 justo cuando el
cultivo entrd a la fase de crecimiento exponencial. El consumo méximo de oxigeno por ¢l
microorganismo se presentd en la fase exponencial media, durante la cual se puede
observar un declive drastico en las curvas de % OD (Figura 11 B-F). Bajo estas
condiciones, el microorganismo fue capaz de soportar un crecimiento casj a la par que en el
ambiente anacrobio (Figura 11 A). En todas las condiciones aireadas, el consumo de

oxlgeno cesé al detenerse a su vez el crecimiento, en coincidencia con la entrada del cultivo
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a fase estacionaria. Esto confirma la capacidad de asimilacion del oxigeno por el

microorganismo.
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Fig. 11 Crecimiento (o) y perfil de oxigeno (% OD =porcentaje de oxigeno disuelto) (o) en
condiciones anaerobias y aireadas. Anaerobiosis (A); Fermentaciones Aireadas (flujo de
aire, en v.v.m.: volumen de aire por volumen de liquido por minuto): 0.02 (B), 0.04 (C),
0.06 (D), 0.08 (E) y 0.1 (F).

Aparentemente el hecho de comenzar las fermentaciones aireadas a partir de 0% de
OD, permiti6 una incorporacion progresiva del oxigeno, permitiendo asi también que B.
infantis pudiera soportar concentraciones de oxigeno tan altas como del 80% (Figura 11-F),

mostrando una alta aerotolerancia bajo las condiciones utilizadas en este trabajo.
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7.2.2 Tasa especifica de consumo de oxigeno (Q O,)

Los valores en la tasa especifica de consumo de oxigeno (QO,: mmol de oxigeno
asimilado por gramo de peso seco por hora) se aumentaron de 0.02 a 0.34 mmol O, g ' b’
en los flujos de aire de 0.02 a 0.06 vvm, respectivamente, y este valor disminuyd al

aumentar los flujos de aire (Tabla 4). El valor mas alto de 0.34 mmol O, g h”' es diez

Tabla 4. Concentraciones de biomasa, rendimientos molares de biomasa y tasa

especifica de asimilacién de oxigeno durante las fermentaciones anaerobicas y
aireadas con B. infantis en medio TPYG a 37° C.

Flujos de Biomasa Rendimiento de Tasa epecifica de

aireacion (g’ Biomasa ? consumo de oxigeno

(vvm) (g mmol") (mmol of O, g" h")
0 2.1£0.06 0.11 £ 0.007 ND"
0.02 1.84 +0.09 0.11 +3.6x10° 0.02
0.04 1.92 £ 0.08 0.12£0.03 0.11
0.06 1.85+0.08 0.11 £ 0.0004 0.34
0.08 1.81 £0.09 0.13 £0.039 0.10
0.1 1.59 £ 0.09 0.11£0.012 0.04

*Peso seco por mM de glucosa consumida.

*ND. No determinado.

Los resultados son la media de dos experimentos independientes.

veces més bajo que ¢l valor de QO; respectivo de 3.61 para Lactococcus lactis MG1363,
que es un anaerobio facultativo (Jensen y col., 2001). En la Tabla S se presentan algunos
ejemplos en donde se calculd el QO; para otros microorganismos anaerobios aerotolerantes
como Propionibacterium shermanii, L. lactis mencionado anteriormente, un aerobio
facultativo como E. coli y H. uvarun que es una levadura. Estos dos ultimos

microorganismos a diferencia de los otros poseen cadena respiratoria y pueden utilizar al
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oxigeno como aceptor de electrones, lo cual se ve reflejado en los valores de QO,

determinados para estas cepas.

Tabla 5 Comparacién de la tasa especifica de consumo de oxigeno en
diferentes microorganismos.

Cepa QO, Referencia
(mmol O g'h™)

B. infantis 0.34 este trabajo

Propionibacterium

shermanii 2.68 Azaola y cols (2004)

Lactococcus lactis 3.6 Jensen y cols (2001)

Escherichia coli 8.3/10.6 Sauer y cols(1999)

Hanseniaspora uvarun 11 Venturin y cols (1995)

En general, los datos del comportamiento del consumo de oxigeno en
microorganismos anaerobios acrotolerantes o microaerofilicos son muy escasos. Los
términos anaerobio estricto, anaerobio facultativo o microaerofilico son ambiguos en el
sentido préctico, por lo que seria interesantie determinar el QO; en un mayor niumero de
microorganismos de metabolismo tanto anaerobio (pero tolerantes al oxigeno), como
microaerofilico para poder evaluar la tolerancia al oxigeno de manera cuantitativa. En el
caso de las especies de bifidobacterias, este dato podria permitir evaluar entonces, su
potencial para utilizarlas en la elaboraciéon de probidticos a nivel industnal; ya que, una
cepa considerada como probidtica debe ser seleccionada tanto por sus caracteristicas
funcionales en el huésped, como también por su habilidad de mantener la viabilidad y la
funcionalidad durante la manufactura y almacenamiento del producto probidtico (Saarelay

col., 2000).
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7.2.3. Relacion entre QO; y NADH oxidasa

Como se menciond anteriormente, la caida del % OD durante la fase de crecimiento
exponencial confirmoé la asimilacién de oxigeno por el microorganismo. Shimamura y col.,
(1992), reportaron que la enzima NADH oxidasa es la principal enzima responsable del
consumo de oxigeno por B. infanfis, ya que la actividad de la superéxido dismutasa tuvo
una actividad poco significativa y contribuyd muy poco a la reduccién del oxigeno por
estos microorganismos. Se podria entonces considerar que los valores de QO, estan
reflejando la actividad in vivo de la enzima NADH oxidasa. El valor mdximo de QO; fue
en la condicién con 0.06 vvm (Tabla 4), al ir aumentando el flujo de aire, este valor
disminuyd, sugiriendo que las actividades de las enzimas involucradas en el sistema de
tolerancia al oxigeno de B. infantis estan reguladas o pierden capacidad de metabolizar. Se
ha observado inducciéon de la NADH oxidasa en presencia de condiciones aerobias en
algunos Streptococcus spp (Matsumoto y col., 1996), asi como en otras bacterias
anaerobias facultativas, Zymomonas mobilis (Nishiyama y col., 2001). Ademas Talwalkar
y Kailasapathy (2003), reportaron que la NADH oxidasa y NADH peroxidasa son

inducidas en B. infantis, B. laclis, B. pseudolongum y B. longum.

7.2.4 Efecto de la aireacién sobre ]a produccién de biomasa y metabolitos.

La concentracion de biomasa de B. infantis fue inferior en las fermentaciones
aireadas que en la anaerobia, sin embargo, todos los rendimientos de biomasa fueron
similares (Tabla 4). La aireaciéon no impidié la fermentacién de la glucosa ya que se
produjeron los metabolitos principales de la via de las bifidobacterias. Las condiciones

anéxicas rindieron una relacion molar de acetato: lactato de 3:1, como se ha reportado
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previamente para bifidobacterias (Wolin y col., 1998). La relacién acetato:lactato cambid a
un promedio de 1.8:1 en todas las fermentaciones aireadas (Tabla 6).

En el caso de la produccion de acetato, se observaron variaciones ligeras tanto en
los valores de produccién como en los rendimientos molares. La produccién de acetato en
las fermentaciones aireadas a 0.04 y 0.06 vvm fueron similares a las de la condicion
anaerobia, pero a 0.02, 0.08 y 0.1 vvm el valor fue mas bajo (Tabla 6).

Por el contrario, la produccion de lactato fue considerablemente mas alta en
presencia de aire, aumentando mas del doble en las condiciones de 0.06 y 0.08 vvm
comparandoles con la condicion anaerobia. Los valores de rendimiento molar de lactato
también fueron de al menos del doble cuando se aplicaron los flujos de aire y en
consecuencia las relaciones molares acetato:lactato disminuyeron (Tabla 6). Bajo las
condiciones de aireacién, de un 19 a un 35% mas de carbono fue recuperado como lactato
en comparacién con la fermentacion anaerobia (Tabla 7). En cuanto a la produccion de
formato, esta fue pricticamente nula en la presencia de aire, mientras que B. infantis
crecida sin oxigeno acumulo 5.3 mM de este metabolito. La enzima piruvato formato liasa,
es la responsable de la sintesis de formato, esta enzima es muy sensible al oxigeno (Sawers
y Bock, 1988); de acuerdo con esta informacion en presencia de aire solo se encontraron
restos de formato (Tabla 6). Este cambio en la proporcion de los productos finales del
metabolismo de glucosa, en presencia de aire podrian ser benéficos desde el punto de vista
tecnolégico, de modo que las caracteristicas sensoriales del producto podrian mejorar con
una proporcién mas alta de lactato y la desaparicion de formato.

Un patrén que podemos observar en los valores de rendimiento, tanto de acetato
como de lactato, es que coinciden con el mismo perfil que los valores de Qga.

Aparentemente, al ir aumentando el flujo de aire, el microorganismo va a su vez
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aumentando el consumo de oxigeno y a su vez los rendimientos de estos metabolitos, hasta
llegar a un punto donde disminuyen de nuevo; para Qo y acetato en la condicién de 0.08
vvm y para lactato en la condicién de 0.1 vvm. Este comportamiento nos podria estar
indicando una posible inhibicién. a partir de cierto flujo de aire. Durante la transformacién
del O se pueden estar formando algunos derivados tdxicos, uno de ellos es el perdxido de
hidrégeno, el cual podria estar afectando tanto la capacidad de absorcion de oxigeno por el
microorganismo, como los rendimientos en los metabolitos; no asi en los rendimientos de
biomasa. Shimamura y col., (1992) trabajaron con B. infantis ATCC 15697, y al crecerla
en condiciones acrébias encontraron acumulacién de perdxido de hidrégeno, sin embargo
esta misma cepa mostr6 una gran resistencia a diferentes concentraciones dc este

compuesto, debido a que también presento actividad de NADH peroxidasa.
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Tabla 6. Concentracién de metabolitos y rendimientos de productos a las 12

Concentracién de Metabolitos Rendimiento de Producto
(mM) (mmol de producto por mmol’
de glucosa)
Flujosde  Acetato  Lactato Formato  Acetato  Lactato  Formato Relacién
aireacién molar
v.v.m. Ac:Lac
0 275+ 8.1+ 530+ 1.45 0.43 0.28 3.4:1
3.9 0.53 0.07
0.02 228+ 13.5+ ND® 1.37 0.82 ND" 1.7:1
1.3 0.65
0.04 284 + 144 + 0.72 & 1.86 0.94 0.05 1.9:1
1.6 0.34 0.73
0.06 332+ 18.3 0.67 £ 1.98 1.09 0.04 1.8:1
42 0.88 0.67
0.08 232+ 16.5 + 0.11 % 1.68 1.16 0.01 1.4:1
49 0.22 0.1
0.1 20.0 + 11.8% 0.28 1.37 0.81 0.02 1.7:1
1.1 0.56 0.27

ND*= No detectado; ND"=No determinado. Los datos son el promedio de dos experimentos.

En la Tabla 7, se muestra el balance de carbono tebrico de acuerdo a la via
metabdlica de glucosa propuesta por Degnan y Mcfarlane (1994) (Fig. 3); asi como los
resultados para las diferentes fermentaciones. En la condicién de anaerobiosis se alcanza
un 73.5% de carbono total, lo que significa que un 26.4 % de carbono se esta convirtiendo
en un metabolito no cuantificado. Segin Degnan y Mcfarlane (1994), Rasic y Kurmann,
(1983); Lauer y Kandler, (1976); y De Vries y Stouthamer, (1968) este metabolito debe ser

etanol. De acuerdo a la estequiometria de la formacion de metabolitos en anaerobiosis para
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bifidobacterias, a partir de piruvato se producen 0.5 M de formato y 0.25 M de etanol por
mol de glucosa; la concentracion calculada entonces, para etanol seria la correspondiente a
la mitad de la concentracidén del formato producido. Es decir, en la condicién de
anaerobiosis experimental tendriamos 2.6 mM de etanol y un rendimiento de 0.137 mmoles
de etanol por mmol de glucosa, con a su vez, un % de C de 4.6 dirigido hacia la produccién
de este metabolito. El rendimiento obtenido de lactato en la condicién experimental de
anaerobiosis fue de 0.43 (tabla 6), semejante al tedrico de 0.5 (tabla 7), sin embargo, los
rendimientos de acetato, formato y etanol son menores; si sumamos el porcentaje de C
calculado para etanol al porcentaje de C total para esa condicién nos resulta un total de 78.1
%, por lo que es probable entonces que exista la produccion de algin metabolito no
contemplado como importante en el metabolismo de bifidobacterias.

En las condiciones aireadas se sobrepasa ligeramente el 100% de carbono excepto
para las condiciones con 0.02 y 0.1 vvm (Tabla 7), sin embargo, como practicamente no se
produce formato, se descarta que el piruvato se haya desviado hacia la formacion de
formato, etanol y acetato por esa via. Como se mencioné en la seccién de antecedentes
(ver p. 14) , en el metabolismo de las bifidobacterias se han reportado dos vias posibles
para la diversificacion de piruvato, una es la produccién solo de lactato y otra en la que en
ciertas condiciones de cultivo se pueden formar también etanol y formato.

En bacterias 4dcido lacticas se ha observado, un cambio en el metabolismo de
azucares al cambiar el ambiente del cultivo de anaerobiosis a aerobiosis, este cambio se
refleja principalmente en e] aumento en la produccién de acetato y disminucién de lactato,
esto podria aumentar la formacién de ATP al doble (Condon 1987). EIl metabolismo de
bacterias homolacticas cambia de lactato a acetato en la presencia de oxigeno y de etanol a

acetato en las bacterias heterolacticas (Sakamoto y Komagata 1996). Nuestros resultados
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muestran que en presencia de oxigeno, se favorece la produccién de lactato y la via
fosforocléstica se inhibe, en cambio en anaerobiosis se favorece la via fosforoclastica. En
la Fig. 11 se muestran comparativamente las vias homofermentativa, heterofermentativa y
la via de las bifidobacterias.

Meile y col. (1997), encontraron que B. lactis tolera hasta un 10% de oxigeno
suministrado en el espacio vacio (headspace) del fermentador. En este estudio, en la
presencia de oxigeno, las concentraciones de lactato fueron mas altas que bajo condiciones
andxicas; 5.6 mM para el cultivo anaerobio y 9.9 mM para el aireado. El incremento en la
produccién de lactato disminuyé la relacion acetato:lactato de 10.1:1 a 4.7:1. De manera
similar, nuestros resultados muestran que la relacidon acetato:lactato en B. infantis
disminuy6 en la presencia de aire como resultado de los aumentos en la produccién de
lactato, indicando un cambio en el metabolismo de carbohidratos (Tabla 6). En otro
estudio, conducido con cuatro especies de bifidobacterias, (Talwalkar y Kailasapathy
2003), el oxigeno aparentemente disminuyd la produccién de lactato a diferencia de
nuestros resultados. Sin embargo, una comparacién de los resultados en ambos estudios es
dificil ya que se utilizaron diferentes cepas, diferentes medios de cultivo y diferentes
condiciones de aireacién.

En sintesis se puede aseverar que los cambios que se dan en el metabolismo de
glucosa por el efecto del oxigeno, son principalmente en la produccién de metabolitos que
dependen de equivalentes reductores tales como lactato y etanol. Los cambios en la
produccién de formato y acetato deben estar dados por la sensibilidad al oxigeno de las
enzimas piruvato-formato-liasa y acetato cinasa ya sea a nivel bioquimico o de regulacién

genética.

54



Tabla 7. Balance de Carbono

Airea-
cibén
vvm

Anaerd-

bio
tedrico

Anaeré-

bio

experi-

mental

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

Glucosa
consumida

mM

19.25

16.56

16.32

16.92

14.68

14.71

(2))

(100)

15

99.36

97.92

101.52

88.08

88.26

R

mM

[.75"

27.5

22.8

284

33.2

23.2

20.0

C
(o)

3.5
(58.3)

55
(47.8)
45.6

(45.9)

56.8
(38)

66.4
(65.4)

46.4
(52.6)

40
(45.3)

* Lactato

mM

0.5

8.1

13.5

14.4

183

16.5

11.8

C
%

1.5
(25)

243
21.1)
40.5

(40.8)

43.2
(44.1)

54.9
(54.1)

49.5
(56.2)

35.4
(40)

~ Formato

mM

05

53

ND!

0.72

0.67

0.28

&
(%)

0.5
8.3)

5.3
(4.6)

0.72
(0.73)

0.67
(0.65)

0.11
(0.12)

0.28
(0.31)

e —

mM (%)
025 05
(8.3)

*

(“a)
Total

99.9

73.5

86.7

102.8

120.1

108.9

85.61

Los valores en paréntesis son los porcentajes de glucosa convertidos a producto
*No se cuantificd
1.75°. Equivale a 1.5 mM de acetato via fosfocetolasa + 0.25 mM via piruvato
(enzima fosforoclastica).
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7.2.5 Cinética de las fermentaciones en condiciones anaerobias y aireadas

La tasa de consumo de glucosa (qs), fue mas alta en anaerobiosis (1.6 g glucosa por
g de peso seco por hora) que en las fermentaciones aireadas (Fig. 12), pero un efecto del
oxigeno se logroé observar en la tasa especifica de consumo de glucosa (qs) cuando los
valores aumentaron con flujos de aire mas altos (de 0.73 g g h'' 2 0.02 vvm, hasta 1.14 a
0.1 vvm). Las tasas especificas de crecimiento (p) fueron mds bajas en la presencia de aire,
con valores <0.71 h' mientras que un valor de 0.96 h™' fue alcanzado en la fermentacion
anaerébica (Fig. [2). A pesar de que se obtuvieron tasas especificas tanto de crecimiento
como de consumo de glucosa mas bajas en presencia de aire, esta condicién no afectd la
direccion de la glucosa hacia la biomasa, ya que se obtuvieron rendimientos de biomasa
muy similares para los diferentes tipos de fermentaciones (Tabla 4).

Los coeficientes de produccibén especifica de acetato (qac), también se vieron
afectados por el oxigeno, cambiando de 0.76 g g™ h'' bajo condiciones anéxicas a 0.3 gg’
h' en 0.02 vvm, y 0.69 g g h™' en 0.06 vvm, disminuyendo con flujos de aire mas altos
(Fig. 12). qac es una medida indirecta de la actividad de las enzimas involucradas en la
formacién de acetato, de manera que es posible que la enzima acetato cinasa haya sido
afectada por el oxfgeno. Estos resultados podrian explicar las tasas de crecimiento mdas
bajas obtenidas durante las fermentaciones aireadas ya que la produccion de acetato esta

acoplada a la produccién de ATP.
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Los coeficientes de produccion especifica para lactato (qia) fueron similares para la
condicién andxica y de flujo de aire més bajo (0.02 vvm), sin embargo se observé un
aumento significativo para este pardmetro a flujos de aire més altos, que fueron desde 0.42
20.6 g g" h'' en las condiciones de flujo de aire de 0.04 a 0.08 vvm, con un valor més bajo
para la condicion de 0.1 vvm (0.46 g g!' hh (Fig. 12). La recuperacién de carbono a
través de la produccién de lactato y los rendimientos molares para lactato aumentaron de
forma significativa, de 21.1% y 0.43 mmol de lactato por mmol de glucosa bajo
condiciones andxicas a 56.2% y 1.16 mmol mmol™ en la presencia de aire (Tabla 6 y 7).

Podemos notar también, que en los perfiles de qac ¥ Quc, S€ vuelve a presentar un
perfil de campana en coincidencia con los perfiles de Qo2 y los rendimientos de acetato y

lactato.
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Los valores més altos de qLs. podrian a su vez, ser indicativos de una activacién de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Esto se contrapone de algin modo con los
resultados obtenidos para L. /actis, en donde en presencia de oxigeno se activa la enzima
NADH oxidasa y se produce una competencia por NADH entre ésta enzima y LDH,
conduciendo a un cambio en el uso del piruvato (Hols y col., 1999). En el caso de B.
infantis, se considerd a la actividad in vivo de la NADH oxidasa a través del valor de Qo;.

Las razones por las cuales se puede estar favoreciendo el flujo de carbono hacia la
produccién de un metabolito u otro, tiene que ver con los pasos limitantes en una via
metabdlica. Uno de estos puntos limitantes es la diversificacion del piruvato que va a
depender de la induccién y/o activacion de tas enzimas que lo utilizan como sustrato.

En E. coli (Berrios-Rivera y Bennett, 2003) se ha reportado que en condiciones
reductoras las células van a preferir utilizar las reacciones en las que se requieran mas
equivalentes reductores. Para B. infantis, éste seria el caso para la condicidén de anaerobiosis
en donde se favorece la via fosforoclastica ya que al producir etanol, se estén utilizando dos
moléculas de NADH. En el estudio de E. coli anteriormente mencionado, reportan que una
concentracién mas alta de NADH induce la expresién de la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH, adhE) una de las enzimas que participan en la produccién de etanol; por el contrario
condiciones menos reductoras favorecen la produccion de lactato ya que tnicamente se
utiliza una mol de NADH por mol de lactato. De nuevo, para B. infanfis en el caso de los
cultivos aireados utilizados en ésta investigacién, las condiciones reductoras son menores
que en la condicién de anaerobiosis, por lo que coincidiria el aumento de la concentracién

de lactato con la situacién previamente descrita.
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En conclusién, el cociente NADH/NAD" va a determinar en cierta medida el flujo
de carbono, por lo que necesariamente se tendrian que estudiar las reacciones donde estos
cofactores intervienen, tanto en anaerobiosis como en presencia de aire para B infantis.

Otra posibilidad que se ha observado en cuanto al aumento de la concentracion de
lactato es a través de la activacién de la enzima L-LDH por fructosa-1-6-bifosfato. En
estreptococos se ha encontrado una correlacion entre un exceso o limitacion de glucosa, la
concentracion intracelular de fructosa bifosfato y cambios en la formacidn de los productos
de fermentacién. Bajo condiciones limitantes de glucosa el nivel de fructosa bifosfato es
muy bajo y se produce principalmente productos de fermentacién como acetato, formato y
etanol. En cambio en presencia de un exceso de glucosa y altos niveles de fructosa
bifosfato, se activa L-LDH y la glucosa se convierte principalmente a lactato(Garmyn y
col., 1995).

En la via del metabolismo de la glucosa en bifidobacterias no se ha encontrado
acumulacién de fructosa-6-bifosfato, de hecho, éste paso no se considera en ésta via. Sin
embargo, la enzima L-LDH de bifidobacterias se activa por fructosa bifosfato. La enzima
responsable de la conversiéon de fructosa-6-fosfato a fructosal-6-bifosfato es la
fosfofructocinasa, la cual en bifidobacterias se ha detectado en concentraciones bajas.

(Rasic y Kurman, 1983).
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7.2.6 Determinacién de k& ¢y andlisis del sistema de aireacién.

Para la determinacion del k_a, se realizaron pruebas en el reactor utilizando medio
de cultivo sin inocular. Se observé que tanto la absorcion de oxigeno (moles de O, I h™")
como €] ki .a, aumentaron conforme €l aumento de flujo de aire (Fig. 14 y 15). Los valores
para K a en los flujos de 0.02 a 0.05 van de 0.48 a 1.59 h™'. Estos valores de K4 son muy
bajos. Para el caso de fermentaciones totalmente acrobias los valores de Kia pueden ser
mayores a 100 h', los reportes con valores de & a para sistemas microaerobios sin embargo,

SOn escasos.
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0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040 0.045 0.050 0.055
flujo de aire vvm

Fig. 14. Valores de k.a a diferentes flujos de aireacion. Pruebas realizadas en medio de
cultivo TPYG sin células.
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Fig. 15. Absorcidn de oxigeno a diferentes flujos de aireacion. Pruebas realizadas en medio
de cultivo TPYG sin células.

En el caso de microorganismos anaerobios facultativos como Lactobacillus sake,
Propionibacterium shermanii o Leuconosioc mesenteroides se ha estudiado también el
efecto del oxigeno en su metabolismo en fermentaciones aireadas donde los valores de ki.a
se han reportado en el rango 4.8 hasta 53 h™' (Amanatidou y col., 2001; Plihon y col., 1995;
Quesada y col., 1998; Azaola y col., 2004). Quesada y col., (1998) reportan valores de k.a
como “bajos” en el rango de 10 y 22 h™ para la produccién de vitamina B, en
Propionibacterium shermanii un microorganismo anaerobio facultativo; en este estudio a
esos valores de k.2 el microorganismo consumia todo el oxigeno transferido, por lo que el
nivel de oxigeno disuelto fue de cero hasta las 16 horas del cultivo.

Como ya se discutid, B. infantis logré crecer aun en la condicién donde el flujo de
aireacién fue més alto (0.1 vvm) por lo que seguramente B. infantis todavia podria crecer a

valores de ki a4 mas altos, sin embargo es dificil determinar con los datos obtenidos cual
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seria el limite de resistencia. En los microorganismos aerobios se puede determinar la
demanda de oxigeno y en base a eso tener un parametro para establecer el 4y.a en el reactor,
situacién diferente para microorganismos microaerofilicos, anaerobios facultativos y atin
mas en anaerobios estrictos, a los que hay que ir suministrando concentraciones crecientes
de oxigeno hasta observar donde el microorganismo ya no es capaz de crecer o donde una
variable de respuesta cambia de manera significativa, sin embargo, esta diferencia podria
darse en un rango muy pequefio entre una concentracion de oxigeno no limitante y una
limitante.

En esta investigacién con B. infaniis, los resultados obtenidos en relacién a los
diferentes flujos de aireacién mostraron entre si diferencias que fueron dificiles de
correlacionar, por lo que la discusion se centr6 mayormente en la comparacién de la
condicion anaerobia con respecto a las condiciones aireadas, donde de forma global se
pudieron notar diferencias en ¢l metabolismo utilizando aire, y se pudo obtener un

aproximado sobre la capacidad de absorcién de oxigeno de B. infantis.

7.2.7 pH.

En la fermentacion anaerobia, el pH disminuyé en coincidencia con el crecimiento
llegando a aproximadamente a un pH de 4.25 a las 5 horas del cultivo, la disminucion del
pH se dio desde la primera hora. En las condiciones aireadas, durante las primeras tres
horas el pH practicamente se mantuvo, retrasando su caida hasta aproximadamente la
cuarta hora de fermentacion; el valor de pH alcanzado por estas fermentaciones fue entre
4.5 y 4.7 a las 6 horas (Apéndice 2). Como ya mencionamos anteriormente el CO; al
disolverse en el medio, forma 4cido carbdnico, lo que contribuye a su acidificacién, es

posible que al aplicar aire, el CO, se desplazara, revirtiendo esta situacién. Es posible
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también, que este efecto amortiguador en las primeras horas del cultivo, haya contribuido a
que el microorganismo resistiera las condiciones de estrés por el oxigeno, y asi alcanzar

una mayor tolerancia.
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CAPITULO VHI. CONCLUSIONES

En cuanto 2l objetivo de establecer las condiciones de crecimiento en

condiciones de anaerobiosis y en presencia de oxigeno, se encontré:

1.

Una buena opcidn para crear el ambiente anaerobio fue con CO; de alta pureza (99%)
ya que cuando se utilizé nitrdgeno para saturar el medio de cultivo en el reactor, no se
obtuvo crecimiento de B. infantis.

En el sistema de fermentacién disefiado, donde inicialmente se inoculd a B. infantis en
un ambiente de CO,, e incorporando gradualmente el oxigeno con flujos de aire bajos;
el microorganismo crecié con rendimientos de biomasa similares a la condicion
anaerobia.

La aero-tolerancia que alcanzé el microorganismo fue alta ya que soportd
concentraciones de OD de hasta un 80% durante la fase exponencial.

En cuanto al efecto del oxigeno en la formacién de productos de fermentacion de

glucosa se encontré:

4. En condiciones aireadas, el flujo de carbono se favorece hacia la produccion de lactato

donde, la concentracion de este metabolito se vio aumentada al doble de la producida en
condiciones anaerobias. En cambio la via fosforocldstica se inhibe, ya que la
concentraciéon de formato en presencia de aire disminuye de manera significativa.

Este estudio contribuye al conocimiento del efecto del oxigeno en el crecimiento de B.
infantis 'y en la formacién de productos del metabolismo de glucosa, abriendo la
posibilidad de manipular las condiciones de fermentacién para obtener un balance en la
relacién acetato:lactato, asi como para obtener buen crecimiento bajo condiciones de
aireacién controladas.
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CAPITULO IX. RECOMENDACIONES

Es importante continuar con la investigacion sobre el efecto del oxigeno en la enzimas
involucradas en la asimilacion del oxigeno: NADH oxidasa y NADH peroxidasa, asi
como en algunas enzimas del metabolismo de glucosa tales como: acetato cinasa y
lactato deshidrogenasa.

Estudios sobre la regulacién en la expresion de las enzimas mencionadas en ausencia y
presencia de oxigeno.

Continuar con el estudio en cuanto al disefio de sistemas fermentaciéon que permitan
cuantificar el efecto del oxigeno en microorganismos anaerobios aero-tolerantes.

El estudio de la funcidon del CO, en las bifidobacterias, podria también abrir una linea
de investigaciéon importante con respecto tanto a su fisiologia, como a las condiciones
6ptimas de crecimiento de estos microorganismos.

Este sistema de fermentacion podria ser ttil para el estudio de otros microorganismos
anaerobios aero-tolerantes, se propone realizar la determinacién del Qo y usarlo como
un parametro para comparar aero-tolerancias entre microorganismos.

La bisqueda de cepas aero-tolerantes para aumentar el uso de especies de

bifidobacterias en los productos probidticos.
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APENDICES

Apéndice 1. Viabilidad de B. infantis en el in6culo.
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Fig. A.l. Comparacién del perfil de UFC/ml contra absorbancia, para cuantificar el
crecimiento de B. infantis en medio TPYG, crecido en botellas de suero de un litro y

burbujeadas con CO, de alta pureza. Este cultivo se utilizd como inéculo para las
fermentaciones en el reactor.
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Apéndice 2. Comportamiento del pH en fermentaciones anaerobia y aireadas.
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liquido por minuto): 0.02 (B), 0.04 (C), 0.06 (D), 0.08 (E) y 0.1 (F).

Perfiles de pH en condiciones anaerobias y aireadas. Anaerobiosis (A);
Fermentaciones Aireadas (flujo de aire, en v.v.m.: volumen de aire por volumen de
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Absiract Fermentation conditions were developed to
allow Bifidobacterium infantis 1o grow in the presence
of air. Batch fermentations in TPYG medinm, starting
from anoxic conditions followed by the application of low
airflow rates {0.02-0.1 air volume, per liquid media
volume, per minute (vvm)], were analyzed for growth,
oxygen uptake, and product formation by the bacterium.
Under all aerated fermentations, B. infantis showed high
aerotolerance, with a maximum oxygen-specific consump-
tion rate of 0.34 mmol oxygen per gram dry cell weight
per hour in the presence of 0.06 vvm. Similar growth
yields were obtained under oxic and anoxic conditions
(0.11-0.13 and 0.11 g dry cell weight per mumol glucose,
respectively). Oxygen also influenced metabolite forma-
tion since lactate production and its molar relation 1o
acetate increased and formate decreased with aeration ralc.
Under anoxic conditions, a maximum concentration of
8.1 mM lactate and an acetate/lactate ratio of 3.5:1 were
obtained, while under oxic conditions the lactate concen-
tration increased more than two-fold and the acetate/laciate
molar ratio decreased to 1.5:1. The possibility of balancing
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acetate/lactate molar ratios for organoleptic purposes as
well as for obtaining good growth under microaerated
conditions was demonsirated.

Introduction

Bifidobacteria are gram-positive bacteria that inhabit the
intestinal tracts of both humans and animals and are
commonly used in the preparation of probiotic products
(Beskorovainy and Milter-Catchpole [989), The oral
ingestion of these microorganisms produces a protective
effect on the gut flora (Gismondo et al. 1999). Bifidobac-
terium infantis is a strain of infant gastrojntestinal tract
origin that has been shown experimentally to participate in
competitive exclusion against diarrheagenic bacteria
(Bemet et al. 1993). Diarrheal disorders are among the
causes of the high infant and child morbidity and mortality
rates in Mexico (Secretaria de Salud 2001), therefore the
manufacture of probiotic products with this particular
species 1s of great interest. One of the technological
aspects to be considered in probiotic selection is the
viability of the microorganisms during processing (Matti-
la-Sandholm et al. 2002), and among the significant
factors affecting the viability of bifidobacteria is oxygen.
Bifidobacterium species have been applied in the manu-
facture of dairy and pharmaceutical products but, since
Bifidobacterium possess neither a respiratory chain nor
catalase, it is pgenerally considered strictly anaerobic;
bence, oxygen toxicity is an important problem when
bifidobacteria are cultivated for industrial applications.
However, some strains are considered moderately aerotol-
erant, since they survive in the presence of air (De Vries
and Stouthamer 1969; Uesugi and Yamija 1978; Meile et
al. 1997; Beerens et al. 2000; Talwalkar et al. 2001).
Shimamura et al. (1990, 1992) showed that B. infantis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum and Bifi-
dobacterium adolescentis are able to consume O, and
found that these strains have NADH oxidase, NADH
peroxidase, and low superoxidase dismutase activities
which minimize the toxicity of activated oxygen com-



pounds. These enzymes also opcrate in lactic acid bactena,
which are considered facultative anaerobes, although some
strains grow well under oxic conditions. This ability bas
becn linked to a shift in the carbohydrate metabolism of
these microorganisms in response to oxygen (Condon
1987). In a recent study, Talwalkar and Kailasapathy
(2003) found a change in the metabolic response of four
Bifidobacterium spp. to different oxygen environments
such that the lactate 1o acetate ratio of the bacteria
decreased with an increase in oxygen percentage. It can be
concluded that aerotolerance differs for each strain of
bifidobacteria; therefore, it is necessary to test the oxygen
resistance of the particular probiotic microorganism to be
utilized and to investigate whether this resistance is
coupled to a change in carbohydrate metabolism. The
objective of the present work was to determine the effect
of oxygen on growth and main product formation (acetate,
lactate, and formate) by B. infantis.

Materials and methods
Stain

B. infantis ATCC 17930 was maiptained at —70°C in a mixture of
20% glycerol and 10% skimmed milk powder (Oxoid).

Inocula

A volume of 10 ml modified MRS broth (Desjardins et al. 1990) was
inoculated with 1 ml of the stock culture and incubaled in an anoxic
jar with a Gaspack system (Oxoid) at 37°C for 24 h. This culture
was transferred to a 1-] serum botile sealed with a rubber stopper and
containing 1,000 ml TPYG medium (g 17": glucose $; casein
peptone 10; soy peptone S; yeast extract 2.5; cysteinc 0.5; K,HPO,
2; MgCl, 0.5; ZnSQ, 0.25; CaCl, 0.15; FeCly 0.005; and 1 ml
Tween 80) previously degassed with high-purity CO,. The culture
was incubated at 37°C in an orbita incubator shaker at 200 rpm for
12 h and harvested at mid-exponential growth phase to inoculate the
reactor in & 10% (v/v) proportion.

Fermeatation conditions

Ten | TPYG medium were fermented in a 16-] stirred reactor (New
Brunswick Scientific, Edison, N.J., USA). For anoxic conditions,
oxygen was displaced from the sterile medium by sparging high-
purity CO; until the dissolved oxygen percentage relative to
satucation with air (% DO) was zero. The medium was then
inoculated and a constant CO, flow rate of 200 ml min™" was
mainiained throughout the fermentation. For different aerated
conditions, 0% DO was aftained using the previous procedure, the
CO; flow was then shui off, the medium was inoculated ,and a
constant airflow in vvm units {air volume, per liquid media volume,
per minute), controlled by a rotameter (Gilmont instruments, Great
Neck, N.Y.,, USA), was supplied in a3 rapge between 0,02 and
0.1 vvm. [n all cases the medium pH was adjusted to 6.5 afler
inoculation usging sterile 10 N NaOH. All fermentations were carried
out at 37°C and stirred at 100 rpm. pH and saturated % DO were
counstantly monitored vsing a glass pH-electrode (Mettler-Toledo,
Process Analylical, Mass., USA) and a galvanic dissolved oxygen
clectrode (New Brunswick Scientific), respectively. Experiments
were done in duplicate.
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Analytical methods

Hourly samples wecre withdrawn and analyzed as (ollows: cell
concentration was monitored by measuring the optical density al
660 nm. Cell dry weight was determined by filtering 3-ml sawmplcs
theough 0.45-pum nitrocctivlose filters, washing with 10 ml distilled
watcr and dryiag to conslant weight at 50°C. A corrclation between
optical density and dry weight was obtained. A portion of each
sample was cenirifuged (8,000 g for 15 min at 4°C), and the
supernatant was stored at —20°C for subsequent chromatographic
analyses. Glucose and fermentation products {acetate, laclate, and
fortnate) were analyzed by high-pressure liquid chromatography
(Perkin Elmer Isocratic LC Pump 250) with Aminex HPX-87H
column (Bio-Rad, Richmond, Calif,, USA) at room temperature
with a 0.6 ml min™' flow using H3SO, (0.01 N) as eluent and a
Perkin Eimer LC-30 refractive index detector.

Paramelers estbmation

Specific growth rate (- h ™'y was estimated during the exponential
growth phase by linear regression of In X/X, (dry cell weight) vs
time. Growth and product yields (¥, g dry cell weight (dew) per
mmol glucose consumed and Y, mmol product per mmol glucose
consumed, respectively) were calculated as the ratip between either
biomass or product (acetate, lactale, or formate) produced and
consumed substrate. Specific rates of acelate and lactate foration
(g product per g dcw per b), were calculated as p/Y,, (Pint 1975),
where Y, 4 15 the biomass yield referred 10 product formed (g dew
per g product). Specific oxygen consumption rate (Qg;) was
calculated as mmol oxygen per g dew per h, from an oxygen
balance, where dCy/d! is cqual 1o the oxygen supplied minus that
consumed: dCr/df = Kla(C* — CL) — Q02X ; considenng C* as
0.25 mM; (C =concentration of the dissolved gas in mM, C*=sat-
uration value of the dissolved gas in the phase boundary, Kla is the
volumetric axygen transfer coefficient, h ).

Results
Growth and oxygen consumption by B. infantis

High-purity CO, was used to create an anoxic environ-
ment. [n acrated fermentations, B. infantis cells were able
to grow when the airflow was injected afier the inocula-
tion. Growth curves and % DO under anoxic and aerated
conditions of 0.02—0.1 vvm are shown in Fig. 1. In aerated
fermentations, the % DO curve rapidly increased during
the first hour and slowed down when the culture entered
the exponential growth phase. Maximum oxygen con-
sumption by the microorganism occurred in the mid-
exponential growth phase during which the % DO curve
declined (Fig. 1b-f). Under these conditions, the micro-
arganism was able to support growth to the same extent as
in the apoxic eavironment (Fig. 1a). In all aerated
conditions, oxygen uptake stopped as growth ceased and
the % DO increased again by the time the culture entered
the stationary phase. This confirms oxygen assimilation by
the microorganism. Starting aerated fermentations from
(0% DO apparently permitted progressive oxygen iacor-
poration, allowing B. infanlis to support oxygen concen-
trations as high as 80% DO (Fig. 1f). The decline in % DO
(Fig. 1b-f) corresponded to the cellular capacity for
oxypen uptake. The actual specific oxygen consumption
rates (Qpy: mmol oxygen assimilated per g dew per h)
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increased from 0.02 to 0.34 mmol O, g~' h™" with airflows
from 0.02 to 0.06 vvm, respectively, and values decreased
with higher airflow rates (Table 1).

Aeration effect on biomass and metabolite production

Btomass concentration of B. mfantis was lower in acrated
than in anaerobic fermentation; however, all biomass
yields were similar (Table 1). Aeration did not prevent
glucose fermentation since the main metabolites from the
bifidus pathway were produced. The anoxic condition
yielded 3:1 acetate/lactate molar ratio, as has been
previously reporied for bifidobacteria (Wolin et al.
1998). The acetate/lactate molar ratio changed to an
average of 1.8:1 in all aerated fermentations (Table 2).

Slight variations in acetate concentrations and acetate
molar yields were observed in that acetate production in
the aerated fermentations at 0.04 and 0.06 vvm was similar
to that under anoxic conditions, but at 0.02, 0.08, and
0.1 vvm it was lower (Table 2). In contrast, lactate
production (Table 2) was considerably higher in the
presence of air, increasing more than two-fold at 0.06 and
0.08 vvm compared to the tevel in the anaerobic culture.
Lactate molar yield values were also at least two-fold
higher when airflows were applied and, consequently,
acetate/lactate ratios decreased (Table 2). Under aerated
conditions, 19-35% more carbon was recovered as lactate
than in the anaerobic fermentaton (Table 2). Formate
production was practically nil in the presence of air, while
B. infantis grown under anoxic conditions accumulated
5.3 mM of this metabolite.

Fermentation kinetics of anoxic and aerated conditions

The glucose consumption rate (g;) was higher in the
anaerobic (1.6 g glucose per g dew per h) than in the
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aerated fermentation (Fig. 2), but an effect of oxygen on
the glucose specific consumption rate was observed in Lhat
g values increased with hl&her airflows (0.73 g g ' h™'
0.02 vvm, to 1.14 g g "' h™' at 0.1 vvm). Spcc1ﬂcgrow1h
rates (u) were lower in the presence of air, with values
<0.71 h™" whereas a value of 0.96 h™' was reached in the
anaerobic fermentation (Fig. 2).

Specific acetate production coefficients (gac) were also
affected by aeration, changing ﬁ‘om 0.76 g g~ h™! under
anoxic conditions to 0.3 g g "'h™ at 0.02 vvm, and
069 g g' h™' at 0.06 vvm, and decreasing with higher
airflows. Specific lactate production coefficients (gpgc)
were similar for the anoxic and lowest airflow (0.02 vvm)
condition, but a significant rise in this para.meler occurred
at higher airflow rates, from 0.42t0 0.6 g g Tht al 0. 04—
0.08 vvm, and a lower value at 0.1 vwm (0.46 g g~ h™").
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Fig. 2 Kinetic parameters of anaerobic and aerated fermentations.
(filled circles) Specific glucose consumption rate (g, g glucose per g
dcw) (open squares) specific growth rate (i, h ') (open circles)
spectfic acetate production rate (¢4, g acetate per g dew per h)
(filled triangles) specific lactate production rate (g .., g lactate per g
dew per h)
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Table 1 Biomass concentrations, biomass molar yields, and oxygen uptake for anacrobic and aerated fermentations by Bifidobacterium
infuntis in TPYG mediom at 37°C. ND Not determined. Results are means of two independent experiments

b

Aeralion Biomass Biomass yield® Specific uptake rate of oxygen
rates (vwm)® &I (g dcw per mmol glucose) {mmol of Oy per g dew per h)
0 2.1£0.06 0.1 ND
0.02 1.84+0.09 0.11 0.02
0.04 1.9240.08 0.12 0.11
0.06 1.85+0.08 0.1% 0.34
0.08 1.81+0.09 0.13 0.10
0.1 1.59+0.09 0.1 0.04

*Volume of air per volume of liquid per min
Biomass data were taken at 12 h of fermentation
“Dry cell weight (dew) per mmol glucose consumed

Table 2 Metabolite conceniration and product yields afier (2 h, for anaerobic and acrated fermentations by B. infanis in TPY G medium at
37°C. Values in parentheses arc percentages of glucose converted to the product. Data are means of two experiments. ND Not determined

Aeration Metabolite concentration Product yield Acetate/lactate
rates (vvm)  (mM) ~ (mmol product per minol glucose) ratio
Acetate Lactate Formate Acetate Lactate formate
0 27.5£3.9 (47.8)  8.1%0.53 (21.1) 5.3020.07 (4.6) 1.45 0.43 0.28 3.4:10
0.02 22.8+1.3 (45.9) 13.5+0.65 (40.8) - 1.37 0.82 ND 1.7:)
0.04 28.4%1.6 (58) 14.4£0.34 (44.1)  0.72:0.73 (0.73) 1.86 0.94 0.05 1.9:1
0.06 33.2+4.2 (65.4) 18.340.88 (54.1)  0.67+0.67 (0.65) 1.98 1.69 0.04 §.8:1
0.08 23.2:4.9 (52.6) 1654022 (56.2)  0.110.1 (0.12)  1.68 116 0.01 14:1
0.1 20.0+1.1 (453) 11.8%0.56 (40)  0.28+0.27 (0.31)  1.37 0.81 0.02 1.7:1
*Not detected
Discussion Induction of NADH oxidase under oxic conditions in

The results indicate that B. infantis is able to grow in the
presence of up to 80% DO, showing a high aerotolerance
under the conditions used in this work (starting fermenta-
tions without oxygen). A gradual incorporation of oxygen
into the medium contributed to obtaining good growth
under oxic conditions, suggesting that a period of
adaptation for the cell is needed. Although lower specific
growth rates and glucose consumption rates were obtained
under aerated conditions (Fig. 2), the presence of oxygen
did not affect the direction of glucose to biornass, as
similar biomass yields for aerated and anaerobic fermenta-
tions were obtained (Table 1).

The declines of % DO during the exponential growth
phase confirmed oxygen assimilation by the microorgan-
ism. Shimamura et al. (1992), reported NADH oxidase as
the major enzyme involved in oxygen consumption by B.
infantis, since superoxide dismutase activity played only a
minor role in the reduction of oxygen by this microor-
ganism. Qo, values, therefore, possibly reflect in vivo
activity of NADH oxidase. After the maximum value was
obtained at 0.06 vvm (Table 1), On, values dropped,
suggesting that the activities of enzymes involved in the
oxygen tolerance system of B. infantis are regulated.

some Streptococcus spp. has been described (Matsumoto
et al. 1996), as well as in other facultatively anaerobic
bacteria, e.g. Zimomonas mobilis (Nishiyama et al. 2001).
Also, Talwalkar and Kailasapathy (2003) reported that

" NADH oxidase and NADH peroxidase are induced in B.

infantis, B. laclis, B. pseudolongum, and B. longum.

The maximum Q°12 value reached by B. infantis was
0.34 mmol O, g™' h™" (0.06 vvm). This is ten times lower
than the Qg value of 3.61 mmol O, g™' b™" reported for
Lactococcus lactis MG1363, a facultative anaerobe, when
5% DO was maintained in a continuous mode in a
bjoreactor (Jenpsen et al. 2001). Unlike bifidobacteria,
some lactic acid bacteria show faster growth rates and
greater biomass yields in the presence of oxygen. A shift
from anoxic to oxic cultivation also produced changes in
sugar metabolism, mainly from lactate to acetate, doubling
the amount of ATP formed (Condon 1987). Homolactic
bacteria metabolism shifts from lactate to acetate in the
presence of oxygen and from ethanol to acetate in
heterolactic bacteria (Sakamoto and Komagata 1596).
Our resulis show that acetate concentrations were slightly
affected by oxygen, except at 0.1 vvm; thus, the metabolic
capacity of B. infantis seems to be affected at airflows
higher than 0.06 vvm. The g4, values were lower for
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acrated fermentations (Fig. 2). This result explains the
lower growth rates obtained during aerated fermentations,
since acetate production is coupled to ATP production.
Higher g, ,. values (Fig. 2) were obtained with air. Carbon
recovery through lactate and lactate molar yields increased
significanily, from 21.1% and 0.43 mmol lactate per mmol
glucose under the anoxic condition to 56.2% and
1.16 mmol mmol™' in the presence of air (Table 2).
Pyruvate formate lyase, the enzyme involved in formate
synthesis, has been reported to be strongly oxygen-
sensitive (Sawers and Bock 1988); in accordance with
this finding, only traces of formate were produced in the
presence of air (Table 2). This shift in the final product
proportion 1 the presence of air would be beneficial from
the technological point of view, as the organoleptic
characteristics of the product would improve with a higher
lactate proportion and the disappearance of formate.

Meile et al. (1997) found that B. lactis tolerates 10%
oxygen supplied in the headspace atmosphere of the
reactor. In the presence of oxygen, the lactate concentra-
tion was higher than under the anoxic condition; 5.6 mM
in the anaerobic culture, and 9.9 mM in the aemated one.
The increment in lactate production lowered the acetate/
lactate ratio from {0.1:1 to 4.7:1. Similarly, our results
show that the B. infantis acetate/lactate ratio decreased in
the presence of air as a result of incremental increases in
lactate, indicating a change in carbohydrate metabolism
(Table 2). In another study, conducted with four Bifido-
bacterium spp. (Talwalkar and Kailasapathy 2003), oxy-
gen apparently decreased lactate production in contrast to
our results. However, a comparison of the data from both
studies is difficult since different strains, different media
(with a higher glucose concentration), aod different
aeration conditions were used.

In conclusion, the inoculation of B. infantis in a CO»
environment, followed by a gradual incorporation of
oxygen with low airflow rates, resulted not only in
aerotolerance of the strain, but also in enbanced lactate
production. This fermentation condition can be applied to
the manufacture of probiotic preparations in order to
counteract the effect of oxygen on biomass production by
the microorganism. The accumutation of lactate and the
disappearance of formate suggests a change in pyruvate
metabolism, but further studies are needed to elucidate this
effect. Funhermore, the results on changes in final
metabolite concentrations open the possibility to balance
acetate/lactate molar ratios with aerated fermentations for
organoleptic purposes.
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