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PALABRAS CLAVE Resumen En los ultimos anos, la relacion entre la microbiota intestinal (M), el hospedero y
Fructanos; las enfermedades cronicas no transmisibles ha generado interés por conocer de qué manera
Biopelicula; es posible mantener esa comunidad en el hospedero. Las bacterias acido lacticas (BAL) son
Bacterias acido bacterias gram positivas con actividad probiotica y beneficios demostrados para la salud, como
lacticas; la disminucion de la masa de grasa corporal y del riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2. Uno
Lactobacillus spp. de los principales mecanismos de colonizacion y supervivencia de las bacterias es la produccion

de biopeliculas (BP) y la utilizacion de prebioticos como sustrato para lograr un equilibrio de la
MI. Sin embargo, no existe evidencia suficiente para demostrar que los fructanos de agave (FA)
promueven la formacion de BP. El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la formacion de
BP de un consorcio de BAL integrado por Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii
ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus en presencia de FA a distintas concentraciones:
0%, 0,1%, 4%, 8% y 16%. La adicion de 0,1% de FA se correlaciond con una mayor capacidad para
producir BP, de modo que se podria modular la formacion de BP de estas bacterias mediante ese
agregado. Las BP pueden tener un efecto positivo en el hospedero favoreciendo la homeostasis
intestinal, la resistencia a la colonizacion, la estabilidad para la digestion de alimentos y las
modificaciones quimicas de los farmacos, ademas de tener efectos benéficos para la salud.
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Agave fructanos promote in vitro biofilm formation with a probiotic consortium
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus and
Streptococcus thermophilus

Abstract In recent years the relationship between the intestinal microbiota, the host and
chronic non-communicable diseases has brought interest into the study of its formation and
maintenance in the host. Lactic acid bacteria (BAL) are Gram-positive bacteria with probiotic
activity, which have been associated with many health benefits, such as decreased body fat
mass and lower risk of type Il diabetes mellitus. One of the main colonization mechanisms and
bacteria survival strategies is the production of biofilms and the use of prebiotics as substrates
to achieve a balance within intestinal microbiota. However, there is not enough evidence to
demonstrate the biofilm formation in the presence of agave fructans (AF). This study aimed to
evaluate in vitro the biofilm formation in a consortium of lactic acid bacteria: Lactobacillus
delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
in the presence of AF at different concentrations: 0%, 0,1%, 4%, 8% y 16%. The addition of 0,1%
of AF correlates with the best capacity for biofilm formation. The findings imply the possibility
of modulating the biofilm formation of lactic acid bacteria with AF. These results can contribute
positively to the host, by generating intestinal homeostasis, colonization resistance, stability
to food digestion and chemical modifications of drugs and carry out beneficial functions to the
health.

© 2024 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

Las interacciones simbidticas estan ampliamente extendi-
das en la naturaleza y el ser humano no es la excepcion.
La mucosa intestinal humana es el nicho de aproximada-
mente 10 trillones de simbiontes' que, en su conjunto,
reciben el nombre de microbiota intestinal (MI)'°. La MI esta
compuesta por bacterias (filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomi-
crobia y Cianobacteria), arqueas, protozoos, bacteriofagos,
virus que infectan organismos eucaridticos y hongos'.

La composicion y dinamica de la Ml y la colonizacion del
hospedero estan determinadas por diversos factores, inclui-
dos el estado dietético-nutricional, el ambiente, el estilo de
vida, el binomio salud-enfermedad y la ingesta de farmacos,
como antibidticos’. La Ml desempefa una amplia variedad
de funciones metabdlicas: participa en la digestion y obten-
cion de energia mediante la hidrdlisis de los componentes
de la dieta (glUcidos, proteinas y lipidos) y en la sintesis de
vitaminas (K, B12, biotina, acido félico y acido pantoténico);
ademas, favorece la absorcion de diversos minerales como
calcio, fésforo, magnesio y hierro®. Cuando la homeostasis
de la MI se altera (disbiosis), se inicia un proceso inflamato-
rio de la mucosa intestinal, lo que conduce al desarrollo de
enfermedades cronicas e infecciones oportunistas’. De ahi la
importancia de mantener la homeostasis de la Ml (eubiosis)
para preservar la salud del individuo.

Actualmente, esta demostrado que el desarrollo y mante-
nimiento de una MI sana puede lograrse a través de diversos
mecanismos, por ejemplo, mediante una dieta rica en fibra
y baja en grasa y disminuyendo el uso de antibioticos. Por
otro lado, también se ha documentado el uso de compues-
tos bioactivos, provenientes principalmente de alimentos

vegetales'?, conocidos como prebidticos. Algunos ejemplos
de prebidticos son los fructooligosacaridos (FOS), los galac-
tooligosacaridos (GOS), la lactulosa y los oligosacaridos de la
leche humana (HMO), a los que actualmente se suman como
candidatos a prebioticos algunos minerales, polifenoles y
acidos grasos poliinsaturados'®.

Los FOS son los prebidticos vegetales mas frecuente-
mente utilizados en la terapia nutricional. Quimicamente
son oligosacaridos lineales de fructosa con enlaces § (2—1);
dentro de este grupo, la inulina es uno de los FOS mejor
caracterizados>?¢. La inulina otorga varios beneficios a la
salud: tiene efectos antioxidantes, disminuye la obesidad,
la resistencia a la insulina, la inflamacion y la hiperuricemia,
y mejora la mucosa intestinal, las enfermedades renales y el
metabolismo de los lipidos, entre otros*°. Los beneficios de
la inulina se relacionan con la mejoria de la Ml dado que esti-
mula el crecimiento de bacterias simbioticas benéficas (p.
ej., bifidobacterias, lactobacilos, Aureobasidium pullulans
y Escherichia coli no patogénica) que pueden fermentar los
prebidticos?*?’. Estas bacterias benéficas reciben el nombre
de probidticos y pueden obtenerse exégenamente a través
de la alimentacion o de suplementos.

Los beneficios de los probidticos incluyen mejoria en
enfermedades relacionadas con el intestino, el higado y el
sistema inmunitario, en enfermedades neurodegenerativas
y en la obesidad, asi como en la aterosclerosis, la depre-
sion, las enfermedades infecciosas, las alergias, el sindrome
metabdlico, el cancer y la diabetes mellitus® 232,

Los probidticos mas usados son las bacterias acido lacti-
cas (BAL), como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp.,
y también especies de Saccharomyces?™. La eficacia de los
probioticos depende, principalmente, de las propiedades
microbioldgicas y fisioldgicas de las cepas seleccionadas?, asi
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como de las caracteristicas bioquimicas de los prebiéticos’.
Existen preparaciones probidticas que se comercializan,
como el VSL#3**, que ya ha sido analizado en ensayos con
humanos. Este producto esta compuesto de cuatro cepas de
Lactobacillus spp., tres de Bifidobacterium spp. y una de
Streptococcus spp.'""?33 y su uso se asocié con importantes
mejorias en el tracto gastrointestinal”®. Otra preparacion
que incluye una mezcla de 11 cepas de Lactobacillus spp.
y Bifidobacterium spp. mostré un alto potencial para el
manejo del sindrome de intestino irritable a través de la
inmunomodulacion en el hospedero’.

Un aspecto importante para el mantenimiento de la Ml en
el intestino es la adhesion de las bacterias sobre las células
epiteliales o la mucosa. Este proceso esta relacionado con la
formacion de una biopelicula (BP). Las bacterias son capaces
de formar BP una vez que alcanzan una densidad poblacional
tal que la comunicacién entre ellas es sincronica (quorum
sensing). La BP es un agregado de microorganismos dentro
de una matriz de biopolimeros compuesta por el hospederoy
el microorganismo, que se adhiere a particulas de alimento,
a la mucosa o al epitelio®®. Los problemas en el desarro-
llo de la BP y su contacto con la mucosa estan asociados a
enfermedades intestinales, de tal modo que la formacion de
la BP contribuye a la homeostasis del intestino y a la orga-
nizacion, comunicacion, estabilidad y resiliencia de la MI,
asi como a la digestion de los alimentos y modificacion de
algunos farmacos en el hospedero'”*. En este sentido, la BP
se esta convirtiendo en un nuevo biomarcador para detec-
tar algunas enfermedades como el cancer colorrectal y la
enfermedad de intestino irritable’’.

La formacion de la BP es un aspecto que debe ser con-
siderado al momento de establecer consorcios bacterianos
como posibles simbioticos para mejorar la MI. Por ello, este
trabajo tuvo como objetivo evaluar in vitro la formacion de
BP de un consorcio de BAL, Lactobacillus delbrueckii ssp.
lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus ther-
mophilus, en presencia de fructanos comerciales originarios
de agave (FCOA), tipo inulina.

Materiales y métodos

Condiciones de cultivo

Las cepas L. delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bul-
garicus y S. thermophilus se adquirieron de Danisco France
S.A. (Dangé Saint Romain, Francia). Estas se encontraban
liofilizadas y se activaron en medio de cultivo Man Rogosa
Sharpe (MRS) (BD Bioxon) a 37°C por 24 horas en atmos-
fera microaerofilica, en contenedores de anaerobiosis de la
marca Merck TM® (KGaA, Darmstadt, Alemania) al 5% de O,.

Efecto prebiotico de fructanos de agave sobre BAL

Para evaluar la capacidad prebidtica de los fructanos de
agave (FA) en las BAL de interés, se inoculo 500 ul de un
cultivo fresco del consorcio en Erlenmeyer con 50ml de
caldo MRS previamente suplementado con FA (inulina) a dis-
tintas concentraciones: 0,1%, 4%, 8% y 16%. Estos cultivos
se incubaron a 37°C durante 69 horas en las condiciones
de anaerobiosis antes descritas. Transcurrido ese tiempo, se
determino la densidad dptica (DO) de los cultivos empleando

alicuotas de 200 pl y se la compar6 con la DO inicial (que
fue 0,1 en todos los casos). La DO se midié a una longi-
tud de onda de 620nm en un lector de placas microtiter
(Labsystems Multiskan Ascent 354). Se incluyeron controles
negativos de caldo MRS y caldo MRS adicionado con FA.

El analisis estadistico de los resultados incluyo la prueba
de analisis de la varianza (ANOVA) y comparaciones multiples
con la prueba de Tukey; se empled el software GraphPAD
Prism 8.0.1. Dotmatics.

Induccion de la formacion de biopelicula en
presencia de FA

Para evaluar la induccion de BP en presencia de FCOA, se
us6 el producto comercial Organic agave inulin® (enature
taste feel evolution), México. Los cultivos de BAL se prepa-
raron inoculando 500 wl de los cultivos frescos previamente
activados en medio MRS adicionado con fructanos al 0,1%,
4%, 8% y 16%. La formacion de BP se ensayd en microplacas
Microtiter™ de 96 pocillos de fondo plano, en cada poci-
llo se colocd 200 ul de MRS adicionado con el consorcio de
cepas y los FA, todos los tratamientos se incubaron bajo las
condiciones ya descritas durante 69 horas.

Tincién con cristal violeta

Para visualizar la produccion de BP, al término de la incu-
bacion se desecho el sobrenadante y se realizaron cuatro
lavados con agua destilada mediante agitacion vigorosa para
eliminar las bacterias no adheridas, luego se dejo secar la
microplaca a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las
BP adheridas en los pocillos fueron tenidas con 200 ul de
violeta de genciana (Golden Bell®, México) al 0,1% durante
cinco minutos, después el colorante fue retirado por decan-
tacion y los pocillos se lavaron nuevamente cuatro veces con
200 pl de agua destilada. Las microplacas se dejaron secar
a temperatura ambiente durante una hora, luego se afadio
200 pl de caldo MRS y se dejo reposar durante cinco minutos.
Para cuantificar la BP, las microplacas se llevaron a un lec-
tor de ELISA (Labsystems Multiskan Ascent 354) para medir
la DO a 540 nm; se incluyd la lectura de un control negativo.

Clasificacién de la capacidad de formacion de
biopelicula

Para clasificar el estimulo para la formacion de BP ejercido
por los FA sobre las BAL, se usaron placas de microtitulacion.
En funcion de la DO leida y de acuerdo con la clasifica-
cién propuesta por Manijeh et al.'’, se delimitaron cuatro
categorias de capacidad de formacién de BP: no formadoras
(0), débilmente formadoras (+), moderadamente formado-
ras (++) y fuertemente formadoras (+++) (tabla 1). El punto
de corte del control (densidad éptica del control negativo
[DOc]) se definié como tres desviaciones estandar (DE) mas
la DO media de los controles: DOc =DO media de los contro-
les + (3 x DE de los controles). La DO final de cada una de las
muestras se calculéo como el valor de la DO medido menos
el valor de DOc. Si dicha resta daba un valor negativo, este
se anotaba como 0, mientras que cualquier valor positivo
indicaba la produccién de BP%.
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Tabla 1 Clasificacion de la formacion de BP basada en la
DO medida a 540 nm'®

No formadoras (0)

Débilmente formadoras (+)
Moderadamente formadoras (++)
Fuertemente formadoras (+++)

DO < DOc

DOc <DO < 2(DOc)

2 (DOc) <DO < 3(DOc)
3 (DOc) <DO

BP: biopelicula; DO: densidad 6ptica; DOc: densidad optica del
control negativo.

Biomasa bacteriana
DO 620 nm

— — —
FA 0% 01% 4% 8%  16%
Cultivos de BAL

Figura1 Crecimiento del consorcio de BAL en ausencia o pre-
sencia de FA a distintas concentraciones.

Se muestran valores de media+ DE. Uno (*), dos (**) o tres
(***) asteriscos indican diferencias significativas para p <0,05;
p <0,01y p <0,001, respectivamente.

BAL: bacterias acido lacticas; DE: desviacion estandar; FA: fruc-
tanos de agave.

Viabilidad bacteriana posformacion de biopelicula

La viabilidad bacteriana posterior a la formacion de BP se
determind tomando 50 ul de sobrenadante del ensayo de
induccion y sembrandolo en cajas de Petri que contenian
agar MRS. Estas placas se incubaron en las condiciones de
anaerobiosis descritas por 24 horas; con este ensayo se veri-
fico la viabilidad de las bacterias formadoras de BP.

Resultados

Determinacion del crecimiento de BAL en
presencia de FA

Los FA indujeron el crecimiento de las BAL de manera sig-
nificativa, como se observa en la figura 1. En todos los
casos, la biomasa bacteriana en el punto final (69 horas) se
incrementd con respecto al punto inicial (0 horas). En este
sentido, los mayores incrementos se observaron con concen-
traciones de FA del 0,1% y 4%; sin embargo, se esperaria que
a mayor concentracion fuera proporcional el incremento de
la biomasa.

Formacion de biopelicula

Una vez comprobado el uso de los FA como fuente de carbono
durante el crecimiento bacteriano, se decidié analizar la
capacidad de los FA para promover la formacion de BP. A la
concentracion de 0,1%, los FA mostraron una estimulacion

ek ok
%k %k k T‘
FA
0%
0,1%

4%
8%
16%

i N-N

Produccion de biopelicula
DO 540nm

Control | |
Cultivos de BAL

Figura 2 Formacion de BP in vitro del consorcio de BAL en
ausencia o presencia de FA a distintas concentraciones.

Se muestran valores de media &+ DE. Control: muestra no inocu-
lada. Tres (***) asteriscos indican diferencias significativas para
p <0,001.

BAL: bacterias acido lacticas; BP: biopelicula; DE: desviacion
estandar; FA: fructanos de agave.

en la produccion de BP con respecto al control (fig. 2). De
acuerdo con los valores de DO obtenidos, el tipo de BP fue
débil en los controles en ausencia de FA y fuerte en presencia
de 0,1% de FA. A la concentracion de 0,1%, la formacion de
BP fue casi dos veces mayor con respecto al control. Sin
embargo, cuando se anadio 4%, 8%y 16% de FA, no se observd
incremento en la produccion de BP.

Aunque la induccion de la biomasa bacteriana en cultivos
con 0,1% y con 4% de FA fue de similar magnitud (fig. 1),
no sucedi6 lo mismo con la produccion de BP, ya que no se
observéd incremento de la formacion de BP en los cultivos a
los que se les afadié concentraciones de FA de 4%, 8%y 16%.

La figura 3 muestra que hubo crecimiento bacteriano
luego de 24 horas de incubacion a partir de la siembra de
todas las muestras enriquecidas con FA, lo que implica que el
consorcio siguio viable tras la formacion de la BP después de
69 horas de incubacion en presencia FA. Asimismo, se puede
notar el mayor efecto positivo de los FA a concentraciones
del 0,1% y 4% con respecto a las concentraciones de 8%y 16%.

Clasificacién de la formacion de biopelicula por
BAL en presencia de FA

De acuerdo con los valores obtenidos en una medicion de
punto final de DO a 540nm, las BAL se clasificaron en las
siguientes cuatro categorias de tipo semicuantitativo: no
formadoras de BP, débilmente formadoras, moderadamente
formadoras y fuertemente formadoras.

Para establecer los limites, a partir de tres muestras con-
sideradas como control negativo, se calculd la media, que
fue 0,04. Para llegar al valor del punto de corte estandar
(DOce), a ese valor se le sumo tres veces la DE de los con-
troles, que fue 0,043.

DOce = 0,04 + (3 x 0,043)
DOce =0, 169

Asi, los valores superiores a 0,169 se consideraron indi-
cadores de muestras formadoras de BP para este consorcio
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BAL en MRS enriquecido con FA a diferentes concentraciones

Control a) CBAL b) CB +FA 0,1%

c) CB +FA 4% d) CB +FA 8% e) CB +FA 16%

Figura 3  Viabilidad bacteriana posformacion de BP.

Se muestra el crecimiento en MRS luego de 24 horas de incubacion de alicuotas de cultivos controles no adicionados con FA (a) y de

cultivos adicionados con 0,1% (b), 4% (c), 8% (d) y 16% (e) de FA.

BP: biopelicula; FA: fructanos de agave; MRS: Man Rogosa Sharpe.

Tabla 2 Clasificacion semicuantitativa de la capacidad de formacion de BP de BAL

Clasificacion

Formula Rangos

No formadoras (0)

Débilmente formadoras (+)
Moderadamente formadoras (++)
Fuertemente formadoras (+++)

DO 540 < DOce

DOc <DO 540 < 2(DOce)

2 (DOce) <DO 540 < 3 (DOce)
3 (DOce) <DO 540

DO < 0,169
(0,169 <DO < 0,338)
(0,338 <DO < 0,507)
(0,507 <DO)

BAL: bacterias acido lacticas; BP: biopelicula; DO: densidad 6ptica; DOc: densidad dptica del control negativo; DOce: punto de corte

estandar del control.

de BAL (tabla 2). El consorcio se comporto como débilmente
formador de BP en ausencia de FA al 0,1% (la DO se ubico
entre 0,169 y 0,338) y como fuertemente formador de BP en
presencia de FA al 0,1% (la DO superé el umbral de 0,507).

Discusion

En los ultimos afos, se han investigado minuciosamente
los efectos perjudiciales para la salud humana de la for-
macion de BP por bacterias patdgenas gram negativas. Sin
embargo, no se ha investigado extensivamente el benefi-
cio que puede implicar para la salud humana la produccion
de BP de bacterias gram positivas, particularmente de las
BAL, consideradas probioticos. Si bien varios estudios han
investigado la capacidad de formacion de BP de cepas de
Lactobacillus*3"37, la evaluacion de la formacion de BP de
las BAL en presencia de un sustrato especifico, como los
FA, ha sido poco explorada, aun cuando estos ya han sido
considerados prebioticos.

Es importante evaluar la BP producida por bacterias cali-
ficadas como probidticos, ya que, de acuerdo con Kubota
et al.™, la presencia de las BP, particularmente en BAL,
funciona como un mecanismo de defensa frente a la colo-
nizacion de otros microorganismos, es decir, las protegeria
frente a un ambiente hostil y evitaria la colonizacion por
bacterias patogenas. Las BAL consideradas formadoras de
BP corresponden a Lactobacillus rhamnosus'?, Lactobaci-
llus plantarum' y L. rhamnosus GG*. En este estudio nos
hemos centrado en la BP mixta formada por L. delbrueckii
ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y S. thermophi-
lus; los resultados obtenidos son similares a los reportados
por Rezaei et al.?*, quienes encontraron que los microorga-
nismos que formaron BP mas fuertes fueron L. delbrueckii,
L. plantarum, L. delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus bre-
vis y L. lactis subsp. lactis, e incluso tuvieron efectos

antibacterianos mas notorios en comparacion con las bac-
terias que se encontraban en forma planctonica. Ya se ha
evidenciado que algunas BAL poseen los genes y las enzimas
requeridas para llevar a cabo la fermentacién de fructanos,
para su posterior utilizacion'®. Sin embargo, existe un vacio
con respecto a las funciones especificas de estos genes. Tam-
poco se ha determinado qué especies de BAL tienen afinidad
por sustratos especificos, como los fructanos, ni qué con-
centracion es la mas adecuada para que haya un efecto de
estimulacion en la produccion de exopolisacaridos (EPS) y la
formacion de BP.

En este estudio se utilizaron FA y se comprobd que el
consorcio microbiano de BAL evaluado fue capaz de uti-
lizarlos mediante la fermentacion para obtener energia y
aumentar la biomasa y la formacion de BP. Esto concuerda
con los resultados publicados por Probert et al.?*, quienes
informaron que los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium
presentan enzimas denominadas fructosil-furanosidasas, las
que pueden degradar los enlaces B de los fructanos, por
lo que esta caracteristica les permite crecer en los medios
que incluyan dichos carbohidratos como fuente energética.
Asimismo, Cerning et al.® y Oleksy et al.?' mencionan que
las fuentes de carbono y nitrdgeno pueden estar implica-
das directamente en el rendimiento y la composicion de
los exopolisacaridos biosintetizados por Lactobacillus para
la formacion de BP, asi como también en las interacciones
entre distintas fuentes de carbono en un mismo medio de
cultivo.

En este estudio se utilizo un tiempo de fermentacion de
69 horas, un pH de 4 y una temperatura de 33°C. Adesulu
et al.? y Wang et al.* informaron que el tiempo de cul-
tivo, la temperatura y el pH influyen en el crecimiento y la
produccion de EPS por BAL para la formacion de BP.

El tiempo de incubacion utilizado en nuestros experi-
mentos se considera dentro de los parametros de un cultivo
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de fermentacion prolongada; incluso microscopicamente se
observo que las BP se encontraban en la etapa de madu-
racion e iniciando la etapa de dispersion. Los valores de la
DO 540nm reflejan una disminucion en la produccion de BP
de las muestras de BAL + FA al 4%, 8% y 16%, ya que a esas
concentraciones se consideran formadores de BP débil. Esto
podria ser el resultado de la produccion de enzimas que
degradan la BP por parte de estas bacterias. En el 2000,
Phan et al.?? informaron por primera vez que se detectan
hidrolasas de glucdsidos al final de la fase de crecimiento
logaritmico y en la fase de declive en los cultivos de L. rham-
nosus R, lo que puede explicar la degradacion de EPS en
cultivos prolongados de BAL. Estos resultados fueron con-
firmados por Tsuda et al.** y por Zhang et al.’’, quienes
comunicaron que la disminucion en las cantidades de EPS
para la formacion de BP después de una incubacion prolon-
gada de diferentes cepas de Lactobacillus productoras de
EPS se debia a la accion de las glucohidrolasas en el cul-
tivo, que catalizan la degradacion de los exopolisacaridos.
De la misma forma, Lin et al.” y Yang et al.*® mencionan
que la posible presencia de glucohidrolasas que hidrolizan
EPS a monomeros podria causar la disminucion en el ren-
dimiento de EPS durante la fermentacion prolongada, vy,
por lo tanto, la disminucion en la formacion de BP. Sin
embargo, Skyberg et al.?’ reportaron que la cantidad de
BP fue sensiblemente mayor en los medios minimos, tal
como se observo en el presente estudio y en concordancia
con lo informado en investigaciones anteriores, Sadekuzza-
man et al.?® mostraron que tanto la adherencia bacteriana
como la formacion de BP son estimuladas en condiciones de
escasez de nutrientes en el medio. Nuestros resultados indi-
can que las condiciones experimentales son fundamentales
y que es necesario seguir evaluando diferentes concen-
traciones de FA y distintos tiempos de fermentacion para
llegar a conclusiones mas firmes con respecto de los efec-
tos in vitro de los FA sobre las BAL y la formacion de
BP.

Conclusiones

Los FCOA (compuestos con beneficios para la salud ya repor-
tados en la literatura) en una concentracion del 0,1% fueron
capaces de estimular el crecimiento bacteriano y la pro-
duccion de exopolisacaridos para la formacion de BP de
tipo fuerte en un consorcio de BAL compuesto por L. del-
brueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp. bulgaricus y S.
thermophilus. Se comprobd que la disponibilidad de fruc-
tanos es importante para que estas bacterias puedan tener
el sustrato necesario para producir exopolisacaridos y for-
mar la BP como método de supervivencia. Estos hallazgos
sugieren la posibilidad de modular la formacion de BP de
las BAL a partir del uso de FCOA al 0,1% para aumentar
su supervivencia y permitir que ejerzan funciones benéfi-
cas para la salud humana, evitando el desequilibrio de la
MI y previniendo las enfermedades relacionadas con ese
desbalance.
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