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RESUMEN

En los ultimos afios, el consumo de alimentos procesados ha impactado en el equilibrio de la microflora
intestinal humana, lo que ha conllevado a una alta incidencia de desordenes metabolicos. Los
microorganismos probi6ticos, como los del género Lactobacillus, son considerados alimentos
funcionales, debido a los beneficios que ofrecen tales como el mantenimiento del equilibrio en la flora
intestinal, la estimulacién del sistema inmunitario asi como la produccidn de metabolitos benéficos entre
otros. Sin embargo, durante el periodo de almacenamiento de estos alimentos, las condiciones
ambientales afectan la viabilidad de los microorganismos lacticos. La semilla de Salvia hispanica L.
(“chia”) presenta propiedades nutricionales que podrian estimular el crecimiento de bacterias lacticas
con caracteristicas probioticas. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de las semillas de Salvia
hispanica L. (chia) en el crecimiento de las cepas probiéticas Lactobacillus casei ATCC 334 y
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Para ello, se compard la velocidad maxima de crecimiento (log
UFC/mI*h), el tiempo de generacion (minutos) y el tiempo de viabilidad celular (dias) de las cepas
lacticas en un medio con adicion y sin adicién del sustrato propuesto. Las curvas de crecimiento y de
supervivencia expresadas como el recuento de microorganismos viables (log UFC/mI) en horas y dias,
fueron elaboradas mediante la aplicacién matematica del modelo de Gompertz. La adicidn de semilla
molida de Salvia hispénica L. (chia) present6 un efecto favorable en el crecimiento y viabilidad de
Lactobacillus casei ATCC 334, la cual muestra un aumento en la velocidad especifica de crecimiento
(0.39 + 0.03 UFC/mI*h [P=0.02]) y una disminucion en el tiempo de duplicacién (46.0 + 3.3 minutos
[P=0.02]). La viabilidad de L. casei en el mismo medio alcanza un periodo de 19 dias, tiempo mayor al
tiempo de viabilidad en agua (P=0.02) con una concentracion de 1.78x10° UFC/ml. Mientras que L.
acidophilus ATCC 4356, la adicion de chia molida no estimula la velocidad maxima de crecimiento
exponencial (0.35 + 0.03 UFC/mI*h™ [P=0.06]); ni el tiempo de duplicacién (52.6 + 4.8 minutos
[P=0.14]); a pesar que exhibe un tiempo de viabilidad de 4 dias, tiempo mayor con relacion al control de
agua destilada [P=0.02]. La cantidad de fibra cruda, carbohidratos y proteinas presentes en el sustrato
chia podria explicar la estimulacion de crecimiento y el mantenimiento de la viabilidad de L. casei en el
presente estudio. Se concluye que, la adicién de semillas molidas de Salvia hispanica L. (chia) favorece

el crecimiento e incrementa el tiempo de viabilidad de Lactobacillus casei ATCC 334.
PALABRAS CLAVE

Chia, Salvia hispanica L., Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, probidtico, prebiotico,

simbiético.



ABSTRACT
In recent years, the consumption of processed foods has impacted the balance of the natural human gut
microflora, which leads to a high incidence of metabolic disorders. Probiotic microorganisms, such as
the genus Lactobacillus, are considered functional foods, due to the benefits they offer such as the
maintenance of balance in the intestinal flora, stimulation of the immune system, as well as the
production of beneficial metabolites and so on. However, during the period of storage of these foods, the
environmental conditions affects the viability of these lactic acid bacteria. The seed of Salvia hispanica
L. ("chia") has nutritional properties that could stimulate the growth of lactic acid bacteria with probiotic
characteristics. The objective of this study was to evaluate the effect of Salvia hispanica L. seed (chia)
on the growth of probiotic strains such as Lactobacillus casei ATCC 334 and Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356. For this purpose, the maximum growth rate (log CFU/ml*h), doubling time (minutes) and
cell viability (in days) of these bacteria with and without addition of the proposed substrate were
calculated. Growth and survival curves were expressed as number of viable microorganisms (log
CFU/ml) in hours and days, and adjusted using the Gompertz model. The ground seed of Salvia
hispanica L. (chia) favors the growth and the viability of Lactobacillus casei ATCC 334, which shows
an increase in the maximum growth rate (0.39 + 0.03 CFU/ml*h [P=0.02]) and a decrease in the
duplication time (46.0 £ 3.3 minutes [P=0.02]) while the viability of L. casei in the same medium
reached 19 days of growth time greater than distilled water (P=0.02), at a concentration of 1.78x10°
CFU/ml. Whereas L. acidophilus ATCC 4356 does not show growth stimulation with the addition of
ground chia (0.35 = 0.03 CFU / ml * h-1 [P=0.06]); or decrease in the duplication time (52.6 + 4.8
minutes [P= 0.14]), although it exhibits a viability of 4 days (P=0.02) in relation to the control in
distilled water. The amount of crude fiber, carbohydrates and proteins present in the chia substrate could
explain the stimulation of growth and the maintenance of the viability of L. casei in the present study. It
is concluded that the addition of ground seed of Salvia hispanica L. (chia) presents the beneficial effect

on the growth of Lactobacillus casei ATCC 334 and increases its viability compared to distilled water.
KEYWORDS:

Chia, Salvia hispanica, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, probiotics, prebiotics,

symbiotics.



I. INTRODUCCION

Los alimentos funcionales son aquellos que poseen un valor nutritivo propio y también,
proporcionan una funcion activa que mejora la salud del individuo que la ingiere. En otras
palabras, confieren un efecto preventivo o terapéutico en la salud del organismo, ademas de
aportar los nutrientes necesarios (1-7). Es asi que, la demanda de estudios de investigacion

con relacion a estos alimentos se ha incrementado en los Gltimos afos.

Desde el inicio de la vida, los microorganismos coexisten con nosotros como parte de un
proceso evolutivo, por el cual mientras el ser humano otorga un ambiente para los
residentes microbianos, ellos ofrecen un paquete enzimatico para el metabolismo de
nutrientes. Durante el momento del parto y la lactancia materna, los microorganismos
provenientes de la madre son trasferidos hacia el feto; empezando asi a colonizar las
paredes del epitelio intestinal y desarrollando una microbiota rudimentaria protectora que
se mantiene a largo de la vida del sujeto. Luego, a medida que la persona crece, la
microbiota interactta con las células humanas, influenciando en la fisiologia de las células
epiteliales, en el metabolismo de los alimentos y/o sustancias que este ingiere, asi como en
el estado inmunologico del huésped, a través de la produccion de ciertos metabolitos (8);
como resultado la microbiota intestinal mantiene el estado gastrointestinal de salud de cada

individuo.

Sin embargo, los cambios en los patrones alimentarios, el estilo de vida sedentario moderno
y el consumo de antibidticos de manera indiscriminada, han afectado el acceso y la
colonizacion de bacterias comensales en el intestino conllevando a una alteracion en la
composicion microbiana conocida como disbiosis intestinal; la cual esta actualmente
asociada a enfermedades como obesidad, diabetes tipo-Il, enfermedades cardiovasculares e
incluso en el desarrollo de células cancerigenas (1,8,9). De esta manera, es indispensable la
suplementacion de sustancias en la dieta que compensen esta situacion. Una alternativa en
particular es el consumo de alimentos con propiedades prebi6ticas y probidticas que
podrian modular la microbiota intestinal en el hospedero de forma positiva. En este estudio
se propone la convergencia de ambos, inclinando nuestra balanza hacia la elaboracion de

alimentos simbiéticos.



1.1. Semillas de chia

1.1.1. Antecedentes de las semillas de chia
La semilla de Salvia hispanica L. o cominmente conocida como ‘“chia”, proviene de
vocablo chian del lenguaje Nahuatl de los aztecas, que significa aceitoso; mas tarde los
espafioles aplicaron el mismo nombre a otras especies de semillas con usos similares a
través de Nueva Espafia (10). Esta especie pertenece a la familia de la menta, Lamiaceae,
de orden Lamiales, y del reino Plantae; crece hasta 1 m de altura y presenta hojas
ordenadas de forma opuestas. El color de las semillas de “chia” varia desde negro, gris y
negro con puntos blancos, y la forma es ovalada con un tamafio variable entre 1-2 mm.

Presenta ademas flores moradas (11,12) (Figural).

Figural.- Salvia hispanica L.

Planta de Salvia hispanica L., “Chia”. Perteneciente a la familia Lamiaceae. Fuente (12).

Esta planta era utilizada ampliamente en Mesoamérica precolombina, dentro de la region de
México, como parte de los tributos aztecas, también como alimento, medicina y materia
prima para producir un aceite que era empleado como base en pinturas decorativas y
unglientos cosméticos; luego, estas semillas se dispersaron en la regién de Guatemala,

donde también tuvieron un gran valor como alimento, medicina y como aceite; un segundo
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cultivo precolombino fue encontrado en la region sur de Honduras y Nicaragua, aqui esta
semilla poseia usos médicos (10,11). Afos después del descubrimiento de América, los
cultivos de chia fueron desplazados por los cereales aportados por los espafioles; por lo que
aquellos sobrevivieron en las areas montafiosas de México y Guatemala a finales del siglo
pasado (11). De esta manera, se evidencia el uso medicinal en Mesoamérica, la adaptacion

y la expansion de esta semilla a lo largo del continente.

1.1.2. Composicion nutricional de las semillas de chia
En connotaciones cientificas modernas, los beneficios de las semillas de chia se encuentran
con base en la composicion nutricional de esta; tales como la presencia de un gran
porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados esenciales como Omega 3 y Omega 6,
proteinas, vitaminas y minerales, y un alto porcentaje de fibra dietética y carbohidratos. Las
caracteristicas nutricionales le confieren un alto potencial como alimento funcional para ser

insertado en una dieta balanceada.

En el contenido lipidico, esta semilla posee &cidos grasos insaturados, entre ellos
principalmente acido a-linolénico (C18;3n-3), acido linoleico (C18:2n- 6) y acido erdcico
(C18:1n- 9), siendo el a-linolénico el de mayor abundancia en la semilla de chia (11). La
incorporacion de acidos grasos poliinsaturados a una dieta balanceada permite reducir las
proporciones de colesterol y triglicéridos en las vias circulatorias sanguineas (3, 12, 17, 18),
por ende constituye un factor cardiovascular protectivo (6). Ademas, reduce el riesgo del
desarrollo de algunas enfermedades cerebrovasculares y enfermedades degenerativas (3,
11), por ello presenta un factor cerebro protector. Es a través de la sintesis de otros acidos
grasos esenciales en el organismo por los cuales ejercen sus funciones, tales como; los
fosfolipidos estructurales de membrana; como los son el acido eicosapentaenoico (EPA) el
acido docosahexaenoico (DHA) (14), y también de prostaglandinas, leucotrienos y

tromboxanos (11).

Respecto a la composicidn de proteinas, la semilla contiene aproximadamente un 20 % de
proteinas, un porcentaje mas alto en comparacion a otros cereales tradicionales como el
trigo (13,7 %), el maiz (9,4 %) y el arroz (6,5 %) (11). Dentro del contenido de

aminodacidos, se puede encontrar que la proporcion de lisina es alta, siendo este un
10



aminodcido esencial para la estimulacion de la hormona de crecimiento y en la absorcion de
calcio. Los aminoacidos mas abundantes son el &cido glutdmico y el &cido aspartico (6),
que cumplen funciones nerviosas Yy excretoras, respectivamente; aunque ambos
aminoécidos son no esenciales. Lo que es mas resaltante, es que se encuentran aminoacidos
azufrados de enlaces S-S (cisteina y metionina) favorablemente mayor frente a otras
semillas oleaginosas (11) comunes en proteinas de origen animal y utilizadas por el
organismo para la formacion del antioxidante glutation, asi como la sintesis de queratina y

la formacidn del tejido conectivo.

Por su parte, la semilla de chia ofrece un 26 % de carbohidratos y sobretodo un alto
porcentaje de fibra dietética (18-30%). Cuando la semilla es expuesta a particulas de agua,
esta exuda una estructura mucilaginosa (15,16), la cual presenta un 44 % de polisacaridos
de una mezcla quimica como D-xilosa, D-manosa, D-arabinosa, D-glucosa, é&cido
galacturonico y acido glucuronico (3, 15), monosacéaridos de origen vegetal. Por otra parte,
la fibra dietética actia como un agente digestivo en el intestino, incrementado el transito
intestinal (6); por lo que las dietas ricas en fibra contribuyen a mantener una salud intestinal

saludable.

Aln mas, la semilla de chia presenta una buena fuente de vitaminas y minerales. Por
ejemplo, vitaminas pertenecientes al complejo B como la niacina, tiamina y acido félico,
asi como vitamina A, y minerales como calcio, fésforo, magnesio, potasio, hierro, zinc y
cobre (11,12,17,18). Por ultimo, es notable la presencia de antioxidantes como acido
clorogénico y el acido cafeico en esta semilla; asi como también contiene proporciones de
miricetina, quercetina, kaempferol y flavonoles (6,11,12). Estos compuestos de manera
sinérgica contribuyen a la fuerte actividad antioxidante de la Chia, siendo
comparativamente mas fuertes que los antioxidantes comunes como la vitamina C y la

vitamina E.

1.1.3. Cultivos de chia y uso en la industria alimentaria
Actualmente la chia es cultivada, en regiones como Argentina, Australia, Bolivia,
Colombia, Guatemala, México y Per(. Ademas, se han reportado que es cultivada en el
sureste de Asia y en el Caribe (10). En el Peru existen productores del cultivo de chia con
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buena adaptacion, tanto en la costa asi como en ciertas regiones de la sierra; entre algunas
provincias donde se cultivan chia se encuentran Arequipa, Cuzco, Lambayeque, La
Libertad, Huanuco y Apurimac (17, 18). Esto indica la adaptacion de la planta en distintas
areas geogréficas asi como distintas variedades de la misma.

La industria alimentaria de varios paises alrededor del mundo incluyendo Estados Unidos,
Canadd, Chile, Australia, Nueva Zelanda y México utilizan ampliamente las semillas de
chia asi como el aceite de chia o la harina de chia; ofreciendo diferentes aplicaciones en
alimentos como los cereales en el desayuno, barras de cereal, galletas, jugos de fruta,
queques, productos de panaderia y yogur (11,12,19,20). Esto muestra una introduccién de

las semillas de chia en el mercado debido a sus bondades nutricionales.

1.1.4. Beneficios del consumo de las semillas de chia
De hecho, las semillas de chia y sus derivados se encuentran asociados con aportes
beneficiosos para la salud como la reduccion del riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares, diabetes mellitus, y aquellas relacionadas a desdrdenes metabdlicos
(11,12); por lo cual la incorporacion de esta semilla la convertiria en un alimento nutritivo

y benéfico para la salud.

En primer lugar, el consumo de esta semilla posee un papel antidiabético, pues la
administracion de insumos de panaderia con la adicion de diferentes concentraciones de
chia redujo el indice de glucemia postprandial en sujetos sanos (21), lo que aumenta la
sensacion de saciedad. Aun mas, el aceite de chia aumenta la expresion de proteinas
relacionadas a la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina como HSP70 (Proteina
de Shock Térmico 70) y HSP2 (Proteina de Shock Térmico 2), asi como el aceite de chia
junto con los granos de chia entera son capaces de restaurar el sistema anti-oxidante en
ratas obesas inducidas (22); por tanto esta semilla favorece la tolerancia de las células a la

captacion de glucosa e insulina en personas con diabetes.

En segundo lugar, presenta un efecto preventivo frente al desarrollo de desordenes
metabolicos; asi lo muestra un estudio donde la expresidn de genes lipogénicos disminuye
en el consumo de una dieta suplementada con semillas de chia en una regulacién tejido-

especifica durante el desarrollo del tejido adiposo en corderos (23); y este mismo tipo de
12



dieta supone una herramienta nutricional para el aumento de acidos grasos poliinsaturados
(&cido linoleico) y la reduccion del ratio n-6/n-3 en tejido adiposo de los corderos,
favoreciendo el contenido de &cido grasos poliinsaturados de tipo n-3, los cuales cumplen
un rol antiinflamatorio en el organismo. También, el consumo de semillas de chia y aceite
de chia ejerce un efecto protector contra el estrés oxidativo, contra sustancias reactivas
como TBARS (Sustancias reactivas de acido tiobarbiturico) y 8-isoprostano en un estudio
in vivo a ratas obesas inducidas por la dieta (24). Esto debido a la alta proporcién de acidos

grasos insaturados en las semillas de chia y de antioxidantes en su composicion.

Por altimo, un beneficio adicional de la incorporacion de granos de chia en matrices
alimentarias, es la capacidad de la semilla de mantener la calidad organoléptica en el
alimento, como el color y textura, asi como mejora la humidificacion y estabilidad
emulsificante del mismo (25); dado que no presenta un determinado sabor en particular,
esta semilla podria ser un aditivo nutricional que proporciona &cidos grasos poliinsaturados
y alta cantidad de fibra al alimento como una opcion sustituyente de grasas saturadas

comunes en la dieta.

1.2.  Prebiodtico
1.2.1. Concepto de prebidtico
La fibra dietética son aquellos compuestos de origen vegetal resistentes a la hidrolisis por
diversas enzimas digestivas humanas, llegando intactas al colon siendo hidrolizadas parcial
o completamente por la flora del colon, y otras excretadas por las heces (26,27). Por otra
parte, los prebioticos son ingredientes alimenticios fermentables que acttian beneficiando la
estimulacion del crecimiento selectivo y/o actividad de ciertos microorganismos de la flora
intestinal, mejorando asi la salud del hospedero (16, 28-35). De manera similar a la fibra,
debido a la estructura quimica que éstas poseen no son hidrolizados por el metabolismo
humano; sin embargo, a diferencia de la fibra, el concepto de prebiotico incluye la
selectividad que poseen estos compuestos en el crecimiento de microorganismos benéficos

en el intestino.
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1.2.2. Consideraciones de los prebidticos

Ademas, para que un ingrediente alimenticio sea considerado como un prebidtico debe
cumplir los siguientes requisitos: 1) debe ser resistente a la acidez gastrica y enzimas
proteoliticas; no debe ser absorbidos en la zona de colon ascendente; 2) debe ser un sustrato
selectivo para aquellas bacterias comensales y benéficas del colon, que son estimuladas en
su crecimiento y metabGlicamente activas; 3) debe ser capaz de alterar la flora en favor de
una composicién mas saludable (31-34); como también poseer buenas propiedades
sensoriales y proveer efectos en la salud a través de estudios clinicos humanos (13). Para
ejemplificar esto, entre algunos prebidticos conocidos se encuentran los
fructooligosacaridos [FOS], galactooligosacaridos [GOS], xilooligosacéridos [XOS],
isomaltooligosacaridos  [IMOS], inulina, lactulosa, pirodextrinas, polidextrosa
(13,16,28,29,34), entre otros.

1.2.3. Metabolismo de prebidticos
Para comprender la funcion biologica de estos compuestos, primero es necesario explicar el
metabolismo de la fibra dietética. Este proceso se desarrolla segin las condiciones
fisiologicas y metabolicas del hospedero asi como de la participacion de un consorcio de
diversidad de enzimas bacterianas presentes en el intestino (16); sobretodo, depende de la
estructura quimica del carbohidrato a metabolizar, de caracteristicas como el largo de la
cadena, grado de polimerizacion y las ramificaciones de las cadenas del polisacarido (33).
Para ello, los microorganismos poseen un conjunto de enzimas como hidrolasas de
glucésidos, glicosiltransferasas, liasas de polisacaridos y estereasas de carbohidratos (33),
asi como la capacidad de hidrolizar enlaces tipo B en polisacaridos, lo que permite la
hidrolisis de una amplia variedad de estructuras polisacaridas que alcanzan el tracto

gastrointestinal.

Asimismo, segun los productos del metabolismo de estos compuestos, se pueden clasificar
en dos rutas de fermentacion. Por un lado, estos compuestos podrian seguir una ruta
sacarolitica, produciendo una alta proporcion de los acidos grasos de cadena corta (AGCC);
entre ellos acetato, propionato y butirato, y también ciertos intermediaros como el

succionato, acrilato, lactato, formato, etanol, y gases como H;, CH; y el CO, (16,29,33).
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Por otro lado, podrian continuar por la via proteolitica, con la produccion también de
acetato, propionato, butirato, asi como acidos grasos de cadenas ramificadas (AGCR);
acido iso-butirico, iso-valérico, y acidos 2-metilbutirico, y ciertas sustancias adicionales
como fenoles, indoles, amonio y aminas (16). Con frecuencia, los compuestos considerados
como prebidticos siguen la fermentacion sacarolitica, produciendo en mayor proporcion

productos como los AGCC, cuyos beneficios se detallardn méas adelante.

Una vez mas, el equipamiento enzimatico bacteriano del tracto intestinal utilizado para
procesar sustratos como los prebio6ticos que consuma el hospedero es un claro ejemplo de la
relacién simbidtica que existe entre el hospedero y su microbiota intestinal. EI principal
efecto bioldgico de los productos del metabolismo de sustancias prebi6ticas en el intestino
del hospedero es la acidificacion del pH del lumen intestinal, suprimiendo asi el
crecimiento de determinados patdgenos y manteniendo asi la integridad del epitelio
gastrointestinal (16,29,33).

Uno de los AGCC secretado por los microorganismos como producto metabolico es el
acetato, el cual presenta un efecto directo sobre el metabolismo lipidico (16), es capaz de
atravesar la barrera hemato-encefalica (33) para ser metabolizado principalmente en el
mausculo, rifiones, corazdén y cerebro (29). El segundo de ellos es el propionato, el cual sirve
como sustrato para la gluconeogénesis local intestinal y/o hepatica (29,33), tiene la funcion
de regular la lipogénesis en el tejido adiposo, reduce la cantidad de &cidos grasos en el
higado y plasma, y mejora la sensibilidad a insulina (16,29). Ademas, el propionato podria
ser considerado como una molécula de sefial celular, pues modula las interacciones
celulares y la expresion genética (36). El tercer metabolito es el butirato, el cual es
metabolizado preferentemente por las células epiteliales del colon y del intestino, siendo
sustrato preferencial de estas, aportando el 70% de su energia. Este actla como un
metabolito sefial al ser capaz de regular el crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis
de los colonocitos (16, 23, 27, 33, 34). Ademas, aumenta la produccion de mucosa en el
intestino, y la proliferacion de células saludables y también estimula la produccién de
factores de crecimientos y citoquinas anti-inflamatorias (37). EIl efecto de cada uno de

estos metabolitos influye en el aporte energético a los enterocitos a nivel local, asi como
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también puede fortalecer el sistema inmunoldgico y regular los sistemas metabdlicos de la

glucosa y de los lipidos a nivel sistémico.

Ahora bien, son precisamente las bacterias lacticas, pertenecientes al consorcio microbiano
de la microbiota intestinal, con caracteristicas probioticas las que poseen el equipamiento
enzimatico para fermentar los polisacaridos con propiedades prebi6ticas. Es decir, estos son

quienes realmente evaltan el efecto de las semillas de chia.

1.3.  Probidtico
1.3.1. Concepto de probidtico
De acuerdo a la Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO, 2006), los probioticos son
“microorganismos vivos los cuales cuando son administrados en cantidades adecuadas
confieren beneficios de salud sobre el hospedero o receptor” (35). Entre otras definiciones
incluyen la adicion de un efecto benéfico a la salud del huésped por encima del
mantenimiento del estado de salud general del organismo (8, 22, 38); como la reduccion del
riesgo a contraer una determinada enfermedad. Por ello, también son catalogados dentro de

los alimentos funcionales.

1.3.2. Consideraciones de los probioticos
Para considerar a un microorganismo como probiotico util, se deben destacar algunos
criterios: 1) Deben ser biolégicamente seguros GRAS (Generalmente reconocido como
seguro), no deben causar infecciones, especialmente para personas inmunodeficientes. 2)
Deben ser toleradas por el sistema inmunitario del hospedero, por ello es recomendable su
procedencia intestinal. 3) Capaces de sobrevivir al pH gastrico, sales biliares y al transito
intestinal. 4) Adherirse a las células epiteliales del intestino para colonizar el transito
intestinal. 5) Generar un efecto barrera, para la produccién de sustancias antimicrobianas y
proteger la mucosa intestinal 6) Capaces de potenciar las defensas inmunitarias del
huésped. 7) Presentar estabilidad y viabilidad en grandes concentraciones para permitir
efectos beneficiosos dentro del organismo. De forma general, se deben demostrar las
propiedades atribuidas en relacion a una mejoria en la calidad de vida, y logrando reducir el
riesgo de la adquisicidn de una determinada enfermedad (4, 5, 39,40). Estas caracteristicas

debieran ser probadas provenientes de estudios tanto in vitro como estudio in vivo.
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1.3.3. Ejemplos de probioticos

Los principales probidticos utilizados comercialmente con efectos positivos probados en
estudios clinicos se encuentran principalmente dentro del género Bifidobacterium y
Lactobacillus. En representacion de algunas especies bacterianas dentro del género
Bifidobacterium se encuentran; Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium lactis BB12 (L), Bifidobacterium longum BB356 (L); mientras tanto
dentro del género Lactobacillus estan; Lactobacillus paracasei, Lactobacillus reuterii,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum 299, Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus johnsoni, Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus (27-29, 32).

1.3.4. Beneficios del consumo de probioticos
Los cambios en los habitos alimenticios y/o el consumo de farmacos han conllevado a la
alteracion del microbioma entérico, impactando negativamente en la fisiologia del
hospedero. Esto desencadena en una serie de enfermedades que afectan al intestino, desde
desordenes gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria de bowel (IBD) a
condiciones conocidas como autoinmunes; diabetes tipo I, artritis reumatoide, esclerosis
multiple, obesidad, sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares, entre otros (36).
Por tanto, la ingesta de microorganismos probidticos podria alterar beneficiosamente la
composicion de la microbiota intestinal, debido a la produccion de sustancias que impactan

positivamente la funcion fisioldgica, metabolica e inmunoldgica del hospedero.
Los mecanismos de accion generales y comunes entre los probidticos son:

1) Mantenimiento de la flora microbiana intestinal: excluyen competitivamente a otros
microorganismos y aumentan la resistencia a la colonizacion de patdgenos
exdgenos 0 comensales oportunistas a traves de antimicrobianos y/o reduciendo el
pH del ambiente intestinal (5, 7, 27, 29, 32, 35, 38, 40).

2) Produccion de é&cidos grasos de cadena corta: proveyendo de energia e

incrementando el recambio de enterocitos (29, 38).

3) Inmunoregulacion: a través de la produccion de Inmunoglobulina A (IgA) vy

aumentando la funcién de barrera inmunologica, son capaces de modular la
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proteccion de la mucosa, induciendo respuestas inmunes protectoras (5, 7, 32, 35,
38, 43).

4) Prevencion de enfermedades: el consumo de probioticos puede mejorar el
metabolismo de la glucosa de manera moderada a través de la reduccion de la
concentracion de glucosa postprandial (42), asi como podria ayudar a controlar la
dislipidemia e hipertension en pacientes con DMT2, a través de la reduccion de las
concentraciones de triglicéridos, colesterol total y niveles de LDL en sangre (5, 7,
27, 37). Ademas, son propuestas como tratamiento en enfermedades inflamatorias

intestinales debido a efectos modulatorios positivos como en colitis ulcerosa (41).

Ademas, algunos microorganismos probioticos son capaces de producir vitamina B12 (36),
sintetizar folato asi como mejorar la absorcion de calcio y de hierro (41). Los mecanismos
de accion de los probioticos son multiples y se han descrito con relacion al género, especie

y cepa (29). (Figura 2).

Figura2.- mecanismos de accién de probidticos en el hospedero
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Interacciones entre bacterias probioticas y levaduras en el hospedero; A) Efectos en el
epitelio, B) Efectos en la inmunidad mucosa, C) Efectos en otras bacterias como patdgenos
y comensales, Fuente (43).
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1.3.5. Lactobacillus
En particular, el género Lactobacillus es representativo de un grupo de microorganismos
con funcion probiotica, conocidos también como bacterias acido lacticas, estas constituyen
diferentes matrices en los alimentos, en donde ofrecen una serie de beneficios en ellos y
para la salud humana. Esos microorganismos crecen de forma Optima en condiciones de
ligera acidez y presentan una gran capacidad de fermentar numerosos carbohidratos (33).
Adicionalmente, la produccién de sustancias antimicrobianas (acido lactico y &cido acético)
y de numerosas bacteriocinas, presenta la capacidad de la inhibicién a patégenos implicado
en enfermedades de transmisién alimentaria (ETA) como Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp. Y Staphylococcus aureus (44). Ademas, aumentan la tolerancia a lactosa
en su consumo, a traves de la disminucion de la concentracion de lactosa en el producto
fermentado (debido al crecimiento y metabolismo microbiano) y al suministro de la enzima
B-galactosidasa en el lumen intestinal (45). Esto fundamenta su potente accion probidticas,

condicion inocua, antimicrobiana y bioconservadora.

1.3.5.1. Lactobacillus casei
Lactobacillus casei ATCC 334 son bacilos Gram positivos no formadores de esporas
dispuestos de forma individual o en cadenas, catalasa negativos, no motiles. Crecen de
10°C hasta 45°C y son de metabolismo heterofermentativo facultativo, con la mayor
produccién de L-(+)- acido lactico (46). Son resistentes a ambientes acidos, tolerando un
pH de 4.5 por un periodo de 20 minutos debido a la capacidad en la acumulacién de
histidina dentro del medio, tolerando incluso hasta un pH de 2 (47), lo que explica la
capacidad de resistencia a la acidez gastrica en su ingesta. AlUn mas, esta cepa presenta la
propiedad de producir dos péptidos antimicrobianos, m2163 y m2386, con la habilidad de
desencadenar mecanismos apoptoticos en lineas celulares de cancer colorectal humano

(48), lo que muestra su capacidad como probidtico.

1.3.5.2. Lactobacillus acidophilus
En el caso de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, estos también son bacilos Gram
positivos no esporulados, catalasa-negativos y se observan como varillas con extremos

redondeados dispuestos de forma individual, en parejas o en cadenas corta. A diferencia de
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L. casei, son microorganismos de metabolismo homofermentativo que producen acido
lactico 1.0 — 1.9%; crecen a una temperatura entre 20-45°C en condiciones anaerdbicas
(49). Entre sus bondades se encuentra la formacion de la capa-S; la cual es la parte mas
externa de laenvoltura celular bacteriana que presenta la capacidad de adhesion del
microorganismo en tracto gastrointestinal asi como un efecto protector frente a factores
ambientales hostiles (50). En L. acidophilus ATCC 4356, la capa S muestra actividad
murein-hidrolasa lo que la hace competitivamente mas fuerte frente a patégenos como a las

paredes de Salmonella entérica serovar Newport (51).

De esta manera, Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
son microorganismos representativos del género Lactobacillus spp. para el estudio del
comportamiento de la chia. Con esta finalidad, se tomaran dos metodologias puntuales; la
evaluacion del tiempo de viabilidad de cada microorganismo con la adicion de sustrato
prebidtico durante la fase de supervivencia asi como el calculo de parametros cinéticos de
crecimiento como la velocidad maxima de crecimiento y el tiempo de duplicacion durante
la fase exponencial, como indicadores del mantenimiento y la estimulacion de crecimiento

de las cepas lacticas, respectivamente.

1.4.  Alimentos simbioticos
En suma, las sustancias prebidticas junto con los microorganismos probidticos forman parte
de los alimentos simbioticos (24,29,31), asi de manera sinérgica, los prebioticos
estimularian el crecimiento de cepas especificas contribuyendo a la instalacion de una

microflora bacteriana con efectos beneficiosos para la salud.

La composicion nutricional de la chia contiene un porcentaje alto de fibra dietética (11,12),
por ello ha sido incorporado a matrices alimentarias fermentadas como en un mix de
cereales conjunto con las semillas de linaza y trigo con los probidticos Lactobacillus brevis
UN vy Lactobacillus spicheri G2 (57); lo que sugiere su actividad favorable en el

crecimiento de microorganismos probioticos como los Lactobacillus.

Ciertos productos naturales de origen peruano y andino presentan también actividad
favorable en el crecimiento de microorganismos benéficos como la harina de yacon

(Smallanthus sonchifolius), la cual promueve el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y
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Bifidobacterium brevis, incrementando su viabilidad hasta una concentracion de 10°
UFC/ml; debido a un alto porcentaje de carbohidratos fermentables (80-90%) como la
presencia de inulina y/o FOS (59), sustancias reconocidas como prebidticas. Asimismo,
hidrolizados de soya, quinua y cebada permiten mantener la viabilidad del crecimiento de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 con una poblacion mayor a 10® UFC/mL,
garantizando la supervivencia del microorganismo; mientras que solo los hidrolizados de
soya muestran una mayor velocidad de crecimiento y menor tiempo de duplicacién de L.
acidophilus (52). Baeza (2) evalla la adicion de linaza como prebi6tico, donde se observa
que Lactobacillus casei presenta un comportamiento probidtico en la evaluacion de
viabilidad en el tiempo. Obando (58) estudia la incorporacién de microorganismos
probidticos como Lactobacillus casei 01, Lactobacillus acidophilus La-5 y Bifidobacterium
BB12 en el procesamiento de queso Cottage, obteniendo una viabilidad superior a 10°
UFC/g durante la vida util.

En el trabajo de Rodriguez-Barona, las matrices de mora liofilizadas presentan un efecto
favorable en el crecimiento y la viabilidad del microorganismo Lactobacillus casei ATCC
393 en condiciones ambientales con recuentos superiores a 106 UFC/ml por mas de 40 dias
(60), mientras que el albedo de naranja presenta bajos tiempos generacionales y una alta
produccién de acidos organicos en otras cepas probidticas como Pediococcus pentosaceus

y Aerococcus viridans en comparacion a la inulina (61).

Ademas, se han llevado acabo la preparacion de alimentos y bebidas de productos naturales
con la incorporacion de microorganismos probioticos, como el caso de la bebida probidtica
utilizando el Aloe perfoliata var. vera (Sabila), la cual introduce el microorganismo
estandarizado Lactobacillus casei shirota con una concentracién de 10° UFC/ml (56); o la
bebida a base de zumo de lulo (Solanum quitoense) junto con el probidtico Lactobacillus
acidophilus CECT 903 (62).
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1.5.  Viabilidad
La viabilidad es la concentracion de cultivo viable al final de la vida atil de un producto
alimenticio, esta es de gran consideracién como propiedad del microorganismo para la
incorporacion en los alimentos durante la manufactura (13). La definicion de un producto
probidtico exige el mantenimiento de la viabilidad de los microorganismos que lo integran
durante todo el periodo de vida atil de dicho producto para garantizar la efectividad de
proveer sus beneficios en su consumo (5). Si una sustancia cumpliria un efecto favorable
de crecimiento, esta debe mantener en altas concentraciones los microorganismos
considerados como probidticos en un periodo de tiempo. Por otro lado, la vitalidad es la
habilidad inherente del microorganismo de resistir condiciones de estrés que ocurren en el
alimento durante su vida util (13), estas condiciones dependen de las caracteristicas

metabdlicas y fisiologicas de las bacterias lacticas en los medios de cultivo determinados.

Sin embargo, existen otros factores externos que pueden afectar la supervivencia de las
bacterias probidticas en los alimentos causada por la disminucion del pH, presencia del
oxigeno disuelto, capacidad de medio buffer, temperatura de almacenamiento y la
naturaleza de los ingredientes en la matriz del alimento (7,13). La dosis de efectividad de
las cepas probidticas debe encontrarse entre 10° y 10" UFC/ml o gr en el tiempo de
consumo (4, 5, 7) para que estos microorganismos alcancen el tracto gastrointestinal hasta
cumplir su funcion benéfica en la salud del huésped. Del mismo modo, para que lleguen a
tener efectividad los Lactobacillus, deben mantenerse en el mismo rango de concentracion

en el alimento.

1.6.  Crecimiento microbiano
1.6.1. Curva de crecimiento
Para el calculo de parametros de crecimiento exponencial, es necesaria la elaboracién de
curvas de crecimiento microbiano. El crecimiento microbiano se define como el aumento
de componentes celulares, que puede tener como resultado un incremento de la poblacién
microbiana (53). Este proceso se lleva a cabo mediante la multiplicacion por fision binaria,

siendo representado graficamente como el logaritmico de nimero de células frente al
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tiempo. En esta curva resultante se obtiene cuatro fases: fase latencia, fase exponencial,

fase estacionaria y fase de muerte (53,54) (Figura 3).

7
L X4

Fase de latencia: es el periodo previo al inicio de la divisién celular, de adaptacion
fisioldgica y enzimatica de crecimiento en este medio nuevo (53,54).

Fase exponencial: en esta fase los microorganismos crecen y se dividen hasta el
nivel méximo posible. Aqui, la velocidad de crecimiento es constante durante esta
fase, es decir, los microorganismos se dividen y duplican en nimero a intervalos

regulares(53).

Fase estacionaria: es el periodo en el cual el nimero total de microorganismos
viables permanece constante pues existe un equilibrio entre la division y muerte
celular debido a la limitacion de nutrientes del medio asi como la acumulacion de
residuo toxicos, cuando estos crecen en un sistema cerrado. Las bacterias Ilegan
normalmente a esta fase estacionaria cuando el nivel de poblacion es de

aproximadamente 10° células/ml (53,54).

Fase de muerte: Una privacion de nutrientes mayor y la acumulacion de residuos
toxicos en el medio originan la disminucién del namero de células viables. Esta fase
al igual que el crecimiento es normalmente logaritmica se mantiene una velocidad
de decrecimiento constante, aunque esta velocidad de muerte celular por lo general

es mas lenta (53).
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Figura3.- CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO EN CUATRO FASES
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Gréfica que describe el crecimiento bacteriano en un medio cerrado (log) en el tiempo.

1.6.2. Velocidad media de crecimiento y tiempo de duplicacion
Durante la fase exponencial, la poblacién duplicard su numero de forma regular y
constante, por lo cual se puede calcular la constante de velocidad media de crecimiento, asi
como la duplicacion de numero celular en un periodo determinado de tiempo nos resulta en
el tiempo de generacién o de duplicacion (54,55), estas son caracteristicas de un
determinado microorganismos en un medio definido. El calculo de estos pardmetros
cinéticos es de utilidad para la comparacion de aquellos factores que estimulen o inhiben el
crecimiento (54), es asi como definiran el efecto de la sustancia puesta a prueba sobre el

crecimiento de los Lactobacillus.

1.6.3. Modelo matematico de Gompertz
El uso de modelos matematicos como el modelo de Gompertz son empleados en el campo
de la microbiologia predictiva con aplicaciones en seguridad alimentaria, evaluacion de
riesgos de origen microbiol6gico, estimacion de tiempo de vida util asi como en el
desarrollo e investigacion de alimentos (70). Para la elaboracion de curvas de crecimiento y

de supervivencia para la estimacion de viabilidad de las bacterias lacticas en la presencia de
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un candidato a prebidtico fue de utilidad la elaboracion de curvas de crecimiento y de
supervivencia segun el modelo de Gompertz modificado, detallado en la seccion de
métodos.

Por todo planteamiento previamente expuesto, se propone el estudio de la semilla chia,
Salvia hispanica L., como un candidato a sustrato prebidtico en el crecimiento de
microorganismos probidticos tales como Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, debido a las propiedades nutricionales que posee esta semilla,
entre las que destaca un alto contenido de fibra soluble, carbohidratos, &cidos grasos
insaturados y de proteinas. En el caso de las cepas probidticas, estas producirian
metabolitos como los &cidos grasos de cadena corta en el intestino, lo cuales serian
beneficiosos para la salud. El proposito del estudio se orienta a la incorporacion de las
semillas de chia con la adiciobn de microorganismos probioticos en la formulacion de

alimentos simbioticos.
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I1. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL
% Evaluar el efecto de la semilla de Salvia hispanica L. (chia) en el crecimiento y la
viabilidad de las cepas Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Contrastar las velocidades maximas de crecimiento exponencial (un) de
Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en medio
selectivo MRS con adicion de semillas de chia molida frente Gnicamente a medio

MRS como control en una curva de crecimiento.

7/

% Contrastar los tiempos de generacion (Ty) de Lactobacillus casei ATCC 334 vy
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en medio selectivo MRS con adicion de
semillas de chia molida frente Gnicamente a medio MRS como control en una curva

de crecimiento.

% Contrastar los tiempos de viabilidad (T,) y establecer la viabilidad celular de
Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en agua
destilada con adicion de semillas de chia molida frente al agua destilada como

control en una curva de supervivencia.

» Realizar andlisis fisicoquimicos de los componentes nutricionales de las semillas de

*,

chia.

I1l. HIPOTESIS
La suplementacion del medio con semilla molida de Salvia hispanica L. (chia) favorece el
crecimiento vy la viabilidad de las cepas Lactobacillus casei ATCC 334 o Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356.
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IV. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Bacteriologia
dentro de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID), Facultad de Ciencias y
Filosofia - Alberto Cazorla Talleri de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

4.1. Procesamiento de la chia molida
Las semillas de grano entero de chia se obtuvieron a partir de la adquisicion de 6 productos
embolsados y procesados adquiridos de un centro de abastecimiento de productos naturales
con registro sanitario (Santa Natura; Agroindustrias Floris S.A.C) del distrito de San
Miguel en Lima, Per(. Para la obtencion de chia molida (CM), las semillas de chia se
trituraron a través de un molinillo de café y granos enteros (Bosch, EE.UU) y fueron
pasadas por tamices (USA Standard Test Sieve) con mallas de tamafios n° 60 y n°80 para la
obtencion de particulas 180-250 um. De acuerdo a la aplicacion de cada experimento, se
prepararon los medios de cultivo correspondientes con la adicién de la chia en presentacion
molida. Finalmente, los medios preparados se inocularon con las cepas Lactobacillus como

cultivos iniciales (figura 4).

Figura4.-ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO DE CHIA A PARTIR DE
MATERIA PRIMA

Preparacion de Inoculacién de
Molienda Tamizado Medios de de cepas de
cultivo Lactobacillus

Materia prima:

Chia
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4.2. Medios de cultivo para la estimacion de pardmetros de crecimiento y de
supervivencia

Los medios de cultivo utilizados para la estimacion de pardmetros cinéticos durante el
crecimiento de las bacterias lacticas se encuentran en la Tablal. Mientras que los medios de
cultivo utilizados para la estimacion de parametros cinéticos durante la fase de
supervivencia del crecimiento de las mismas estan en la Tabla2. Se utilizé el medio de
cultivo MRS (Man, Rogosa y Sharpe, DIFCO, EE.UU; Himedia, India) en forma de caldo y
agar. Ademas, se utilizaron compuestos adicionales para mejorar la selectividad de los
medios mencionados, tales como &cido acético glacial (CDH) y L-cisteina (Himedia, India).
Para confirmar la identificacion del perfil de cada cepa, se uso el sistema APl 50 CHL
(BioMérieux, EE.UU). También, para el control de esterilidad (64) se utilizd el medio
Tioglicolato con Resazurina (MERCK, EE.UU). La conservacion de las cepas se realizo en
leche descremada (Shelt, Laive, Peru).

Tablal.- ESPECIFICACIONES DE LOS TERMINOS USADOS PARA LOS MEDIOS
DE CULTIVO Y LAS CONCENTRACIONES EN PORCENTAJE PARA LA
ESTIMACION DE PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS

ABREVIACION | MEDIO | CONCENTRACION | CONTENIDO
BLANCO MRS MRS - 100 ml de Caldo MRS
CHIA MRS-chia MRS 0.25% de chia molida | 99.75 ml de caldo MRS +
MOLIDA &) 0.25 gr chia molida

(*) La concentracion optima de chia molida para el crecimiento de L. casei (65).

28




Tabla2.- ESPECIFICACIONES DE LOS TERMINOS USADOS PARA LOS MEDIOS
DE CULTIVO Y LAS CONCENTRACIONES PARA LA ESTIMACION DE
PARAMETROS CINETICOS DURANTE LA FASE DE SUPERVIVENCIA DE LOS
MICROORGANISMOS

ABREVIACION | MEDIO CONCENTRACIO | CONTENIDO
N
BLANCO Agua destilada Agua - 100 ml agua destilada,
destilada
CHIA Chia Agua 0.25% (*) 99.75 ml de agua destilada
MOLIDA destilada + 0.25 gr de chia molida

(*) La concentracion optima de chia molida para el crecimiento de L. casei (65).

4.3.  Microorganismos
Las cepas probidticas utilizadas fueron Lactobacillus casei ATCC® 334 y Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356 (Microbiologics, St. Cloud Minnesota, EE.UU). Por separado, se
llevé acabo la reactivacion de las cepas a partir del aislamiento de un escobillon individual

en caldo y agar MRS.

Para la medicion del inoculo inicial se utilizd un espectrofotometro (GENESYS™ 20,
Thermo Scientific, EE.UU). Para la incubacién de los cultivos se utilizaron estufas a 37°C
(VWR Scientific Inc., EE.UU); y para el mantenimiento de las cepas se usaron
refrigeradoras (FRIGIDAIRE, EE.UU) a 4°C y una congeladora (BOSCH, EE.UU) a -
20°C.

4.4.  Control microbiologico de la materia prima
Previo a los experimentos, se realizd una prueba de esterilidad para controlar los posibles
microorganismos que pudiesen interferir en el desarrollo de los ensayos. Segun la
Farmacopea de Estados Unidos de América (64), para sustratos sdlidos se describe la
incubacion de las muestras en medio tioglicolato para el cultivo de microorganismos

anaerobios y aerobios. Siguiendo estas recomendaciones.
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Asi, se colocd 0.5 gr del sustrato propuesto en 200 ml de Medio Tioglicolato con
Resazurina Sodica 0.1%. Las muestras fueron incubadas por 14 dias a una temperatura de
30-35°C en aerobiosis, siendo revisado periédicamente. Para corroborar la ausencia de
crecimiento de microorganismos del sustrato, se realiz6 una siembra en agar Tripticasa de
Soya (TSA). Este paso adicional se realiz6 para descartar crecimiento microbiano en placa.
En caso existiese evidencia de flora microbiana presente en el sustrato, entonces se
aplicaria un método de control de la misma antes del inicio de los experimentos que
consistiria en la adicién de acido acético al 0.13% a los medios de cultivo MRS. En caso
contrario, el sustrato evaluado cumpliria con la prueba de esterilidad.

4.5. Reactivacion de cepas certificadas
La identificacion de las cepas se realizd mediante tincion Gram, la prueba de catalasa y
oxidasa. Adicionalmente, se confirm0 la identificacion de las cepas proporcionadas
mediante API® 50 CHL, y la interpretacion se llevdo a cabo mediante el programa
informatico de identificacion apiwebTM. La conservacion de las cepas se efectuo en leche
descremada a -20°C hasta su reactivacion. Durante el transcurso de los experimentos, se
realizé la corroboracion del crecimiento de estas cepas mediante sus caracteristicas en

placas MRS, tincion Gram y en la observacion microscopica.

4.6. Determinacion de parametros cinéticos de crecimiento de las cepas
La elaboracion de curvas de crecimiento de las cepas lacticas a través del tiempo fue
realizada de acuerdo a la metodologia propuesta por Diaz-Vela et al., 2012 (61); con la
modificacion en el uso del medio agar y caldo MRS con 0.13% de acido acético (67) para
ambas cepas y controles. Ademas, para lograr el crecimiento Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 en un medio anaerobio, se utilizd L-cisteina al 0.05% afiadida en los caldo
MRS (68). Los medios base fueron suplementados con 0.25 % (p/v) de chia molida MRS-
chia (medio propuesto) y finalmente el blanco de comparacion, MRS. Para la reactivacion
de las cepas respectivas, los cultivos en congelacion fueron inoculados en caldo MRS
durante 24 horas a 37°C en microaerofilia. Para el inicio de las curvas, los cultivos fueron
reactivados por dos veces consecutivas empleando agar MRS. Con la finalidad de obtener

un inoculo inicial para la curva, se utilizd una aproximacion de lectura directa en el
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espectrofotometro de 0.125 de absorbancia a 625 nm de longitud de onda, considerando un
valor de densidad celular de 1.5x10® UFC/ml segin la escala de McFarland (69). Si el valor
de absorbancia sobrepasaba el sefialado, los indculos eran diluidos empleando caldo MRS
estéril en base a una regla de tres simple para alcanzar asi un indculo inicial aproximado de
10* UFC/m. Asi, para la elaboracién de las curvas de crecimiento, se tomaron alicuotas de
1 ml a partir del tiempo cero hasta alcanzar la fase estacionaria a las 33 horas de
crecimiento, con intervalos de una hora y media hasta las 24 horas de crecimiento y tiempo
después con un intervalo de 3 horas. Durante este proceso, para la determinacién del
crecimiento bacteriano se realizaron diluciones seriadas hasta 10 en tubos de solucion
salina SS al 0.85%, y se utiliz6 el recuento microbiano en placa de agar MRS incubadas a
37°C reportando UFC/ml por duplicado en condiciones de microaerofilia durante 48 h para
L. casei y 72 h para L. acidophilus. Para ello, se considero las placas con numero de
colonias de 30-300 UFC/mlI, para que luego fuesen transformados a valores de logaritmo

decimal para el analisis correspondiente (ver anexo 1a).

Cada dato del crecimiento de los lactobacilos (Log UFC/ml) son variables dependientes del
tiempo en horas, por lo que fueron introducidos en el modelo de crecimiento de Gompertz
modificado de cuatro parametros de crecimiento [A, b, C, M] (71). Estos se introdujeron en
la ecuacion correspondiente en el programa CurveExpert 1.4, encontrando la magnitud

apropiada para el ajuste de las curvas en la ecuacion siguiente;

Log N = A + Ce¢[-bl=M)]

Log N = Logaritmo comun de la poblacién de los lactobacilos en el tiempo X (Log
UFC/ml)

X= Tiempo de incubacion, variable independiente (horas)

A= Logaritmo comun de la poblacion inicial de lactobacilos (Log UFC/ml)

b= Pendiente de la curva, describe la tasa de crecimiento [1/ h]

C= Logaritmo comun de la diferencia entre la poblacion inicial y final (Log UFC/ml)

M= tiempo en el cual la tasa de crecimiento es de mayor magnitud (horas)
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e= Numero de Euler, exponencial (2,71828)

De acuerdo a los pardmetros obtenidos del ajuste del modelo de Gompertz, se calcularon
tres descriptores microbioldgicos que exponen el comportamiento de los lactobacilos en el
medio sustrato expuesto (MRS y MRS-chia); para ello se calcularon la fase de adaptacion
(M), la velocidad méaxima de crecimiento exponencial (Hm) y el tiempo de generacion (Ty),
considerando estos dos ultimos como indicadores de estimulacién del crecimiento con la

adicion del sustrato propuesto.

logN—-4 [ ]

4 -yt
Fase de adaptacion (A) = M ot x0) fexn (D)

bxC
exp(1)

Velocidad maxima de crecimiento exponencial (Um) = [(Log UFC/ml) / h]

Tiempo de generacion (Tg) = exp(1)x @1 c [h]

4.7.  Determinacion de parametros cinéticos de supervivencia de las cepas
La elaboracion de curvas de supervivencia de las cepas lacticas a traves del tiempo fue
realizada segun la metodologia propuesta por Baeza et al., 2008 (2), con la modificacion en
los intervalos de tiempo descritos a continuacion. Para la reactivacion de las cepas
respectivas, los cultivos en congelacion fueron inoculados en caldo MRS durante 24 horas
a 37°C. Después, los cultivos reactivados fueron sembrados en agar MRS para su inmediato
uso. Se tomo una asada de 1ml de los cultivos puros y se sembraron en tubos con 10 ml de
caldo MRS por 20 horas. Luego de la incubacion, estos cultivos fueron agregados a los
medios de cultivo-sustrato agua destilada y con la adicidén de chia e incubados a 37°C en
microaerofilia. El blanco de comparacion fue agua pura destilada. Los analisis de
supervivencia fueron realizados cada 24 horas mediante el método de recuento en placa
(UFC/ml) mediante diluciones seriadas de hasta 10® en tubos de SS al 0.85%, y se
sembraron por diseminacién en agar MRS e incubadas a 37°C por 48 horas en condiciones
de microaerofilia, por duplicado. El tiempo de ensayo fue de 16 dias, tomando como dias
de muestreo 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15. Luego de ellos, si hubiese aln
crecimiento en el medio correspondiente se seguia tomando los dias 17, 19, 21, 23, 25, 27 y
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30, de lo contrario se detenia el experimento. Se realizaron por cada medio de cultivo, 3
experimentos de repeticion independientes para cada caso. Las placas con numero de
colonias de 30-300 UFC/ml fueron consideradas en el analisis. Los valores de recuento
fueron transformados a valores de logaritmo decimal para el analisis de viabilidad (ver
anexo 1b).

De manera similar, para las curvas de supervivencia se utilizd el modelamiento de
Gompertz modificado considerando el tiempo de incubacion en dias, mediante la siguiente

ecuacion;

LogN = A — Ce¢[-bl=2)]

Se calcularon los descriptores microbiologicos que exponen el comportamiento de los
lactobacilos en el medio sustrato (agua destilada y chia) en la fase de supervivencia; para
ello se calcularon la fase de estacionaria (A¢), la velocidad maxima de declinacion () Y el
tiempo generacional de declinacion (T4e). Considerando solo el primero de ellos junto al
tiempo de viabilidad, como indicadores de la supervivencia del lactobacilo en el medio con

la adicion del sustrato propuesto.

Los tiempos de viabilidad de los lactobacilos (T,) fueron estimados a partir de las
ecuaciones de la curvas de supervivencia en los medios de cultivo con agua destilada; y
conjuntamente se reporto la concentracion final viable (C.) como viabilidad celular en el
tiempo de viabilidad calculado. Para considerar un sustrato como prebidtico, la viabilidad
de las bacterias sobre ese sustrato debe ser mayor a 10® UFC/ml (63), se consideré como
periodo maximo de crecimiento experimental (Tv) como aquel del dia previo a la

disminucion de la concentracion por debajo de 10° UFC/ml.

4.8.  Andlisis fisicoquimico de la materia prima
El perfil de anélisis fisicoquimicos de las semillas de chia se realizo en el servicios del
laboratorio de Farmacia y Biogquimica — Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se

analizaron los siguientes componentes:

e Determinacion de humedad: la humedad de las semillas de chia se determind segun el
método oficial 205.002 para cereales y menestras descrito por la AOAC (1979).
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e Determinacion de proteinas: la concentracion de proteinas totales presentes en las
semillas de chia se determinaron segun el método de Kjeldahl, método oficial NTP
209.045 descrito por la AOAC (1974).

e Determinacion de materia grasa: la porcion de grasas totales presentes en las semillas
de chia se determinaron mediante el método de Soxhlet, segin método oficial NTP
201.016 descrito por la AOAC (2002).

e Determinacion de fibra cruda: el porcentaje de fibra cruda en las semillas de chia se
determind a través del método directo, segun método oficial NTP 205.003 descrito por
la AOAC (2016).

e Determinacion de cenizas: el porcentaje de cenizas de las semillas de chia se
determind por el metodo oficial NTP 923_03.05, descrito por la AOAC (1995).

e Determinacion de carbohidratos: el porcentaje de carbohidratos de las semillas de
chia se determino por el Méetodo — Analisis de parametros bioquimicos para la gestion

nutricional del Olivo.

4.9.  Andlisis estadisticos
Los resultados de los parametros cinéticos de crecimiento y supervivencia se obtuvieron a
partir de la elaboracion de curvas de crecimiento con el modelo de Gompertz, en el
programa CurveExpert 1.4. Para evaluar el ajuste de las curvas segin el modelo propuesto
se considerd el coeficiente de determinacion R?, que indica la proporcion de la variabilidad
total de la variable dependiente siendo explicado por el modelo propuesto; asi como el
andlisis de residuales, ambas corroborarian el ajuste al modelo. Para evaluar la significancia
de las diferencias de los descriptores microbiologicos se utilizd la prueba U de Mann
Whitney. Se utilizé el programa STATA/IC 14.0 para las pruebas estadisticas asi como el
programa Excel 2010 para la presentacion de las graficas de las curvas de crecimiento y

supervivencia.
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V. RESULTADOS

5.1. Control de la materia prima
No se evidencié crecimiento de microorganismos que interfieran con la lectura de los
lactobacilos. Sin embargo, algunas de las bolsas de chia presentaban en el aislamiento de
placas de agar TSA la presencia de microorganismos como microflora del sustrato
evaluado; situacion controlada por la adicién de 0.13% acido acético en los medios agar y

caldo MRS (67) antes de los experimentos a realizar.

5.2.  Reactivacion de las cepas
Las cepas Lactobacillus casei ATCC 334 en medio MRS presentan colonias pequefias
blanquecinas brillantes, convexas con bordes redondos y enteros, son catalasa y oxidasa
negativas. Mientras que Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 presenta colonias medianas
traslicidas con bordes circulares ligeramente irregulares, poco convexas, de bordes rugosos
y asperos, son catalasa y oxidasa negativas (figura 5, anexo 2). La identidad de las cepas se
confirmé mediante el método API® 50 CHL en la matriz de carbohidratos y el resultado
final a través del programa APIWEB de ambas cepas (anexo 3 y 4). Ademas, se muestran

los certificados de analisis de las cepas en los anexos 17 y 18.

Figura5.-OBSERVACION MACROSCOPICA DE COLONIAS DE Lactobacillus

Observacion del aislamiento individual de las cepas de Lactobacillus en placas de agar MRS, luego
de la reactivacion de los contenedores Kwik-Stik ATCC en medios MRS. A: Lactobacillus casei
ATCC 334. B: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.
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5.3. Determinacion de pardmetros cinéticos de crecimiento de las cepas
5.3.1. Crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334
Las curvas de crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334 en los dos casos MRS y MRS-
chia iniciaron con un recuento microbiano alrededor de 10* UFC/ml, en el tiempo 0 horas
(ver tabla 4). La fase de latencia de L. casei demor6 aproximadamente de 2 a 3 horas en
ambos medios, lo que indicaria una pronta adaptacion en el medio MRS con la adicién de
chia molida (ver tabla 5).

Durante la fase exponencial, L. casei mostré una aceleracion de crecimiento en el medio
sustrato MRS-chia en comparacion al control; la pendiente de la curva presentd6 mayor
inclinacion en el medio sustrato por encima del control y alcanz6 el tiempo de tasa maxima

36 minutos previos al del medio control (figura 7).

La fase estacionaria mostré un crecimiento maximo de aproximadamente 10*° UFC/ml en
ambos medios. L. casei alcanza la fase estacionaria 1 hora antes en medio MRS-chia con
respecto al control (figura 7, anexo 5). Sin embargo, el crecimiento maximo neto fue de

aproximadamente de 10° UFC/ml en ambos medios.

De esta manera, L. casei presenta una mayor capacidad de adaptacion en el medio MRS
con la adicion de chia molida, pues mostrd6 un aumento en la velocidad maxima de
crecimiento exponencial [16.7 % mayor; 0.06 (log UFC/ml) / h] con relacién al medio
MRS control. Las diferencias son estadisticamente significativas (P=0.02). Asimismo, se
observé una disminucion en el tiempo de generacion [14.1 % menor; 7.5 min] con relacion
al medio MRS control. Del mismo modo, las diferencias son estadisticamente significativas
(P=0.02, ver tabla 5 y figura 6).

Es decir, la adicion de semillas de “chia” como suplemento del medio MRS estimulan el
crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334, esto se verifica por los cambios positivos de

los descriptores microbioldgicos utilizados en este estudio.
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Tabla4.- PARAMETROS DE GOMPERTZ DEL CRECIMIENTO de Lactobacillus casei

ATCC 334
Medios
MRS MRS-chia
Parametros XS (n=3) Xts (n=3)

A 4.0560 £ 0.0693 [4.1639 +£0.1449
B 0.1497 £0.0064 [0.1799 £0.0110
C 6.1317 +0.0976 |5.9535 +0.0704
M 8.3396 +0.0714 |7.7427 £0.2200

Parametros de crecimiento de L. casei ATCC 334 en los medios MRS (control, azul) y
MRS-chia (chia molida, verde); segin modelo de Gompertz, obtenidos a partir del
programa CurveExpert. A= concentracion inicial [log UFC/ml], b= pendiente de la curva
de crecimiento [1/h], C= concentracion de crecimiento maximo neto [log UFC/ml], y M=
tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [h]. Datos expresados a partir de tres
repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento (promedio *

desviacion standard).

Tabla5.- DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS DEL CRECIMIENTO de
Lactobacillus casei ATCC 334

Medios
Descriptores MRS MRS-chia
Microbiolégicos XS (n=3) XS (n=3)
Te 0.8921 +0.0249 [0.7663 +0.0549 (*)
Mm 0.3376 +0.0094 [0.3941 +0.0272 (*)
A 2.5662 £ 0.1515 |2.4484 +0.1612

Descriptores microbioldgicos del crecimiento de L. casei ATCC 334 en los medios MRS
(control, azul) y MRS-chia (chia molida, verde). Los datos fueron calculados a partir de los
parametros de la tabla 4. T,= tiempo de generacion [h], pm=Vvelocidad maxima de
crecimiento exponencial [(log UFC/mI) / h] y A=fase de latencia [h]. Datos expresados a
partir de tres repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento
(promedio + desviacion standard). Prueba U de Mann-Whitney, significancia de pruebas:

(*) = Diferencia significativa frente a control [P <0.05].
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Figura®.- GRAFICA DE BARRAS DE DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS DEL
CRECIMIENTO DE Lactobacillus casei ATCC 334

chia

Blanco

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

M Series? M Seriesl

Comparacion de descriptores microbiologicos en la determinacion de la estimulacion del
crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334 (log UFC/ml) en el medio MRS-chia frente
al control. Barras: velocidad maxima de crecimiento exponencial {([log UFC/ml)/ h],
verde)}, tiempo de generacion (horas, azul). Se muestran las barras de error - desviacion

standard. Significancia de pruebas: a =Diferencias significativa frente a control [P <0.05].



Figura7.-CURVA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus casei ATCC 334
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Crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334 en log UFC/ml en el medio MRS y MRS-
chia versus el tiempo en horas. Muestras; control: MRS (azul), chia molida: MRS-chia
(verde). Estimacion de las ecuaciones de Gompertz a partir de CurveExpert. Coeficiente de
correlacién: MRS, R=0.99 y MRS-chia, R=0.98 Ver detalles de cada pardmetro en anexo 6
y de las graficas en CurveExpert en anexo 7. Pardmetros obtenidos a partir de tres
repeticiones en conjunto; las barras de error muestran limite inferior y limite superior,

segun datos experimentales.
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5.3.2. Crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Las curvas de crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en los dos casos MRS
y MRS-chia iniciaron con un recuento microbiano alrededor de 10* UFC/ml en el tiempo 0
horas (ver tabla 6). La fase de latencia de L. acidophilus en el medio introducido tomé

aproximadamente de 4 a 6 horas, el cual fue similar en ambos medios (ver tabla 7).

Durante la fase exponencial, L. acidophilus mostré un crecimiento exponencial levemente
mayor del medio MRS-chia en comparacion al medio control, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa. Este presentd una pendiente de curva de pronunciamiento
similar en ambos medios y adicionalmente alcanzé un tiempo de tasa maxima semejante en
el MRS-chia con relacién al control. Después, entr6 a la fase estacionaria con un
crecimiento maximo neto de 10° UFC/ml, alcanzando aproximadamente 10° UFC/ml en

ambos medios (ver figura 9 y anexo 8).

Sin embargo, L. acidophilus con la adicion de chia molida presenta una capacidad de
adaptacion semejante al medio solo MRS. El tiempo de generacion (P=0.14) y la velocidad
méaxima de crecimiento exponencial (P=0.06) de L. acidophilus muestran ser semejantes en
ambos medios. En ambos casos, las diferencias no son estadisticamente significativas (ver

tabla 7 y figura 8).

Los descriptores microbioldgicos para Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 empleados en
el presente estudio son similares en cuando el medio es suplementado con semillas de chia

y en el medio sin suplementar (figura 8).
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Tabla6.-PARAMETROS DE GOMPERTZ DEL CRECIMIENTO de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356
Medios
MRS MRS-chia
Parametros X+S (n=3) XtS (n=3)
A 3.743 £ 0.1202 3.8297 £ 0.0168
B 0.1566 + 0.0223 0.1759 £ 0.0180
C 5.3957 +0.2521 5.3397 £0.1014
M 10.7121 +0.1486 10.4052 +1.7817

Parametros de crecimiento de L. acidophilus ATCC 4356 en los medios MRS (control,
azul) y MRS-chia (chia molida, verde); segun el modelo de Gompertz, obtenidos a partir
del programa CurveExpert. A= concentracion inicial [log UFC/ml], b= pendiente de
crecimiento exponencial [1/ h], C= concentracion de crecimiento maximo neto [log
UFC/ml], y M= tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [h]. Datos expresados
a partir de tres repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento

(promedio + desviacion standard).
Tabla7.-DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS DEL CRECIMIENTO de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356

Medios
Descriptores MRS MRS-chia
Microbiolégicos XtS (n=3) XS (n=3)
T, 0.9785 +0.0925 | 0.8766 + 0.0807
Hm 0.3095 +0.0293 | 0.3455 +0.0336
A 4.4748 £0.5718 | 4.8041 +1.3510

Descriptores microbiolégicos del crecimiento de L. acidophilus ATCC 4356 en los medios
MRS (control, azul) y MRS-chia (chia molida, verde); los datos fueron calculados a partir
de los parametros de la tabla 6. Tg=Tiempo de generacion [h], pum=Velocidad maxima de
crecimiento exponencial [(log UFC/mI) / h] y A=fase de latencia [h]. Datos expresados a
partir de tres repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento
(promedio + desviacion Standard). Prueba U de Mann-Whitney, significancia de pruebas:

(*) = Diferencia significativa frente a control [P <0.05].
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Figura8.- GRAFICA DE BARRAS DE LOS DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS
DEL CRECIMIENTO DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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Comparacion de descriptores microbiol6gicos del crecimiento de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 (log UFC/ml) en el medio MRS-chia frente al control. Barras: velocidad
méaxima de crecimiento exponencial {([log UFC/ml)/ h], mostaza)}, tiempo de generacion
(horas, azul). Se muestran las barras de error - desviacion standard. Significancia de

pruebas: a =Diferencias significativa frente a control [P <0.05].
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Figura9.-CURVA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 EN
MEDIO MRS

10

LOG UFC/mL

@ VY =376+536e7c(70160-1070)

> R’= 0.98
@ =38+ 5 29p—¢(-0.17(x-10.35)
’ 2
R°=0.94
3
0 5 10 15 20 25 20 . 20 -

Tiempo (horas)
Crecimiento de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en log UFC/ml en el medio MRS y
MRS-chia versus el tiempo en horas. Muestras; control: MRS (azul), chia molida: MRS-
chia (verde). Estimacion de las ecuaciones de Gompertz a partir de CurveExpert.
Coeficiente de correlacion: MRS, R=0.99 y MRS-chia, R=0.97. Ver detalles de cada
parametro en anexo 9y de las graficas en CurveExpert en anexo 10. Parametros obtenidos a
partir de tres repeticiones en conjunto; las barras de error muestran limite inferior y limite

superior, segun datos experimentales.
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5.4. Determinacion de pardmetros cinéticos de supervivencia de las cepas
5.4.1. Supervivencia de Lactobacillus casei ATCC 334
Las curvas de supervivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 iniciaron con una
concentracién comparablemente similar de 10° y 10° UFC/ml en los medios con chia molida
y agua destilada, respectivamente (ver figura 10 y tabla 8). Durante la fase de supervivencia,
L. casei mantiene su concentracion por un periodo de 14.75 dias, un lapso de tiempo
prolongadamente mayor con relacion al control, en el cual no exhibié fase de supervivencia

desde el dia de partida (ver tabla 9).

Mientras que en la fase de declinacion, L. casei presenta un incremento en el tiempo en el
cual la tasa de declinacion es maxima, prolongando 17 dias mas la permanencia de las
concentraciones de crecimiento de la cepa en la adicién de chia molida con respecto al
control. Del mismo modo, la pendiente de muerte bacteriana disminuyé notablemente en el
medio con adicion de chia molida respecto al control. De la misma manera, L. casei reduce
su velocidad méxima de declinacion en 38 % en el medio con adicidn de chia molida con
respecto al control. De manera paralela, L. casei tarda 7.5 dias mas en declinar la mitad de
la poblacion con relacion al control. Por ultimo, las concentraciones finales de declinacién
disminuyen a valores cercanos a 10> UFC/ml, con una declinacién aproximada aunque
variante de 10° UFC/m.

La viabilidad de L. casei cultivado en un medio con chia molida, se mantiene por encima de
10° UFC/m hasta los 19 dias (ver tabla 10). La concentracion de L. casei presenta un tiempo
de viabilidad de 15 dias mas en el medio con chia molida con respecto al control. Las
diferencias son estadisticamente significativas (P=0.02). De manera experimental, los
lactobacilos evidencian un tiempo de viabilidad de 19 dias con una concentracion viable de
1.78x10° UFC/ml (ver anexo 11).

Por lo tanto, la adicion de semillas de “chia” mantienen las concentraciones de la cepa

Lactobacillus casei ATCC 334 por sobre 10° UFC/ml durante 19 dias de evaluacién en agua

destilada.
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LOG UFC/mL

Figural0.-CURVA DE SUPERVIVENCIA de Lactobacillus casei ATCC 334
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Supervivencia de Lactobacillus casei ATCC 334 en medio agua destilada (azul) y chia
molida (verde) representada en concentracion log UFC/ml durante 15 dias y 27 dias de
evaluacion de 3 experimentos independientes, respectivamente. Coeficiente de correlacion:
agua, R=0.98 y chia, R=0.94. Tiempo de viabilidad de L. casei en chia molida: 18 dias
(R=0.97) y agua destilada: 4 dias (R=0.99). Viabilidad minima: 10° UFC/ml (rojo). Se
muestran ecuaciones de la fase de supervivencia segin modelo de Gompertz, obtenidos a
partir de tres repeticiones en conjunto; las barras de error muestran limite inferior y limite
superior, segun datos experimentales. Detalles de parametros en anexo 12 y de curvas en

CurveExpert en anexo 13.
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Tabla8.- PARAMETROS DE GOMPERTZ DE LA SUPERVIVENCIA de Lactobacillus

casei ATCC 334

Medios

Agua

Chia

PARAMETROS

X+S (n=3)

X+S (n=3)

A

9.0037 + 0.0872

7.8681 +0.2395

0.3005 + 0.0103

0.1969 + 0.0684

6.1556 + 0.1038

5.9556 + 0.5765

B
C
M

3.4314 +0.1105

20.3771+2.8762

Parametros de supervivencia de L. casei ATCC 334 en los medios agua destilada (control,
azul) y chia molida (tratamiento, verde) en agua destilada durante 15 y 27 dias de incubacion
respectivamente; segin modelo de Gompertz, obtenidos a partir del programa CurveExpert.
A= concentracion de partida [log UFC/ml], b= pendiente de declinacion [1/dia], C=
concentracion maxima neta de declinacion [log UFC/ml], y M= tiempo en el cual la tasa de
declinacion es maxima [dias]. Datos expresados a partir de tres repeticiones independientes

pertenecientes a las curvas de decrecimiento (promedio * desviacion standard).

Tabla9.- DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS DE LA SUPERVIVENCIA de
Lactobacillus casei ATCC 334

Medios
DESCRIPTORES Agua Chia
MICROBIOLOGICOS| XS (n=3) XS (n=3)
Tae 0.4426 +0.0106 | 0.7575 +0.2396
Hde 0.6804 + 0.0165 |0.4219 +0.1170
e (-)1.0367 + 0.3494 | 14.7487 + 5.0461

Descriptores microbiolégicos de la supervivencia de L. casei ATCC 334 en los medios agua
destilada (control, azul) y chia (tratamiento, verde); durante 15 y 27 dias de incubacion
respectivamente, los datos fueron calculados a partir de los pardmetros de supervivencia de
la tabla 8. Tg= tiempo generacional de declinacion [dias], Hg= Velocidad maxima de
declinacion exponencial [(log UFC/ml) / dias] y Ae= fase de supervivencia [dias]. Datos
expresados a partir de tres repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de
crecimiento (promedio * desviacion standard).
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Tablal0.- VIABILIDAD de Lactobacillus casei ATCC 334

Medios
Agua Chia
VIABILIDAD| X%S (n=3) XtS (n=3)
19.5774 +

Ty 4.5368 £ 0.0397 |3.0159(*)
Tve 4.0000 + 0.0000 |19.0000 + 4.0000
Ce 6.7100 £ 0.0300 |6.2525*+ 0.2556

Estimados de viabilidad de L. casei ATCC 334 en los medios agua destilada (control, azul) y
chia (tratamiento, verde) en agua destilada durante 15 y 27 dias de incubacion
respectivamente. T,= tiempo de viabilidad [dias], T..= tiempo de viabilidad experimental
[dias] y Ce= concentracion viable experimental [log UFC/mI]. Datos obtenidos a partir de 3
repeticiones independientes (promedio + desviacion standard) por cada medio utilizado. El
T, fue calculado a partir de la ecuacién de Gompertz de las curvas de supervivencia de la
figuralO. Tiempo de viabilidad presenta 3% de diferencia a los resultados obtenidos de
manera experimental. Prueba U de Mann-Whitney, significancia de pruebas: (*) = Diferencia

significativa frente a control [P <0.05].
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5.4.2. Supervivencia de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Las curvas de supervivencia de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 iniciaron con una
concentracion de 108 UFC/ml en los medios con adicién de chia molida y agua destilada, ver
tabla 11. Durante la fase estacionaria, L. acidophilus solo muestra un periodo de
supervivencia de 1 dia en la adicion de chia molida equivalente al que se observa en agua

destilada (ver figura 11 y tabla 12).

Por otro lado, en la fase de declinacion, L. acidophilus presenta un ligero incremento en el
tiempo en el cual la tasa de declinacién se hace maxima, manteniendo 2 dias mas la
supervivencia de la cepa en la adicién de chia molida respecto al control. Del mismo modo,
se observa una disminucion de L. acidophilus en la pendiente de curva en la adicién de chia
molida, donde reduce la velocidad maxima de declinacion en un 60 % en la adicion de chia
molida en relacion al control. De manera paralela, L. acidophilus tarda 5.1 dias mas en
declinar la mitad de la poblacion en la adicion de chia molida con relacion al control. Por
altimo, las concentraciones finales de declinacién disminuyen a valores por debajo de 10°

UFC/mI, con una declinacién neta variante entre 10*- 10 UFC/ml.

Asi, la viabilidad de L. acidophilus cultivado en un medio con adicion de chia molida solo
alcanza un tiempo de 4.7 dias por encima de 10° UFC/ml (ver tabla 13). Los lactobacilos
presentaron 2 dias de viabilidad mas en el medio con chia, tiempo ligeramente mayor
respecto al cultivado en agua destilada. Las diferencias son estadisticamente significativas
(P=0.02). De igual manera, los lactobacilos muestran un tiempo de viabilidad cercano de 5

dias con una concentracion viable de 1.29x10° UFC/ml, ver anexo 14.
Por lo tanto, la adicion de semillas de “chia” no mantienen las concentraciones de la cepa

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 por sobre 10° UFC/ml, mas alla de los 4 dias de

evaluacion en agua destilada.
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Figura 11.- CURVA DE SUPERVIVENCIA de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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Supervivencia de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en medio agua destilada (azul) y
chia molida (verde), representada en concentracion log UFC/ml durante 5 y 8 dias de
evaluacion de 3 experimentos independientes, respectivamente. Coeficiente de correlacion:
agua destilada, R=0.98 y chia molida, R=0.95. Tiempo de viabilidad de L. acidophilus en
chia molida: 4 dias (R=0.97), agua destilada: 2 dias (R=0.99). Viabilidad minima: 10°
UFC/ml (rojo). Se muestran ecuaciones de la fase de supervivencia segun modelo de
Gompertz, obtenidos a partir de tres repeticiones en conjunto; las barras de error muestran
limite inferior y limite superior, segin datos experimentales. Detalles de pardmetros en

anexo 15y de curvas en CurveExpert en anexo 16.
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acidophilus ATCC 4356

Tablall.- PARAMETROS DE GOMPERTZ DE LA SUPERVIVENCIA de Lactobacillus

Medios
Agua Chia
PARAMETROS| X#S (n=3) X+S (n=3)
A 8.3021 +0.2797 8.8054 +0.1195
B 1.5994 + 0.7721 0.3686 + 0.0705
C 3.6236 + 0.3383 6.2566 + 0.3593
M 1.9753 +0.2128 4.0112 +0.1747

Parametros de supervivencia de L. acidophilus ATCC 4356 en los medios agua destilada
(control, azul) y chia molida (tratamiento, verde) en agua destilada durante 5 y 8 dias de
incubacion respectivamente; segun modelo de Gompertz, obtenidos a partir del programa
CurveExpert. A= concentracion de partida [log UFC/mI], b= pendiente de declinacion
[1/dia], C= concentracion méaxima neta de declinacion [log UFC/ml], y M= tiempo en el
cual la tasa de declinacion es maxima [dias]. Datos expresados a partir de tres repeticiones

independientes pertenecientes a las curvas de decrecimiento (mediana * rango intercuartil).

Tablal2.- DESCRIPTORES MICROBIOLOGICOS DE LA SUPERVIVENCIA de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Medios

Chia
X+S (n=3)

Agua
X+Ss (n=3)

DESCRIPTORES
MICROBIOLOGICOS

Tde 0.1412 + 0.0662 0.3548 £ 0.0732
Mde 2.1321 + 0.9086 0.8485 +0.1284
Ae 1.3354 + 0.8584 0.8282 +1.3745

Descriptores microbiologicos de la supervivencia de L. acidophilus ATCC 4356 en los
medios agua destilada (control, azul) y chia molida (tratamiento, verde); en agua destilada
durante 5 y 8 dias de incubacidn respectivamente, los datos fueron calculados a partir de las
ecuaciones con los parametros de supervivencia de Gompertz, tabla 11. Tg= tiempo
generacional de declinacion [dias], pqe= velocidad méaxima de declinacion exponencial [(log
UFC/ml) / dias] y A.= fase de supervivencia [dias]. Datos expresados a partir de tres
repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento (mediana + rango

intercuartil).
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Tablal3.- VIABILIDAD de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Medios
Agua Chia
VIABILIDAD| X%S (n=3) XtS (n=3)
4.6357 £0.0792

T, 2.4694 + 0.1637 (*)
Tee 2.0000 +0.0000 | 5.0000 + 0.5000
C. 6.9754 £+0.1039 | 6.3294 +0.1094

Estimados de viabilidad de L. acidophilus ATCC 4356 en los medios agua destilada (control,
azul) y chia molida (tratamiento, verde) en agua destilada durante 5y 8 dias de incubacion
respectivamente. T,= tiempo de viabilidad [dias], T..= tiempo de viabilidad experimental
[dias] y Ce= concentracion viable experimental [log UFC/ml]. Datos obtenidos a partir de 3
repeticiones independientes (mediana + rango intercuartil) por cada medio utilizado. EI T,
fue calculado a partir de la ecuacién de Gompertz de cada curva de supervivencia de la
figurall. Tiempo de viabilidad presenta 12% de diferencia a los resultados obtenidos de
manera experimental. Prueba U de Mann-Whitney, significancia de pruebas: (*) = Diferencia

significativa frente a control [P<0.05].
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5.5.  Andlisis fisicoquimico de la Chia

Las semillas de chia muestran una alta proporcién de grasas, presentan una alta
concentracion de fibra cruda y proteinas en relacion a los demas componentes del sustrato.
Sin embargo, segun los valores de la etiqueta nutricional del producto, los estimados de
carbohidratos y fibra cruda, respectivamente son de mayor proporcion (ver tabla 14).

Tablal4.- COMPOSICION QUIMICA DE LAS SEMILLAS DE CHIA

CHIA CHIA
ETIQUETA
Humedad (gr) 1.25 +0.06 6.20
Cenizas (gr) 417 £0.17 4.50
Grasas (gr) 30.59 +0.58 23.67
Proteinas (gr) 21.76 £0.10 16.54
Carbohidratos (gr) 14.80 + 0.08 42.12
Fibra cruda (gr) 27.43 £ 0.55 34.40

Composicién quimica de las semillas de chia en gramos por una porcion de 100 gramos.
Datos obtenidos a partir de 3 repeticiones en cada ensayo. Valores tedricos de semillas de

chia segun etiqueta nutricional del producto. (Promedio * desviacion standard). Se

muestran los resultados promedio de los analisis en el anexo 19.
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VI. DISCUSION
Las propiedades nutricionales y preventivas de enfermedades de parte de las semillas de
chia (Salvia hispanica L.), entre ellas enfermedades cardiovasculares, diabetes y
desordenes inflamatorios y nerviosos (66); sugieren su aplicacion como posible alimento
funcional, asi como también la utilizacion de las mismas en alimentos simbidticos. En el
presente estudio se evalla el efecto de las semillas de chia molida en el crecimiento de
microorganismos como Lactobacillus spp para su propuesta en la incorporacion de

alimentos simbiéticos.

Los resultados de esta tesis muestran la propiedad estimulante de las semillas de la chia
molida en el crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334. Asi, se muestra el
mantenimiento de la concentracion por sobre 10° UFC/ml por un tiempo de viabilidad de
19 dias. También, logra estimular el crecimiento de L. casei ATCC 334 en el aumento de la
velocidad méaxima de crecimiento exponencial y la disminucion del tiempo de duplicacion.
De esta manera, las semillas de chia molida cumplirian uno de los requisitos necesarios
para ser caracterizadas como candidato a una sustancia prebidtica. En el campo alimentario,
L. casei es capaz de producir metabolitos como &cido lactico y acido acético que podrian
inhibir o regular el crecimiento de bacterias alterantes de la composicion quimica y
sensorial, y asi prolongar el tiempo de vida util de aquellos alimentos que la presenten.
Ademas, entre las bondades de esta especie, se encuentran la optimizacion de las cualidades
organolépticas como la produccién de compuestos aromaticos en el desarrollo de sabor
(84). Es indispensable realizar otras pruebas que apoyen la condicion de prebidtico, tales
como la tolerancia de esta semilla a condiciones gastrointestinales, es decir, la acidez
gastrica y enzimas proteoliticas; asi como el potencial “prebidtico” frente a otras cepas de
origen patogénico. Ademas, seria necesario el uso de un mayor nimero de repeticiones de
los ensayos, la procedencia de muestras de diferentes fuentes geogréaficas asi como de

variaciones fenotipicas, pues se podria explicar asi el efecto prebidtico en una macro escala.

Notablemente, el potencial del efecto de las semillas de chia en el crecimiento de L. casei
ATCC 334, provendria de los atributos nutritivos del mucilago que exudan las semillas.

Desde luego, el mucilago de esta semilla en condiciones de exudacidn, provee una rica
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fuente de fibra soluble e insoluble, especificamente hemicelulosa y compuestos como el
acido-glucurdnico, D-Xilosa y D-Manosa y bajas proporciones de D-arabinosa, D-glucosa
y acido galacturénico (3, 15), siendo un posible agente estimulante del crecimiento de las
cepas lacticas. Recientemente, este mucilago fue estudiado estructuralmente en su
composicién quimica por una metodologia moderna, como la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear bidimensional, en el cual se encontr6 un compuesto trisacarido,
denominado planteosa, del grupo de los oligosacaridos galactosil-sacarosa (a-d-
galactopiranosil-(1—6)-p-d-fructofuranosil-(2—1)-a-d-glucopyranosido), y los cuales
estan presentes en los granos de trigo, centeno y de legumbres (73). Aln mas, la planteosa
es un compuesto ya reconocido como un prebidtico, pues promueve el crecimiento de
bacterias benéficas e inhiben bacterias patogénicas en el tracto gastrointestinal. Es asi como
se desluce que la planteosa fuese la fuente prebidtica clave del mucilago de las semillas de
chia con el efecto estimulante en las cepas lacticas. En efecto, este oligosacarido presenta
un 76% de efectividad prebidtica en la capacidad de fuerza aceptora en el metabolismo de
los microorganismos beneficiosos (74), es decir, tiene una alto grado de asociacién como
sustrato con las enzimas lacticas; este porcentaje representa un porcentaje similar en

comparacion a otras sustancias prebioticas como la celobiosa (72 %) y la lactosa (79 %).

De acuerdo a la composicion nutricional, las semillas de chia presentan valores cercanos a
los resultados fisicoquimicos obtenidos en este estudio. Similarmente, Jiménez (14),
expone que la composicion de las semillas de chia, posee una mayor proporcion de fibra
dietética de 33.0 gr aunque menor en carbohidratos 8.6 gr. Las variaciones entre los
estudios, radica principalmente en la variedad de la semilla, lugar geografico y otros
factores agrondmicos de las plantas. En conjunto, una propiedad fisicoquimica de las
semillas de chia es la alta proporcion de fibra dietética, contenido graso y proteinas en su
composicion; lo cual correlacionaria los resultados sobre la estimulacion en el crecimiento

de L. casei.

En la evaluacion de la viabilidad de las cepas lacticas, estas alcanzan un periodo menor a
30 dias de estudio probablemente a la presentacién del sustrato, a la disponibilidad de

nutrientes existente en el medio, en la concentracién de sustrato, en la cantidad del in6culo
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de cepa inicial y en las condiciones Optimas de crecimiento de cada cepa. De manera
similar a este estudio, se ha realizado la evaluacion de viabilidad de Lactobacillus casei en
un medio con harina de linaza integral que presentd un crecimiento durante los 30 dias de
incubacion a 32°C (2); sin embargo, otros estudios resaltan que L. casei presenta una
viabilidad de 12 dfas en medios que contienen harina de Linaza desgrasada por sobre 10°
UFC/ml incubadas a 32°C aer6bicamente (9). Ademas, la adicion de chia incorporado en
un mix de cereales (Trigo, Linaza, chia) y con la adicién de cepas probidticas como
Lactobacillus brevis y Lactobacillus spicheri; muestra la viabilidad de estas cepas durante
el almacenamiento del producto, obteniendo un recuento superior a 10*° UFC/ml los 30 dias
de evaluacion (57), debido a la presencia de otros sustratos prebi6ticos participantes como
parte de las semillas de linaza y trigo, lo cual posiblemente se explicaria por sinergismo
enzimatico de ambas cepas lacticas. Asimismo, un estudio indica que el uso del mucilago y
proteinas solubles pertenecientes a las semillas de chia aumentan la viabilidad de
Lactobacillus plantarum de 10™ UFC/ml por un periodo de 45 dias en condiciones de
refrigeracion a 4°C (72); lo que nos muestra que la incubacion de cepas lacticas en

condiciones refrigerantes podria ser un factor de las concentraciones viables en el tiempo.

Comparando la capacidad estimulante de la chia con la de otros sustratos prebioticos
utilizados en el crecimiento de L. casei es relativamente de mediana a baja debido a los
requerimientos nutricionales de otros factores como aminoécidos y vitaminas. Las matrices
de Mora (Rubus glaucus) con adicién de inulina y FOS, impregnadas al vacio y liofilizadas,
mostraron tener un efecto prebidtico sobre la viabilidad de L. casei ATCC 393 por un
periodo de 40 dias (60), mientras que la viabilidad de L. casei LC-01 con la incorporacion
de yacdn seco permanecié 56 dias en almacenamiento (75); debido a la presencia de
carbohidratos fermentables como la inulina y fructo-oligosacaridos en las raices
almacenadas de esta planta. Existen otros factores que influyen en la viabilidad y vitalidad
probidtica tales como la acidez, produccidn de perédxido, estrés osmotico y temperatura de
almacenamiento (76). La produccion de acido lactico y acético como parte del metabolismo
lactico, asi como la presencia de oxigeno en el caso de L. acidophilus podrian contribuir a

una baja viabilidad.
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Lo que es més, el mucilago de las semillas de chan (Hyptis suaveolens L.), perteneciente a
la familia Lamiaceae, presenta caracteristicas prebidticas en el crecimiento de probi6ticos
entre los cuales se encuentran incluidas L. acidophilus LA-5 y L. paracasei ssp. Paracasei.
Esto debido a su composicién rica en polisacéridos &cidos, como fucosa, xilosa y residuos
4-O-metilglucorénico, y polisacaridos neutrales, galactosa, glucosa y manosa (77).
Similarmente, es comparable a la composicion del mucilago de la semilla de chia (Salvia
hispanica L.) que también presenta residuos de polisacaridos de Manosa, Glucosa, Xilosa y
Acido glucurdnico.

Durante el crecimiento bacteriano de Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, éstas alcanzan un estado de fase de muerte en el cual la escasez
de nutrientes del medio genera la lisis celular real de la poblacion, teniendo como
caracteristica la disminucion de crecimiento de forma exponencial (53,54). Esta fase se
evidencia en la disminucion del crecimiento en el medio control- agua destilada, siendo
patrén de comparacion para el medio chia molida, los cuales alcanzan esta fase de muerte
varios dias después del consumo hasta la escasez de nutrientes en estos medios. Ademas,
durante las pruebas piloto se observo la presencia de una microflora natural en las semillas
de chia; se aislaron colonias y fueron sembradas en caldo y agar MRS, compuesta
principalmente por bacilos GRAM+ esporulados, posiblemente del genero Bacillus spp.;
por esta razon existiria la probabilidad del incremento de estos bacilos en los medios con
agua excluyendo por competencia microbiana el crecimiento de los lactobacilos en estudio.
Aun asi, para el proceso de experimentacion en la evaluacion de parametros de crecimiento
asi como en el analisis de supervivencia, se controlé el crecimientos de estos
microorganismos por la adicion de acido acético y L-cisteina (pH=5.5) al inicio del
experimento. Durante el crecimiento, los lactobacilos producen &cido lactico, &cido acético
y metabolitos inhibitorios, los cuales por competencia lograban mantener el crecimiento de

estos en el tiempo.

Con respecto al metabolismo de los Lactobacillus, éstas poseen una capacidad metabolica
de compuestos oligosacaridos como: FOS, BGOS, IMO, asi como oligosacaridos

pertenecientes a la familia a las rafinosas (RFO) (78). La planteosa, un compuesto
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perteneciente al grupo de las RFO, podria ser fermentada por los microorganismos
probioticos de este estudio asi como de otras mas especies dentro de este género. En su
consumo, los oligosacéridos de las RFO se consideran factores anti-nutritivos, debido a que
causa flatulencia dependiente de la dosis y molestias gastrointestinales. Los Lactobacillus,
logran la conversion de RFO a aGOS (78), lo que prevendria las molestias intestinales
ocasionadas por las RFO sin eliminar sus propiedades prebioticas. También, se liberan
residuos de sacarosa, los cuales junto con la glucosa, completan la degradacion de RFO a
través de enzimas metabdlicas de la glucosa (78), es decir, durante el proceso de
fermentacion lo que podria ocurrir es una compilacién enzimatica en la asimilacion de los
nutrientes de chia, como a-galactosidasas y/o glicosil-hidrolasas. Asi, las cepas de este
estudio, sobretodo de Lactobacillus casei ATCC 334, podrian metabolizar la oligosacaridos
del compuesto planteosa.

No obstante, el metabolismo de Lactobacillus casei ATCC 334, de naturaleza
heterofermentativa, presenta una diversidad de rutas fermentativas con una capacidad
adaptativa y enzimatica para consumir sustratos y producir lactato, acetato y CO,. Por
ejemplo, algunas rutas caracteristicas de esta cepa lactica, se encuentran; de carbohidratos
como via Embden-Meyerhof (hexosas), vias 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (pentosas) y
metabolismo de galactosa; de aminoacidos, como el metabolismo de alanina, aspartato y
glutamato, asi como la degradacion de valina, leucina e isoleucina, y metabolismo de
histidina; y de vitaminas como metabolismo de timinas y de folatos (80); estos aminoacidos
y vitaminas presentes en las semillas de chia, por lo que también podrian estar
metabolizando estos nutrientes en el presente estudio. Comparativamente, la capacidad
fermentativa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, es de naturaleza homofermentativa,
produciendo asi acido lactico. A diferencia de L. casei, tiene un rango limitado de rutas de
fermentacion; como el catabolismo de carbohidratos y aminoacidos, aunque también puede
utilizar vitaminas como timina y folato para su crecimiento. Este microorganismo, utiliza la
glucosa via Embden-Meyerhof; y entre ciertos azlcares que logra fermentar se encuentran
glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y galactosa; y metabolizan galactosa a través de la via
Leloir (81). La galactosa y glucosa presentes en la estructura mucilaginosa de chia como la

planteosa, puede incrementar el crecimiento de esta cepa lactica en adicion de chia. Sin
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embargo, esta mayor variedad de rutas enzimaticas de L. casei explicaria su alta capacidad
fermentativa en comparacion a L. acidophilus. Ademas, la capacidad de fermentacion de L.
casei estaria siendo explicada por la presencia de planteosa, aminoacidos y vitaminas
presentes en las semillas de chia en presentacién como Chia molida.

Durante el crecimiento bacteriano en el medio MRS, se observan en las curvas de los datos
experimentales un crecimiento a manera de escaleras; en las curvas de L. casei, esto
representaria el constante consumo y la adaptacion enzimatica a los sustratos del medio,
pues aparentemente se muestra una fase dialxica al final de la fase exponencial, debido a la
escasez de nutrientes en el medio y alcanzando un equilibrio en la fase estacionaria, en
anexo 7. Mientras que en las curvas de supervivencia en el anexo 13, las pendientes de
concentracion maxima de crecimiento podrian ser explicadas debido al uso de distintos
sustratos a lo largo del crecimiento de los lactobacilos. A todo esto, el diferente consumo de
sustratos a lo largo de las curvas de crecimiento y las curvas de supervivencia, se explicaria
por la propiedad de represion catabdlica por carbono [RCC] (82), lo cual se esquematiza en
las graficas mostradas debido a la inhibicion de la expresion de genes requeridos para la
utilizacion de fuentes de carbono secundarias, siendo causadas por sustratos carbonados

como la glucosa.

Asi también, la evaluacion de pardmetros cinéticos de crecimiento fue de utilidad para
determinar el efecto de la semilla chia sobre la estimulacion del crecimiento de las cepas
lacticas. Donde a una mayor velocidad maxima de crecimiento y menor tiempo de

duplicacion; conduciria al efecto estimulante de la adicion de Chia molida frente al control.

La concentracion de Lactobacillus casei ATCC 334 aumenta en un 0.31 UFC/ml cada hora;
y le toma 59 min en generar una nueva duplicacion microbiana en la poblacion en un medio
con MRS (69), medio en el cual ambos descriptores microbiolégicos son cercanos a los
encontrados en este estudio. Comparando esto con el crecimiento de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, la tasa de crecimiento de esta cepa es de 1.0 h™ y le toma 42
minutos en generar una nueva duplicacion microbiana en el medio MRS (79), resultado

ligeramente menor al valor obtenido, probablemente a la escasez de aminoacidos y
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cofactores enziméticos en el medio (52), elementos criticos para el crecimiento de L.

acidophilus.

Sobre la estimacion de parametros cinéticos de crecimiento de bacterias lacticas con
adicion de un prebidtico, se exhibe un efecto comparable a la adicién de raftilosa al 5 % en
el crecimiento de Lactobacillus casei L1 (83), puesto que el tiempo de duplicacion
disminuye en un [-13 %] con la adicién de prebi6tico; efecto mayor incluso a la adicion de
miel [-9 %]. Considerando que la adicién de chia molida en una concentracion de 0.25 %
presenta un efecto estimulante [-14.1 %] en el crecimiento de Lactobacillus casei ATCC
334 en MRS. Sin embargo, en el caso Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, los
resultados de este estudio tienen una tasa de crecimiento relativamente baja aunque similar
al crecimiento en hidrolizados de cebada [0.33 h'] (52), debido a que el citado estudio
afiade la adicion de enzimas hidrolizantes en los sustratos y permitiendo una mayor

disponibilidad de nutrientes como aminoacidos y vitaminas en el medio.

El crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 334 en un medio MRS con adicion de chia
molida es similar al crecimiento de Pediococcus pentosaceus en un medio con adicion de
Inulina de Agave al 1.0% (61), por presentar una velocidad en el crecimiento y tiempo de
duplicacién de 1.29 h? [+17%] y 47 min [-13%]. Asi también, la misma cepa es
comparable al crecimiento de Aerococcus viridans en un medio con adicion de Albedo de
Naranja al 1.0% con una velocidad en el crecimiento de 1.25 h™ [+14%] y un tiempo de
duplicacion de 48 min [-12%] (61); cabe resaltar que en el estudio comparado la medicion
de sustrato prebiotico fue realizado en el medio TPY (Tripticasa Levadura Peptona) +

glucosa en la inoculacion inicial.

En relacion a la aplicacion del modelo de Gompertz, cabe resaltar que esta herramienta
matematica ha sido de gran utilidad en relacién al uso previo al modelo de Monod, puesto
gque muestra un coeficiente de determinacion alto para la explicacion de los resultados
presentados. Asimismo, los parametros estimados aportan informacion relevante acerca del
comportamiento de los lactobacilos del estudio en cada fase de la curva y mejorando la
precision del célculo de los descriptores microbiol6gicos. Conjuntamente, se recomienda su

uso en aquellas evaluaciones de estudios de alimentos con la adicién de un sustrato
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candidato a prebiotico y en estudios de viabilidad; a pesar de no ser una herramienta

sencilla de manejar, se podria utilizar para la comparacién homogénea de otros estudios.

Los metabolitos secretados por las bacterias residentes del intestino pueden funcionar como
agentes modulantes de la expresion genética influyendo en la reduccidn del riesgo a
contraer enfermedades como cancer colo-rectal, sindrome metabdlico, enfermedades
cardiovasculares, efectos anti-inflamatorios e inmunoldgicos, e incluso efectos
neuroldgicos (85 -87). ElI consumo de alimentos con propiedades prebioticas, que
adicionalmente presentan nutrientes para el organismo, en conjunto con cepas probidticas,
podria estimular la produccion de metabolitos beneficiosos, los cuales permitirian alcanzar
estrategias terapéuticas, como la administracion de alimentos simbidticos en casos de
infecciones gastrointestinales, asi como para la prevencion y tratamiento de distintas

enfermedades en el futuro proximo.
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VII. CONCLUSIONES

. Las semillas de chia (Salvia hispanica L.) favorecen el crecimiento y la viabilidad de
Lactobacillus casei ATCC 334. Sin embargo, las semillas de chia (Salvia hispanica L.)
no favorecen el crecimiento ni la viabilidad de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

. La adicion de chia aumenta significativamente la velocidad méxima de crecimiento
exponencial de Lactobacillus casei en un medio MRS en 16.7 % (P<0.05) en
comparacion al medio control (caldo MRS). Por otro lado, la adicién de chia en un
medio MRS no muestra cambios en el tiempo de generacion de L. acidophilus

(P=0.14) comparacion al medio control.

. La adicion de chia disminuye significativamente el tiempo de generacion de
Lactobacillus casei en un medio MRS en 14.1 % (P<0.05) en comparacion al medio
control (caldo MRS). Por otro lado, la adicion de chia en un medio MRS no muestra
cambios en la velocidad maxima de crecimiento de Lactobacillus acidophilus (P=0.06)

en comparacion al medio control (caldo MRS).

. El tiempo de viabilidad de Lactobacillus casei es significativamente mayor (P<0.05) en
un medio con chia en un periodo de 19 dias, en relacion al control (agua destilada). En
este tiempo muestra una concentracion viable de 1.78x10° UFC/ml. Por otro lado, El
tiempo de viabilidad de Lactobacillus acidophilus es de 4 dias en un medio con chia
(P<0.05). En este tiempo muestra una concentracion viable de 1.29x10% UFC/ml (agua
destilada).

. La mayor proporcién de fibra cruda y proteinas presentes en las semillas de chia podria

estimular el crecimiento de L. casei ATCC 334.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

1.

Determinar el compuesto prebidtico de la semilla chia (Salvia hispanica L.) capaz

de estimular el crecimiento de las cepas lacticas propuestas en este estudio.

Evaluar la viabilidad del efecto prebidtico de la chia en el crecimiento de otras

cepas probidticas y en otras en matrices alimentarias para su comparacion.

Determinar un perfil de la produccion de acidos grasos de la fermentacion de la chia

por bacterias lacticas como las evaluadas en este estudio.
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ANEXOS
Anexol.- ESQUEMA PARA LA ELABORACION DE CURVAS DEL CRECIMIENTO

Célculo de Inéculo inicial Célculo de
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Microbiolégicos

[0.25% chia]
] P1 P2 P5 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P18 P19 P20 P21
Célculo de Indculo inicial
B Medicion de cdlculo hasta 10° UFC/ml. _:M/ Fase
Absorbancia  estimada: 0.125  [1.5%10% estacionaria .
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— — — —
-
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10.25% chia]

[c] P10 P11 P12 P13 P15 P16

Tiempo de viabilidad
(Tv)

Esquema del recuento en placa de bacterias lacticas (UFC/ml) para la elaboracion de
curvas con y sin adicién de chia: A) crecimiento y de B) supervivencia. Vial (P): Namero
de vial tomado en cada punto del tiempo durante la elaboracion de la curva. Experimentos

realizados por triplicado en cada caso.
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Anexo02.-OBSERVACION MICROOSCOPICA DE Lactobacillus

Observacion de las cepas de Lactobacillus en un aumento en 1000X mediante técnica de
coloracion Tincibn GRAM. A: Lactobacillus casei ATCC 334. Bacilos GRAM + de
extremos redondeados dispuestos en cadenas cortas, en pares o individualmente; no
esporulados B: Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Bacilos GRAM + con bordes

redondos dispuestos en cadenas cortas, no esporulados.
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Anexo3.-IDENTIFICACION DE CEPAS DE LACTOBACILLUS POR API 50CHL

,—.C.A;—u.—o,—o.,—-d.-—&»;‘-‘a !

ﬁlli'iii‘i‘ii

. Metil-aD- .
0 Testigo 10 | D-Galactosa 20 . . 30 | D-Melibiosa 40 | D-Turanosa
manopiranosida
1 Glicerol 11 | D-Glucosa 21 | N-acetilglucosamina 31 | D-Sacarosa 41 | D-lixosa
2 Eritrol 12 | D-Fructosa 22 | Amigdalina 32 | Trehalosa 42 | D-tagatosa
3 D-Arabinosa 13 | D-manosa 23 | Arbutina 33 | Inulina 43 | D-fucosa
4 L-Arabinosa 14 | L-Sorbosa 24 | Esculina citrato férrico | 34 | Melezitosa 44 | L-fucosa
5 D-Ribosa 15 | L-Ramnosa 25 | Salicina 35 | Rafinosa 45 | D-arabitol
6 D-Xilosa 16 | Dulcitol 26 | Salicina 36 | Almidon 46 | L-arabitol
7 L-Xilosa 17 | Inositol 27 | D-Celobiosa 37 | Glicégeno 47 | Gluconato potésico
2-Cetogluconato
8 D-Adonitol 18 | D-manitol 28 | D-Maltosa 38 | Xilitol 48 L
potasico
Metil-BD- 5-Cetogluconato
9 o . 19 | D-Sorbitol 29 | D-Lactosa 39 | Gentiobiosa 49 .
xilopiranosida potésico

Identificacion de las cepas Lactobacillus con el sistema APIS0OCHL a través de fermentacion de
azucares. La matriz fue incubada a 37 °C en aerobiosis durante 48 horas A) Lactobacillus casei
ATCC 334, B) Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, C) Perfil de azlcares. La acidificacion
producida se muestra como el cambio a color Amarillo (+); a excepcion del ensayo de esculina (n°

25), de color Negro (+). Numero de derecha a izquierda, de arriba para abajo.
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Anexo4.-IDENTIFICACION DE CEPAS DE LACTOBACILLUS EN EL PROGRAMA

APIWEB
A B
- - + - - - - - - -
) S ) S )
1] 1 2 3 i 5 B T B B ] 1 2 3 i 5 B T B B
L =l L =l
+ + + + . . -+ + + 4+ - -
1E|| 11 | 1E| 13| 14| 12 1& ATF 1ﬂ-| 1E| ‘IIJ| I‘I| 12 13 14 13 1& 117 18 18
L =l L .
+ + + + + + + - + + + + 4+ +
] ) ) ) ] )
20 21 2 23 24 X5 26 2¥ 28 28 20 21 Z2 23 24 Zn 28 2T 28 2B
L - L =l
- + + + + - - - - R T
30 | 3 | 32 | 33 | 3 | 35 | 35| EITI"l :'Iﬁl 39 | 30 | 41 32 33 34 3/ 36 37 38 38
L =l L .
+ = + 2 a2 = e - o = = = = m = = = = =
) () S )
40 41 42 43 44 45 486 47 48 48 40 41 42 43 44 45 46 47 48 48
L = L =l

Identificacion de las cepas de Lactobacillus con el sistema APIS0CHL en el programa
APIWEB. A) Lactobacillus casei ATCC 334. B) Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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Anexo5.- DATOS DEL CRECIMIENTO DE Lactobacillus casei ATCC 334 EN CALDO

MRS

TIEMPO |MRS(E) |MRS(T) |MRS-chia(E) | MRS-chia(T)
0 4.08 | 4.17792501 4.22 | 432070669
0 4.08 | 4.17792501 4.27 | 432070669
0 4.19|4.17792501 3.98 | 4.32070669
1.5 4.2914.39903411 4.61| 4.47122758
1.5 4.2814.39903411 4.51| 4.47122758
1.5 4.3914.39903411 4.27 | 4.47122758
3 4.8814.71033429 4.90 | 4.74595758

3 4.78|4.71033429 5.07| 4.74595758

3 4.814.71033429 4.69 | 4.74595758
4.5 5.16| 5.1037173 5.55| 5.15344952
4.5 5.14| 5.1037173 5.26| 5.15344952
4.5 5.18| 5.1037173 5.09| 5.15344952
6 5.94|5.55926161 5.86| 5.66904403

6 5.51/5.55926161 5.94| 5.66904403

6 5.79|5.55926161 5.49 | 5.66904403
7.5 5.95| 6.0508811 6.32| 6.24676835
7.5 6.08| 6.0508811 6.15| 6.24676835
7.5 5.97| 6.0508811 5.92| 6.24676835
9 6.416.55209403 7.10| 6.83675279
9 6.40 | 6.55209403 6.86| 6.83675279
9 6.41|6.55209403 6.71| 6.83675279
10.5 6.95|7.04017188 7.22| 7.39810535
10.5 6.86|7.04017188 7.17]| 7.39810535
10.5 7.21/7.04017188 7.41] 7.39810535
12 7.32/7.49819766 7.98| 7.90418999
12 7.25|7.49819766 7.56| 7.90418999
12 7.47]7.49819766 7.54| 7.90418999
13.5 7.94]7.91539457 8.22| 8.34210498
13.5 8.06 7.91539457 8.22| 8.34210498
13.5 8.02|7.91539457 8.21| 8.34210498
15 8.20 | 8.28637999 8.98 | 8.70938409
15 8.43|8.28637999 8.51| 8.70938409
15 8.29 8.28637999 8.60 | 8.70938409
16.5 8.45 | 8.60994752 8.84| 9.01019149
16.5 8.518.60994752 8.86| 9.01019149
16.5 8.50 | 8.60994752 8.73| 9.01019149
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18 8.97|8.88779095 9.86 | 9.25214841
18 8.92 | 8.88779095 9.55] 9.25214841
18 8.81|8.88779095 9.45| 9.25214841
19.5 9.1419.12339351 10.25| 9.44411491
19.5 9.1819.12339351 9.30| 9.44411491
19.5 9.2219.12339351 9.94| 9.44411491
21 9.33]9.32116615 9.93 | 9.59483849
21 9.2419.32116615 9.72 | 9.59483849
21 9.4719.32116615 9.72 | 9.59483849
22.5 9.51]9.48583604 10.11| 9.71224521
22.5 9.4719.48583604 9.98 | 9.71224521
22.5 9.48 1 9.48583604 9.65| 9.71224521
24 9.7819.62204725 9.48 | 9.80315018
24 9.8319.62204725 9.57| 9.80315018
24 9.9819.62204725 9.51| 9.80315018
27 10.18 |9.82595226 10.17| 9.92702722
27 10.02 |9.82595226 10.13| 9.92702722
27 10.19|9.82595226 10.06 | 9.92702722
30 9.66|9.96198623 9.80 | 9.99976449
30 9.60/9.96198623 9.65| 9.99976449
30 9.68/9.96198623 9.60| 9.99976449
33 9.90|10.0518215 9.71| 10.042162
33 9.9/10.0518215 9.94| 10.042162
33 9.91/10.0518215 9.85| 10.042162

Cinética de crecimiento de L. casei ATCC 334 (log UFC/ml) en los medios MRS (control)
y MRS-chia (chia molida) en el tiempo en horas. Datos expresados de tres repeticiones
independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento; durante 33 horas de

fermentacion. E=experimental, T=teorico.
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Anexo6.- PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus casei ATCC 334 EN
AMBOS MEDIOS SEGUN EL MODELO DE GOMPERTZ

MRS MRS-chia
A 3.92361261 4.23538405
B 0.144563771 0.183258012
C 6.297181216 5.865133382
M 8.065997109 7.870229079
S 0.16738642 0.27124641
R 0.99663174 0.99154954
Tg 0.898873536 0.761313253
Mm 0.334896939 0.395408847
A 2.3182939 2.851622404

Parametros de crecimiento crecimiento de L. casei ATCC 334 en ambos medios MRS
(control, azul) y MRS-chia (chia molida, verde); segin modelo de Gompertz, los datos
fueron obtenidos a partir del programa Curve Expert. A=concentracion inicial [log
UFC/ml], b=pendiente de crecimiento exponencial [1/h], C=concentracidon de crecimiento
méaxima [log UFC/ml], y M=tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [h].
Ty=Tiempo de generacion [h], um=tasa especifica de crecimiento [(log UFC/ml)/ h] y
A=fase de latencia [h]. Se muestra una desviacion standard relativamente baja (S) y un
coeficiente de correlacion alto (R). Datos expresados a partir de tres repeticiones en

conjunto pertenecientes a las curvas de crecimiento.
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Anexo7.- CURVA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus casei ATCC 334 EN CURVE

|
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Curva de crecimiento de Lactobacillus casei en el programa CurveExpert 1.4, 1) MRS, 2)
MRS-chia, se muestra el ajuste de la curva segin modelo de Gompertz con desviacion
standard de todo el modelo (S) y el coeficiente de correlacion de Pearson (R). Los
residuales muestran las variaciones en cada punto con respecto al modelo presentado

debido a la adaptacion enzimatica de las bacterias en ambos medios.
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Anexo8.- DATOS DEL CRECIMIENTO DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 EN

CALDO MRS
TIEMPO MRS (E) MRS (T) MRS-chia(E) | MRS-chia(T)

0 3.6283 | 3.7813606 3.7243| 3.86077853

0 3.5965| 3.7813606 3.7076| 3.86077853

0 3.7817| 3.7813606 3.8228 | 3.86077853
1.5 3.8162 | 3.83389533 3.9111| 3.89805238
1.5 3.7993 | 3.83389533 3.8865| 3.89805238
1.5 3.7634 | 3.83389533 3.8705| 3.89805238
3 4.0737 | 3.94509285 4.2068 3.9935079

3 3.9164 | 3.94509285 3.9934 3.9935079

3 4.0986 | 3.94509285 3.7283 3.9935079
4.5 4.2068 | 4.13714352 4.4014 4.1799958
4.5 4.1238 | 4.13714352 4.3222 4.1799958
4.5 4.2148 | 4.13714352 3.9031 4.1799958
6 4.5797 | 4.41925969 4.8921| 4.47513977

6 4.3891 | 4.41925969 4.9004| 4.47513977

6 4.4149 | 4.41925969 4.2787| 4.47513977
7.5 4.989 | 4.78363776 5.2528 | 4.87177946
7.5 4.7781 | 4.78363776 5.1804 | 4.87177946
7.5 5.017| 4.78363776 4.3891| 4.87177946
9 5.1367 | 5.20855341 5.6021| 5.34136027

9 5.1072 | 5.20855341 5.6580| 5.34136027

9 5.2648 | 5.20855341 4.8451| 5.34136027
10.5 5.7032 | 5.66548836 5.9566| 5.84534555
10.5 5.6074 | 5.66548836 5.9956| 5.84534555
10.5 5.8692 | 5.66548836 5.1761| 5.84534555
12 5.8603 | 6.12628157 6.3829| 6.34674667
12 5.9684 | 6.12628157 6.4174| 6.34674667
12 6.0086 | 6.12628157 5.6021| 6.34674667
13.5 6.3617 | 6.56790944 6.9320| 6.81719119
13.5 6.6627 | 6.56790944 7.2253| 6.81719119
13.5 6.3283 | 6.56790944 6.2041| 6.81719119
15 6.8095 | 6.97445329 7.4306| 7.23907279
15 6.8419 | 6.97445329 7.9217| 7.23907279
15 6.9493 | 6.97445329 6.5502 | 7.23907279
16.5 7.1303 | 7.33695306 7.6335 7.6044315
16.5 7.1507 | 7.33695306 8.0550 7.6044315
16.5 7.4369 | 7.33695306 6.9444 7.6044315
18 7.4623 | 7.65212589 7.9685| 7.91243955
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18 7.4756 | 7.65212589 8.2933| 7.91243955
18 8.0588 | 7.65212589 7.4698 | 7.91243955
19.5 7.9754 | 7.92073475 8.2978| 8.16676804
19.5 8.2095 | 7.92073475 8.4273| 8.16676804
19.5 8.29| 7.92073475 7.6989 | 8.16676804
21 8.0791| 8.14607308 8.699 8.3734409
21 8.0414 | 8.14607308 8.8129 8.3734409
21 8.3222| 8.14607308 7.9822 8.3734409
22.5 8.574 | 8.33276581 8.6767 8.5393309
22.5 8.4843 | 8.33276581 8.9912 8.5393309
22.5 8.9614 | 8.33276581 8.5966 8.5393309
24 8.4471| 8.4859212 9.0000| 8.67122744
24 8.6334| 8.4859212 9.2889 | 8.67122744
24 8.8779| 8.4859212 8.4771| 8.67122744
27 8.6021| 8.71143846 8.5682 | 8.85703873
27 8.2041| 8.71143846 8.8751| 8.85703873
27 8.2304 | 8.71143846 8.8481| 8.85703873
30 8.8692 | 8.85773667 8.8512| 8.97061809
30 8.9684 | 8.85773667 8.7160| 8.97061809
30 8.7853 | 8.85773667 9.0863| 8.97061809
33 8.9031| 8.95130856 8.7324| 9.03920113
33 8.959 | 8.95130856 8.9494| 9.03920113
33 8.716 | 8.95130856 8.7993| 9.03920113

Cinética de crecimiento de L. acidophilus (log UFC/ml) en los dos medios MRS (control) y
MRS-chia (chia molida) en el tiempo en horas. Datos expresados de tres repeticiones
independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento; durante 33 horas de

fermentacion. E=experimental, T=teorico.
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Anex09.- PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus acidophilus ATCC 5346
EN AMBOS MEDIOS SEGUN MODELO DE GOMPERTZ

MRS MRS-chia
A 3.75599654 | 3.84847762
b 0.15684357 | 0.17410174
C 5.35486677 | 5.29236064
M 10.6956905 | 10.3527213
S 0.20644404 | 0.35338801
R 0.99412705 | 0.98389389
Tg 0.9742914 | 0.88807921
Mm 0.30897327 | 0.33896751
A 4.49844956 | 4.7045883

Parametros de crecimiento de L. acidophilus en ambos medios MRS (control, azul) y MRS-
chia (chia molida, verde); segin modelo de Gompertz, los datos fueron obtenidos a partir
del programa Curve Expert. A=concentracion inicial [log UFC/ml], b=pendiente de
crecimiento exponencial [1/h], C=concentracion de crecimiento méaxima [log UFC/ml], y
M=tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [h]. T,=Tiempo de generacion [h],
HUm=tasa especifica de crecimiento [(log UFC/ml)/ h] y A=fase de latencia [h]. Se muestra
una desviacion standard relativamente baja (S) y un coeficiente de correlacion alto (R).
Datos expresados a partir de tres repeticiones en conjunto pertenecientes a las curvas de

crecimiento.
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Anex010.- CURVA DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 EN
CURVE EXPERT
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Curva de crecimiento de Lactobacillus acidophilus en el programa CurveExpert 1.4, 1)
MRS y 2) MRS-chia, se muestra el ajuste de la curva segin modelo de Gompertz con
desviacion standard de todo el modelo (S) y el coeficiente de correlacion de Pearson (R).
Los residuales muestran las variaciones en cada punto con respecto al modelo presentado

debido a la adaptacion enzimatica de las bacterias en cada medio.
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Anexoll.- DATOS DE LA SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus casei ATCC 334 EN
AGUA DESTILADA

TIEMPO Agua (E) Agua (T) Chia - (E) Chia - (T)
0 8.5798 | 8.63902499 7.8692 | 8.10325743
0 8.5051 | 8.63902499 8.1959 | 8.10325743
0 8.5441 | 8.63902499 8.0864 | 8.10325743
1 8.1673 | 8.22373096 8.7559 | 8.10100571
1 8.1614 | 8.22373096 8.3711| 8.10100571
1 8.2765 | 8.22373096 8.2856 | 8.10100571
2 8.0607 | 7.66772364 8.6128 | 8.09646255
2 8.1703 | 7.66772364 8.1931 | 8.09646255
2 8.1072 | 7.66772364 8.5315 | 8.09646255
3 6.7076 | 7.02388567 8.1903 | 8.08803426
3 6.6721 | 7.02388567 8.1072 | 8.08803426
3 6.7404 | 7.02388567 8.2625 | 8.08803426
4 5.2405 | 6.35549483 8.0531 | 8.07353294
4 5.2788 | 6.35549483 7.7634 | 8.07353294
4 5.1987 | 6.35549483 7.716 | 8.07353294
5 5.6232 | 5.71630488 8.3979 | 8.05021286
5 5.6532 | 5.71630488 8.3365 | 8.05021286
5 5.5911 | 5.71630488 8.4216 | 8.05021286
6 4.9494 | 5.14157292 8.5172 | 8.01491641
6 4.9823 | 5.14157292 8.3522 | 8.01491641
6 4.9191| 5.14157292 8.2788 | 8.01491641
7 4.8451 | 4.64813998 7.8195 | 7.96431922
7 4.9294 | 4.64813998 7.8325| 7.96431922
7 4.7404 | 4.64813998 7.9138 | 7.96431922
8 5.233| 4.23892951 7.5441 | 7.89523905
8 5.1644 | 4.23892951 7.3802 | 7.89523905
8 5.0719 | 4.23892951 7.3979 | 7.89523905
9 4.3054 | 3.90825897 7.8388 | 7.80495738
9 4.2577 | 3.90825897 7.4624 | 7.80495738
9 4.3483 | 3.90825897 7.6232 | 7.80495738
10 3.4031 | 3.64619639 6.8692 | 7.69150125
10 3.4298 | 3.64619639 7.1644 | 7.69150125
10 3.5237 | 3.64619639 7.1523 | 7.69150125
11 3.6191| 3.4415064 7.1761 | 7.55384381
11 3.5843 | 3.4415064 7.0792 | 7.55384381
11 3.3766 | 3.4415064 7.1761 | 7.55384381
12 3.2765 | 3.28335996 7.3075 | 7.39200055
12 3.2945 | 3.28335996 7.238 | 7.39200055
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12 3.2601 | 3.28335996 6.3979 | 7.39200055
13 2.8451| 3.16216531 6.699 | 7.20701843
13 2.8195| 3.16216531 7.1761 | 7.20701843
13 2.7993 | 3.16216531 7.238 | 7.20701843
14 2.8325| 3.06985305 7.238 | 7.00087197
14 2.8388 | 3.06985305 7.243 | 7.00087197
14 2.8261 | 3.06985305 6.8451 | 7.00087197
15 3.4425 | 2.99986012 7.3655 | 6.77629114
15 3.4786 | 2.99986012 7.42| 6.77629114
15 3.4955 | 2.99986012 6.5441 | 6.77629114
17 2.90710797 6.9445 | 6.28524619
17 2.90710797 6.8129 | 6.28524619
17 2.90710797 5.9031 | 6.28524619
19 2.85459354 7.0492 | 5.76270741
19 2.85459354 6.1461 | 5.76270741
19 2.85459354 6| 5.76270741
21 2.82501524 6.8808 | 5.2366365
21 2.82501524 5.7685| 5.2366365
21 2.82501524 5.3617 | 5.2366365
23 2.80840399 6.0673 | 4.73009663
23 2.80840399 4.2833 | 4.73009663
23 2.80840399 4.2504 | 4.73009663
25 2.79909027 5.0912 | 4.25952722
25 2.79909027 3.5563 | 4.25952722
25 2.79909027 3.6021 | 4.25952722
27 2.79387294 4.0243 | 3.83478016
27 2.79387294 2.699 | 3.83478016
27 2.79387294 2.4771 | 3.83478016

Fase estacionaria y de muerte de L. casei (log UFC/ml) en ambos medios agua destilada
(control) y chia molida (tratamiento) en el tiempo en dias. Datos expresados de tres
repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento; durante 15y 27 dias

de incubacidn, respectivamente. E=experimental, T=tedrico.
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Anexo12.- PARAMETROS DE GOMPERTZ DE SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus

casei ATCC 334 EN AGUA DESTILADA

Agua Chia
A 9.069314142 | 8.104901219
b 0.29033115| 0.109924732
C 6.28207499 | 6.538670125
M 3.396773602 | 19.23922706
S 0.25559805 0.53857247
R 0.99241639 0.9700744
Tge 0.448649825 | 1.138464289
Mde 0.670968712 | 0.264417601
Ae -1.307811521 | 10.12736077
T, 4.5461 18.0995
C, 6.000101235| 6.000011091

Parametros de muerte de L. casei en ambos medios agua destilada (control, azul) y chia
(chia molida, verde); segin modelo de Gompertz, los datos fueron obtenidos a partir del
programa Curve Expert. A=Concentracion inicial [log UFC/ml], b=pendiente de
decrecimiento exponencial [1/dia], C=concentracion de crecimiento final [log UFC/ml], y
M= Tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [dias]. Tg=Tiempo generacional
de muerte [dias], pge=tasa especifica de muerte [log UFC/ml/ dias] y A.=fase de
supervivencia [dias]. T,= Tiempo de viabilidad [dias] y C,=Concentracion viable [log
UFC/ml]. Datos expresados a partir de tres repeticiones en conjunto pertenecientes a las

curvas de crecimiento.
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Anexol3.- CURVA DE SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus casei ATCC 334 EN
CURVE EXPERT
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Curva de crecimiento de Lactobacillus casei en el programa CurveExpert 1.4, 1) agua
destilada y 2) chia molida; se muestra el ajuste de la curva segun modelo de Gompertz con

desviacion standard de todo el modelo (S) y el coeficiente de correlacion de Pearson (R).

Los residuales muestran las variaciones en cada punto con respecto al modelo presentado

debido a la adaptacion enzimatica bacteriana en los medios.
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Anexol4.- DATOS DEL SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

EN AGUA DESTILADA

TIEMPO Agua-(E) | Agua-—(T) | Chia—(E) Chia —(T)
0 8.5378 | 8.56174282 8.7818 8.59620333
0 8.7959 | 8.56174282 8.8779 8.59620333
0 8.6021| 8.56174282 8.7364 8.59620333
1 8.0086| 8.17362539 8.716 8.35769431
1 7.9890| 8.17362539 7.6335 8.35769431
1 7.9890| 8.17362539 8.6335 8.35769431
2 6.9754 | 6.77506633 8 7.91446509
2 6.9112 | 6.77506633 7.2822 7.91446509
2 7.1189| 6.77506633 8.0212 7.91446509
3 5.2516| 5.53382296 6.7924 7.2827241
3 5.7033 | 5.53382296 6.6284 7.2827241
3 5.0682 | 5.53382296 6.8921 7.2827241
4 4.7993| 4.92599624 6.6435 6.53996445
4 5.0334 | 4.92599624 6.4594 6.53996445
4 4.7818 | 4.92599624 6.7818 6.53996445
5 4.7597| 4.68774631 6.3802 5.78014952
5 4.9370| 4.68774631 6.415 5.78014952
5 4.7118| 4.68774631 6.1614 5.78014952
6 4.60147545 5.3617 5.07712117
6 4.60147545 6.3294 5.07712117
6 4.60147545 5.8865 5.07712117
7 4.57109146 3.9541 4.47197676
7 4.57109146 4.243 4.47197676
7 4.57109146 4.0792 4.47197676
8 4.56049329 3.2304 3.97744943
8 4.56049329 3.3892 3.97744943
8 4.56049329 3.1461 3.97744943
9 4.55680895 3.58811279
9 4.55680895 3.58811279
9 4.55680895 3.58811279
10 4.55552962 3.28968572
10 4.55552962 3.28968572
10 4.55552962 3.28968572

Fase estacionaria y de muerte de L. acidophilus (log UFC/ml) en ambos medios agua
destilada (control) y chia molida (tratamiento) en el tiempo en dias. Datos expresados de
tres repeticiones independientes pertenecientes a las curvas de crecimiento; durante 5y 8

dias de incubacidn, respectivamente. E=experimental, T=tedrico, Curva de Gompertz.
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Anexo15.- PARAMETROS DE SUPERVIVENCIA DE Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 EN AMBOS MEDIOS SEGUN MODELO DE GOMPERTZ

Agua Chia
A 8.56671029 8.70814759
B 1.05837366 0.3336615
C 4.01186072 6.25164093
M 1.79636611 4.17167708
S 0.2346374| 0.49012173
R 0.99082134 0.97441441
Tge 0.19271671 0.3922872
Hde 1.56203366 | 0.76737145
Ae 0.59987078 | 0.71793452
T, 2.5579 4.7064
C, 7.0018 6.3189

Parametros de muerte de L. acidophilus en ambos medios agua destilada (control, azul) y
chia (chia molida, verde); segin modelo de Gompertz, los datos fueron obtenidos a partir
del programa Curve Expert. A=concentracion inicial [log UFC/ml], b=pendiente de
decrecimiento exponencial [1/dia], C=concentracion de crecimiento final [log UFC/ml], y
M=tiempo en el cual la tasa de crecimiento es maxima [dias]. Tq=tiempo de generacion de
muerte [dias], pge=tasa especifica de muerte [(log UFC/ml)/ dias] y Ae=fase supervivencia
[dias]. T,= Tiempo de viabilidad [dias], y Cy=concentracion viable [log UFC/mI]. Datos
expresados a partir de tres repeticiones en conjunto pertenecientes a las curvas de

crecimiento.
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Anexo016.- CURVA DE SUPERVIENCIA DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 EN
CURVE EXPERT
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Agua destilada y 2) chia molida; se muestra el ajuste de la curva segun modelo de

Gompertz con desviacion standard de todo el modelo (S) y el coeficiente de correlacion de

Pearson (R). Los residuales muestran las variaciones en cada punto con respecto al modelo

presentado debido a la adaptacion enzimatica de las bacterias en los medios.
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Anexol7.-CERTIFICADO DE ANALISIS DE Lactobacillus casei ATCC 334

O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2018/10/31

Microorganism Mame: Lactobacillus casei Release Information:

Catalog Number: 0546 Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 546-18 Release Date: 20171178

Reference Number: ATCOE 334™*
Purity: > 88 0% of Total Pellet CFU
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, convex, entire edge, pale white, glistening. CMA
Microscopic Features: Method:
Gram positive rods with rounded ends, singly, in pairs and short chains. Gram Stain (1)
ID System: Vitek CBC (1) Other Features! Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

1) Vancomycin (30 meg - Disk Susceptibility): resistant
no zone)

(1) Purple Broth w/Rhamnose: negative

/1

%{ﬂd itk ,AL/:I’_;_(:H

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGMATURE

Disciaimer: The last digitis) of the kot rumber appearing on e product label and packing sip ane menely a packaging ewent number. The ot numiser displayed on this cerificabe |5 the actusl base lof
namber,

Hobe for VEskE: &Hhcugh e many comventional tects, the nwircaenent of the oard, comibined with the chort iIncubabion pericd, prosduns recults that differ
mmmmﬁf’mmuﬁ"mﬁ'ﬂ"m nique & : e

iy RAafer to the snolocad product Incer for Inctructions, Intsnded uce and hazardicatsty Informaticn.

Individual prodscis are traceabds to a recognized outhars oollestion.
{1 The ATCC Licersed Derhvalive Emblem, the ATCC Ucensed Derivalive word mark and the ATCC catslog marks are rsderarks of ATCC.
ATCCE ouftures.

ATCC Licensed ] " Microbiclogics, Inc. 15 Iceresed bo use these trademarks and to zeil products derfesd from
Laerreatne

{1} Thess tests are acoredied fo IS0AEC 170252005,

ACCREDITED
TESTIMG CERT 22655001
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bioMerieux Customer: 1012555
System # 521711

Isolate Group: 546 16-1

Microbiologics

Card Type: CBC Testing Instrument: 000017818CES (15220)

Laboratory Report

Printed Jam 8, 2017 08:07 C5T

Printed by: cmc

Bench: CC

Bionumber: 21373327416010
Cirganism Quantity:

Comments:
- Lot L Jun 1, 2017 13:00
Identification Card: CBC Mumber- 248382220 |Expires: coT
i Dec 16, 2018 17:11 ! A i
Information Completed: C;gl' Status: Final Tir:g:-ls 8.25 hours

Selected Organism

25% Probability
Bionumber: 213733274168010

Lactobacillus paracasei

Confidence:

Low discrimination

SRF
Crrganism

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus rhamnosus

Analysis Organisms and Tests to Separate:
Low Discrimimation Crganism

IRHAMNOSE(D),
IRHAMNOSE(100),

Analysis Messages:

Contraindicating Typical Biopattern(s)

Lactobacillus paracasei APPADE),

Lactobacillus rhamnosus CIT(24),

Biochemical Details

2 APPA - 4 dGAL + |5 oDg - g PheA 7 ARG 8 PVATE -
a BGAL + 10 |PYRA + |11 |SUCT - 12 |TyrA 13 |dGLUY 17 |BGLU +
12 |dMAL () |19 [dMAN + |21 |BXYL - 22 |OM20R 23 |ProA 286 |LIP -
27 |AMAN - 30 |dMLZ + |31 |URE - 33 |SAC 35 |dTRE 36 [CIT +
37 |BGURI - 40 |ILATK - 41 |AGLU + |43 [dSOR 44 [AGAL 48 | GlyA -
47 |dMLT - 50 |dRIB + |51 |MTE 52 IGLM 53 |OPs 54 |BdFUC -
& |JCMT + 50 |2ZKG - |81 |EBC (-} |82 |ELLM 64 |dX¥L

Installed VITEK 2 Systems Version: 07.01

MIC Interpretation Guideline:

AES Parameter et Mame:

94

Therapeutic Interpretation Guideline:
AES Parameter Last Modified:
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Anexo18.- CERTIFICADO DE ANALISIS DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
nexol8.-

O Microbiologics:
Certificate of Analysis: Lyophilized Microor, anism Specification and Performance Upon Release

Expiration Date: 201 8/9/30
Release Information:

Specifications
Microorganism Name: Lactobacillus acidophilus

Catalog Number: 0243 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 243-38 Release Date: 2016/1 115
Reference Number: ATCC® 4356 ™*

Purity: > 99.9% of Total Pellet CFU
Recovery: N/A (Pellet is grown in MRS broth)
: 3

Passage from Reference
Performance

Macroscopic Features: Medium:

Ti ] Lt T inant colonie edium

S R s s g pen e S0

transll%gren and v weakly a lﬂfa emolytic. ¢ ;

Microscopic Features: Method:

grg'r'n‘ sp:«:siuve rods with rounded ends, occurring singly, in pairs, and in short Gram Stain 1)

ID System: Vitek CBC (1) Other Features/ Challenges: Resuits

See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

PCR Screen for Group B Streptococcus: negative

7

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

Disciaimer: Themdtg«(s)oﬂheIo(nurrmfawumgonmapod(mslcpnm'yapuckagngwemmmbevThelo(mnbenﬁpfayeqonhtmnmmnmemmlmseb:nmber

Note for Vitek®: the » the uniqu of the , combi short , its that differ
Now w V'm.nnumy tests, iq card, with the incubation period, may produce resu

a M.bhmmhmht‘ , inte use and ha; y info

Indi are tra toa culture coll

() The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC Catalog marks are trademarks of ATCC.
Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures,

ATCC Licensed |*
\ Derivative )

m ThesetemmmteabISOIlEcﬂmm

TESTING CERT #2655.01

©2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Microbiologics

Customer: 1012555 Laboratory Report Printed Nov 8, 2016 07:51 CST
#: 521711 Printed by: tab
' olate Group: 243 38-1 Bench: TB

Card Type: CBC Testing Instrument: 000017919CE3 (15220)

Bionumber: 11171103404610
Quuﬂr.

Lot ¥ Jun 1,2017 13:00
CBC Number: 246382220 |Expires: coT

ompleted: gg\fr“ AN AR lsutus: Final 1A1|:ly.sls 8.00 hours

99% Probability Lactobacillus acidophilus
Selected Organism Excellent

Bionumber: 11171103404610 Confidence: 4. ification
SRF
Analysis Organisms and Tests to Separate:
Analysis Messages:
Contraindicating Typical Biopattern(s)
Biochemical Details
2 |APPA + |4 |dGAL [ |5 |opc - |5 |PheA + |7 |ARG . |8 |PVATE 5
s |BGAL o IPyRA | |11 fsuct |- |12 |TyrA + |13 |deLu + [17 |BGLU +
18 + |19 |dMAN - |21 |BXYL - |22 |0M28 R + |23 |ProA - {26 |LIP -
27 - |30 MLZ - |31 |URE - |33 |SAC + |35 |dTRE + |36 |CIT -
37 i - |40 |ILATK - |41 |AGLU + |43 IdSOR - |44 |AGAL - |46 |GlyA -
47 ‘M.T - |50 |[dRIB 51 |MTE + |52 IIGLM - |53 |OPS + |54 |BdFUC +
56 |CMT + |59 |2KG ls1 |ESC . |62 |ELm . |64 JaxvL |
Installed VITEK 2 Systems Version: 07.01
MIC interpretation Guideline: Therapeutic Interpretation Guideline:
AES Parameter Set Name: AES Parameter Last Modified:
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Anexo19.- ANALISIS FISICOQUIMICO DE GRANOS DE CHIA

3 | SECQION DE CIENCIAS FARMACEUTICAS | Versidn: 001.2017.2
? CAVETANO MEREDW ~ LABORATORIO DE FARMACIA 1 Divisién: Lab. Ensayo
—_— | ~ INFORME DE ENSAYO | Pag: 1 de 1
INFORME DE ENSAYOQ
SOUCITANTE: SAMANTHA ALISSA ACUNA CARMEN
*ANALISIS PROXIMAL
MUESTRA:

e SEMILLA DE CHIA

ANALISIS A REALIZAR: COMPOSICION CENTESIMAL

[ sewuAoeouA |

CARBOHIDRATOS

PROTEINAS
HUMEDAD
CENIZAS
T FIBRA
RESULTADOS
= SEMILLA DE CHIA =|
| PORCENTAJE (%) i
| CARBOHIDRATOS H 14.30
[ PROTEINAS ) 21.76 |
FumeoAo , 125 |
LC!NZAS_ ] 417
FIBRA | 2743 |
[orasas o ] 30.59

METODOS DE REFERENCIA

*TECNICAS USADAS SEGUN: NTP-INDECOPI Y ARTICULOS CIENTIFICOS

* AOAC 923.03 18th. Ed. 1995. CENIZAS

*NTP 205.002. 1979. Cereales y Menestras. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD.

*NTP 209.045:1974. PROTEINAS TOTALES.

*SAN EUFRASIO MARTINEZ B, MORA RODRIGUEZ J, CASADO MUROZ C, DIAZ AGUILAR R, DIAZ AGUILAR A. ANALISIS
DE PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA LA GESTION NUTRICIONAL DEL OLIVO. [INTERNET]. 2017 [CITED 2 FEBRUARY

2017];. AVAILABLE FROM:

HTTPS://WWW .RESEARCHGATE.NET/PROFI LE/MARIA_DEL_CARMEN_CASADO_MUNOZ/PUBLICATION/3 17684751 _
ANALISIS_DE_PARAMETROS_BIOQUIMICOS_PARA_LA_GESTION_NUTRICIONAL_DEL_OLIVO/LINKS/5948C9COACA27

2F02EOBOEC8/ANALISIS-DE-PARAMETROS-BIOQUIMICOS-PARA-LA-GESTION-NUTRICIONAL-DEL-OLIVO.PDF’
CARBOHIDRATOS TOTALES

*NTP 205.003:2016. DETERMINACION DE FIBRA CRUDA
* NTP 201.016 2002 GRASA TOTAL

ded)

7
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