DESARROLLO DE UNA PROPUESTA PARA LA FABRICACION DE BIOMASA
USADA PARA EL PROCESO DE PRODUCCION DE UN PSICOBIOTICO

NICOLAS ENRIQUE LESMES MAYORGA

INGRID CAROLINA MAYORGA MONROY

Proyecto integral de grado para optar al titulo de:

INGENIERO QUIMICO

Orientadora:
Astrid Nausa Galeano

Magister en ingenieria

FUNDACION UNIVERSIDAD DE AMERICA
FACULTAD DE INGENIERIAS
PROGRAMA DE INGENIERIA QUIMICA
BOGOTA

2022



NOTA DE ACEPTACION

Jurado 1

Jurado 2

Bogota D.C., agosto de 2022



DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD

Presidente de la Universidad y Rector del Claustro

Dr. MARIO POSADA GARCIA - PENA.

Consejero Estudiantil

Dr. LUIS JAIME POSADA GARCIA-PENA.

Vicerrectora Académica y de Investigaciones

Dra. ALEXANDRA MEJIA GUZMAN

Vicerrector Administrativo y Financiero

Dr. RICARDO ALFONSO PENARANDA CASTRO.

Secretario General

Dr. JOSE LUIS MACIAS RODRIGUEZ

Decana de la Facultad de Ingenierias

NALINY PATRICIA GUERRA PRIETO

Directora del Programa de Ingenieria Quimica

Ing. NUBIA LILIANA BECERRA OSPINA.



En esta nota se especifica que el trabajo realizado en este documento es la completa autoria de
Nicolds Enrique Lesmes Mayorga e Ingrid Carolina Mayorga Monroy, no intervinieron las

directivas ni ninguna persona externa de la universidad de América en el desarrollo del trabajo.

4



AGRADECIMIENTOS

A nuestros padres, que han sido nuestro apoyo durante todo el transcurso de la carrera siendo
los mejores guias de vida. Hoy les damos la gracias por estar siempre a nuestro lado en los dias
y noches més dificiles durante horas de estudio, por estar en este momento tan importante y

celebrar esta meta alcanzada en nuestra vida profesional.

A nuestros docentes, por transmitirnos cada uno de sus conocimientos y experiencias con los
cuales hemos podido crecer como profesionales y como personas, y por su dedicacién en su

ensefanza.

A nuestros compafieros, su compafiia ha sido indispensable a lo largo de la carrera tanto como
en horarios de clase como fuera de ellos convirtiéndose en amigos para toda la vida y estando

agradecidos de tenerlos para celebrar nuestros logros.

A nuestra directora de tesis, por brindarnos su ayuda y apoyo durante este proceso y

transmitirnos sus consejos y conocimientos en la ejecucién de este proyecto de grado,

A Carolina, no solo por ser mi compariera de tesis, sino por ser una de las personas mas
importantes en mi vida, no hay palabras para describir la gratitud y el orgullo que siento de

poder lograr este objetivo contigo.

A Nicolas, por acompafiarme en todo el transcurso de la carrera y ser un apoyo incondicional

en mi vida, agradezco infinitamente que hagas parte de lograr esta meta conmigo.



TABLA DE CONTENIDO

pag.
RESUMEN 9
OBJETIVOS 10
1. INTRODUCCION 11
1.1.  Psicobidticos 11
1.2.  Especies de microorganismos 13
2. SELECCION DEL MICROORGANISMO 16
2.1.  Descripcion de microorganismos preseleccionados 16
2.1.1. Bifidobacterium longum 16
2.1.2. Lactobacillus Casei Shirota 17
2.1.3. Lactobacillus gasseri CP2305 18
2.1.4. Bifidobacterium breve 18
2.1.5. Bifidobacterium infantis 35624 19
2.1.6. Lactobacillus Helveticus NS8 19
2.1.7. Lactobacillus Plantarum PS128 21
2.1.8. Lactobacillus Rhamnosus GG 21
2.1.9. Lactobacillus Helveticus R0052 y Bifidobacterium longum R0175 22
2.1.10. Lactobacillus Plantarum 90sk y Bifidobacterium adolescentis 150 22
2.1.11. Bifidobacterium longum subsp. Infantis E41 y Bifidobacterium breve
M2CF22M7 23
2.2.  Matriz de seleccion del microorganismo 24
3.  ANALISIS DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus rhamnosus
GG 27
3.1.  Medio de cultivo 27
3.2.  Temperaturay pH 27
4. DISENO CONCEPTUAL 31
4.1.  Procesamiento 31
4.1.1 Optimizacion y preparacion del medio de cultivo 32
4.1.2 Fermentacion 33
4.1.3 Microencapsulacion 34
4.1.4 Secado por pulverizacién o aspersion 34
4.1.5 Liofilizacion 34
4.2.  Control de calidad y condiciones de producto y almacenamiento 35
4.2.1. Control de calidad 35
4.2.2. Condiciones del producto y su almacenamiento 36
4.2.3. Promotores de crecimiento 36
4.2.4. Contenido de oxigeno 36



4.2.5. Contenido de humedad
4.2.6. Temperatura de almacenamiento
4.2.7. pHy acidez
4.2.8. Aspectos de empaque
4.3.  Alistamiento de materias primas
4.3.1. Lactobacillus rhamnosus GG
4.1.6 Caldo MRS
4.1.7 Agua
4.4.  Dimensionamiento del proceso
4.5.  Descripcién del proceso
4.6.  Descripcion del producto final
5. CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

37
37
37
37
38
38
38
38
39
39
41
42
43
53



TABLA DE FIGURAS

pag.
Figura 1. Mecanismos de acccién de los psicobidticos 13
Figura 2. NUmero de articulos sobre psicobidticos por pais 14
Figura 3. Niveles de serotonina ante la administracion de L. Helveticus NS8 20
Figura 4. Tasa de crecimiento en funcion de la temperatura de crecimiento de Lactobacillus
Rhamnosus GG 28
Figura 5. Dependencia de la temperatura de crecimiento con respecto al pH 29
Figura 6. Dinamica de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus GG y pH en relacion con la
temperatura 30
Figura 7. Presentacion esquematica de la produccion de biomasa 32



RESUMEN

El objetivo de este documento es el desarrollo de una propuesta de fabricacion de biomasa para el
proceso de produccion de psicobidticos, mediante la seleccion de la cepa con mayor potencial
psicobiotico a traves de la investigacion de diferentes criterios de cada cepa preseleccionada, con el fin
de determinar las condiciones ideales para el crecimiento del microorganismo y con ello proponer un

disefio conceptual del proceso de produccion.

Primeramente, se realizé una exhaustiva revision bibliografica de aquellos microorganismos estudiados
anteriormente en pruebas para su aplicacion en el campo de los psicobiéticos, identificando a las
especies Lactobacillus y Bifidobacterium como las mayormente investigadas para este tipo de estudio.
Con ello fueron preseleccionadas un conjunto de cepas de estas especies, para las cuales fueron
evaluados la facilidad de obtencién, medio de cultivo, pH y temperatura, nivel de desarrollo de la cepa
en el campo de estudio y potencial psicobidtico. Con base en los resultados obtenidos en los parametros

estudiados se selecciond la cepa con mayor puntuacién.

Adicionalmente, luego de la seleccién del microorganismo, se realiz6 la caracterizacion de la cepa
Lactobacillus rhamnosus GG, con el fin de establecer el medio de cultivo adecuado (Caldo MRS), asi
como los valores de pH y temperatura 6ptimos reportados en la literatura a partir de tablas y graficas,

con los que se promueva el crecimiento del microorganismo.

Finalmente, se realizé el disefio conceptual del proceso, para lo cual se establecieron las condiciones
adecuadas para el alistamiento de la cepa, el medio de cultivo y el agua como materias primas. También
se describio y dimension6 el proceso a partir de la capacidad de produccién propuesta y el indculo
inicial, ademas de la formulacion del empacado para la comercializacion del producto final. Por Gltimo,
se establecieron las pautas necesarias para el cumplimiento del control de calidad con el objetivo de

garantizar un producto adecuado para el uso de las personas que lo requieran.

PALABRAS CLAVE: Potencial psicobiotico, Lactobacillus rhamnosus GG, caldo MRS, disefio
conceptual



OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una propuesta para la fabricacion de biomasa usada para el proceso de produccion de un
psicobiotico.

Objetivos especificos

¢ Definir el microorganismo con mayor potencial psicobiotico a partir de una preseleccién de cepas,

especificamente de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus.

o Determinar las condiciones y factores relevantes que se ven involucrados en el proceso de

crecimiento del microorganismo seleccionado con potencial psicobiotico.

e Realizar el disefio conceptual del proceso para la produccién de biomasa necesaria para la

formulacion de un psicobidtico.
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1. INTRODUCCION
1.1. Psicobioticos

En los altimos afios ha surgido un gran interés en el uso de los probiéticos como agentes psicobidticos,
debido a que se ha encontrado que estos no solamente tienen actividad beneficiosa para el cuerpo
humano en la microbiota intestinal, sino que también generan efectos favorables en el cerebro [1]. Por

esta razén se han estudiado los psicobidticos para tratar trastornos como la ansiedad y la depresion.

El término probidtico se utiliza de manera habitual para referirse a especies bacterianas, cepas
bacterianas o especies de microorganismos vivos. Los alimentos o suplementos probidticos contienen
microorganismos vivos destinados a mantener o mejorar las bacterias “buenas” (microbiota normal) del

cuerpo [2].

Los psicobidticos a diferencia de otros tipos de probidticos, se formulan a partir de bacterias que tienen
la capacidad de modificar el funcionamiento de la corteza suprarrenal, donde son regulados varios
componentes del metabolismo mediante la produccion de casi el 95% del cortisol del organismo,

hormona que a su vez aumenta el nivel de estrés y ansiedad [2].

El microbioma es el conjunto de microbios (bacterias, arqueas, virus, hongos y protistas) incluyendo
sus genes y metabolitos, asi como las condiciones ambientales que les rodean. La microbiota es el

conjunto de microorganismos que residen en el cuerpo [3].

Hasta hace poco tiempo, al conjunto de microorganismos alojados dentro del intestino se le llamaba
flora intestinal, hoy en dia se le denomina microbiota, término mucho mas correcto que el anterior, ya

gue no se esta hablando acerca de plantas [3].

Se han encontrado distintos mecanismos de accion sobre los cuales las bacterias con potencial
psicobiotico proveen beneficios en el sistema nervioso y en el sistema inmune, y ademas como afectan

estos el comportamiento psicol6gico en el cerebro. Esto ocurre en tres diferentes maneras:

. Hipotaldmico — Pituitaria — Suprarrenal (HPA): El eje HPA es el principal sistema de respuesta
neuroendocrino al estrés fisico y fisioldgico en el cuerpo humano, esto incluye el hipotalamo, la
glandula pituitaria y la corteza suprarrenal [4]. Entre otras funciones no regula Unicamente
funciones periféricas del cuerpo como el metabolismo y la inmunidad, sino que a su vez existe

una fuerte conexioén con el cerebro.

Tanto asi que bajo estrés crénico se produce una alta cantidad de cortisol, lo cual genera una
inhibicion en la actividad inmunoldgica y un aumento en la sensibilidad a posibles amenazas para
el cuerpo, llevando a la persona a un estado de animo negativo, generando cierto perjuicio en la

memoria y fallas en otras funciones cognitivas [4].
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La evidencia reciente sugiere que hay una fuerte comunicacion bidireccional entre este sistema
neuroendocrino y la microbiota intestinal. La colonizacién de los microbios en el intestino en la
vida temprana ha sido identificada para influenciar varios aspectos tanto del cerebro como del
comportamiento. Se ha encontrado que el comportamiento del HPA es capaz de afectar la
composicion de la microbiota intestinal y de incrementar la permeabilidad gastrointestinal.
Teniendo esto en cuenta es posible asumir que algunos cambios en la permeabilidad intestinal y el

sistema inmune puede jugar un rol importante en el mal funcionamiento neuroendocrino [1].

Sistema inmune: La disbiosis de la microbiota intestinal esta normalmente conectada con las
respuestas anormales del sistema inmune que incluyen la superproduccion o la inflamacién de
citocinas [5]. Los microorganismos en el intestino ayudan a regular las respuestas adaptativas
principalmente por la produccién de pequefias moléculas que modulan las interacciones en la

microbiota.

Evidencias recientes sugieren que altos niveles de inflamacion incrementan el riesgo de desarrollar
desdrdenes psicoldgicos. En efecto, altos niveles inflamatorios de citocinas han sido observados en
pacientes con depresion. Adicionalmente, se ha observado un asociacion positiva entre la
composicion de la microbiota y los niveles séricos de algunas citocinas, las cuales se ha encontrado

gue estan positivamente correlacionadas con el comportamiento depresivo [1].

Neurohormonas y neurotransmisores: EI microbioma puede producir un rango de compuestos
neuro-activos. Algunos neuroquimicos han sido aislados de bacterias intestinales como el Acido
Gamma Aminobutirico (GABA), la serotonina, la noradrenalina, dopamina y acetil colina, las
cuales afecta directamente la actividad cerebral. Por ello, algunas bacterias dentro del tracto
gastrointestinal humano tienen la capacidad de producir y entregar neurotransmisores y
neuromoduladores, los cuales pueden ser sugeridos como un novedoso tratamiento para las

enfermedades neuropsiquiatricas [1].

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso. En general, los
probioticos pueden modular el equilibrio regional de excitacion-inhibicion, y estos cambios pueden
estar relacionados con reducciones en el comportamiento relacionado con la ansiedad y la depresion

y las respuestas sistémicas asociadas [6].
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Figura 1.
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En el intestino, las células intestinal Los microorganismos también
del sistema nervioso entérico | os psicobiéticos pueden pueden producir metabolitos
producen serotonina, un hacer que sus células que alteren la actividad en la
neurotransmisor, que manda  produzcan citoquinas y barrera hematoencefalica y
senales al cerebro. Los estas proteinas influyan sean beneficiosos para el
psicobiéticos podrian actuar sobre el cerebro. cerebro.

directamente sobre esas
células.

Nota. la ilustracion muestra los diferentes mecanismos de accion
que tiene los psicobidticos en el cuerpo humano. Tomado de: A.
Kato-Kataoka et al., “Fermented milk containing Lactobacillus
casei strain Shirota prevents the onset of physical symptoms in
medical students under academic examination stress,”
http://dx.doi.org/10.3920/BM2015.0100, vol. 7, no. 2, pp. 153—
156, Dec. 2015, doi: 10.3920/BM2015.0100.

1.2. Especies de microorganismos

probioticos”.

Para la seleccion del microorganismo se realiz6 una busqueda bibliografica utilizando la ecuacion de

busqueda con las palabras clave “Psicobidticos”, “Produccion de psicobidticos” y “Produccion de

El criterio de decision para utilizar o no un articulo, se basé especificamente en que hablara sobre el

proceso productivo de la biomasa de un probidtico o psicobiético o sobre investigacion y desarrollo de
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los microorganismos con potencial psicobiético. En la siguiente ilustracion se puede observar el nivel

de desarrollo que tiene el proceso investigativo de los psicobidticos en cada pais

Figura 2.

Numero de articulos sobre psicobidticos por pais
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Nota. la ilustracion muestra el nimero de documentos que existen sobre la investigacion de los
psicobioticos por cada pais. Adaptado de: Scopus, “Documents by country or territory.” [Online].
Available: https://www-scopus-
com.ezproxy.uamerica.edu.co/term/analyzer.uri?sid=be512b07707edeaad51639bc464af230&
origin=resultslist&src=s&s=TITLE-ABS-KEY%28psychobiotics%29&sort=plf-
f&sdt=b&sot=b&s|=28&count=252&analyzeResults=Analyze+results&txGid=1ae28a66819c8a9
9b4472031c1503081.

Tabla 1.

Cepas bacterianas con potencial psicobi6tico y sus hallazgos

Microorganismo Hallazgos Numero de articulos
Bifidobacterium longum Reduccion de ansiedad, 5
1714 disminucién de la hipertermia

inducida por el estrés y
mejora en el comportamiento
antidepresivo.

Bifidobacterium longum Reduccion en los niveles de 7
NCC3001 depresion en la escala de
ansiedad y depresion del
hospedador y reduccion de
las respuestas a los estimulos
emocionales negativos en
multiples areas cerebrales

Lactobacillus casei Shirota | Los aumentos de los niveles 7
de cortisol salival y la tasa de
incidencia en sintomas fisicos
fueron significativamente
suprimidos. Se suprimieron
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los aumentos de
corticosterona en plasma
inducidos por el estrés.
Lactobacillus gasseri Los comportamientos 12
CP2305 asociados al estrés
mejoraron, asi como la
calidad del suefio. La
administracion de
parabi6ticos evitd el aumento
de la liberacién de cortisol
salival y la expresién de
micro ARNSs gue responden

al estrés.
Bifidobacterium breve Reduccidn de niveles de 2
1205 ansiedad en diferentes
pruebas.
Bifidobacterium breve Reduccion de los 8
CCFM1025 comportamientos de

depresion y ansiedad.
También se alivid la
respuesta hiperactiva HPA 'y

la inflamacion.
Bifidobacterium infantis Normalizacién de la 42
35624 respuesta inmunitaria,

reversion de los déficits
conductuales y la
restauracion de las
concentraciones basales de
noradrenalina en el cerebro.
Lactobacillus helveticus Se produce un efecto 2
N58 ansiolitico asociado a la
reduccion de niveles de
serotonina en el hipocampo.
Lactobacillus plantarum Se redujeron los 23
PS128 comportamientos de ansiedad
y depresién. Aumentaron los
niveles de dopamina y

serotonina.
Lactobacillus rhamnosus Se genera una reduccion en 10
GG sintomas de altos niveles de

ansiedad y una mejora
cognitiva ante la
suplementacion de la cepa.

Nota. la tabla muestra las diferentes cepas estudiadas con potencial psicobi6tico y los respectivos
resultados. Tomado de: M. Del Toro-Barbosa, A. Hurtado-Romero, L. E. Garcia-Amezquita, and
T. Garcia-Cayuela, “Psychobiotics: Mechanisms of action, evaluation methods and effectiveness
in applications with food products,” Nutrients, vol. 12, no. 12, pp. 1-31, 2020, doi:
10.3390/nu12123896.
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2. SELECCION DEL MICROORGANISMO

Se van a presentar parametros importantes como rangos 6ptimos de pH y temperatura, facilidad de
obtencién de la cepa, medio de cultivo, nivel de desarrollo y potencial psicobidtico para los
microorganismos preseleccionados en la Tabla 1, con el objetivo de profundizar en su conocimiento y

dar las bases para seleccionar el microorganismo final.

2.1. Descripcion de microorganismos preseleccionados

2.1.1. Bifidobacterium longum

La temperatura Optima para el crecimiento de Bifidobacterium longum estéa entre 36 y 38 °C, mientras
su pH dptimo de crecimiento es de 6,5 a 7,0. No se produce crecimiento por debajo de un pH de 4,5 a
5,0 o por encima de 8,0 a 8,5 [9].

Bifidobacterium longum es una de las especies bacterianas nativas de la flora intestinal, conocida como
probidticas; es decir bacterias que proporcionan beneficios a la salud del huésped como los fructanos
que se encuentran en plantas y son conocidos como prebi6ticos [10].

Si bien su uso se ha limitado en el campo de suplementos alimenticios por su lento crecimiento, se han
estudiado medios con los cuales se pueda incrementar la velocidad de este. Hasta el momento se ha
encontrado que la caseina K encontrada en la leche humana y bovina promueve una mayor velocidad

de crecimiento haciendo mas factible el uso de esta cepa.

Bifidobacterium longum 1714 es capaz de modular beneficiosamente el sistema inmunoldgico. Varios
estudios relacionados con los probiéticos han demostrado resultados positivos utilizando cepas de
bacterias liofilizadas [11]. En estudios preclinicos, se ha identificado la cepa Bifidobacterium longum
1714, que mejora selectivamente los comportamientos relacionados con el estrés. Se evidencia que con
el consumo de probidticos también existe una mejoria en el rendimiento cognitivo lo cual genera
consecuentemente disminucion en sintomas de ansiedad [11]. Esto se realiz6 mediante un estudio a
pacientes humanos que recibieron sobres de Bifidobacterium longum secado por pulverizacién, donde
cada uno contenia 100-200 mL con una concentracion de 1,0E10 UFC/gramo de polvo con
maltodextrina. A partir de la dosis suministrada se realizaron estudios mediante muestras de sangre,
orina y heces reevaluando los niveles de los sintomas presentados por los pacientes durante varias
semanas, disminuyendo en menor medida los sintomas de depresion y ansiedad (de 1 a 2 puntos en la

escala del hospital de ansiedad y depresion HAD) y mayor medida los sintomas de estrés [12],

Para la cepa Bifidobacterium longum NCC3001 se han hecho estudios en la Universidad de Hamilton

en Canada, donde se evaluaron los niveles de ansiedad y depresion ante la administracién de
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Bifidobacterium longum, a través del control de los patrones de activacion cerebral, neurotransmisores
y niveles de neurotrofinas. Con ello se pudo determinar que la aplicacion de esta cepa, tiene efectos
positivos en la disminucion del nivel de depresion, pero no tiene efecto significativo en los sintomas de
ansiedad [13]. Estos estudios fueron realizados en ratones, a los cuales fue administrado sulfato de sodio
dextrano durante 3 ciclos de 7 dias, durante el tercer ciclo los ratones recibieron 100 uL de 1E10 UFC

de Bifidobacterium longum por mL en medio fermentado [14].

2.1.2. Lactobacillus Casei Shirota

Lactobacillus casei es una especie de bacteria anaerobia Gram positiva que se encuentra en el intestino
y boca de los humanos. El pH para la produccion de biomasa a partir de esta cepa debe ser cercano a

7,0 y el rango de temperatura deberd mantenerse entre 35-37°C [15].

Visualizado como una posible materia prima, el SLC (Suero de Leche de Cabra), subproducto derivado
de la elaboracion de quesos de cabra, representa una gran oportunidad dado su contenido de
nutrimentos: 1000 litros de suero (resultado de la produccion de 100 kg de queso) contienen 9 kg de
proteina, 50 kg de lactosa y 3 kg de grasa de leche [16].

En la contribucidn anterior, se propone un proceso simple, escalable y de bajo costo, para el
aprovechamiento integral del SLC que conste de las etapas de (a) separacion de la grasa por descremado,
(b) retencién de la mayor parte de la proteina por ultrafiltracién (para después liofilizarla) y (c)
utilizacién del permeado de lactosa (con suficiente proteina residual para ain ser un adecuado medio

de cultivo) para producir biomasa probi6tica de Lactobacillus casei [16].

Segun estudios de departamentos de patopsicologia e investigacion y desarrollo de institutos de Japén,
se investigd acerca del impacto de esta cepa en condiciones de estrés, resultando una elevacion
significativa de los niveles de serotonina, disminuyendo sintomas principalmente de estrés [17]. Los
estudios fueron realizados en estudiantes, a los cuales se les realizaron muestras de heces y parametros
psicologicos con el fin de determinar el impacto del suministro de la cepa en el cuerpo. El grupo fue
dividido en dos, suministrando a un grupo 100mL de leche fermentada con Lactobacillus casei Shirota
y al otro la misma leche fermentada con placebo durante un periodo de 10 semanas. Se obtuvo que las
muestras de los pacientes a los que se les habia suministrado la cepa al paso de las 10 semanas, tenian
una mayor cantidad de UFC dentro de estas. Pero se reportd que para ambos grupos no variaban los

niveles de ansiedad o depresion [18].
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2.1.3. Lactobacillus gasseri CP2305

Lactobacillus gasseri es un microorganismo Gram-positivo intestinal autéctono que constituye la
mayor parte de las especies de Lactobacillus homofermentativas que ocupan el tracto gastrointestinal

humano, con una sobresaliente produccion de acido lactico [19].

El crecimiento de Lactobacillus gasseri se produce en condiciones de pH entre 3 y 6, mientras que su
rango Optimo de temperatura se encuentra entre 38-45°C. Segun algunos estudios realizados y
publicados por la revista Biosalud de Colombia, para su conservacion y crecimiento de la cepa se utiliza
caldo MRS como su principal fuente de alimentacion [20].

Segun un articulo de microbiologia aplicada, la cepa Lactobacillus gasseri ejerce efectos para aliviar el
estrés, sin embargo, en este estudio se encontrd que el impacto de la funcién probidtica es diferente
dependiendo el sexo de la persona a la que es sometida el estudio, ya que los resultados favorables
haciendo uso de esta cepa se dieron para el género masculino [21]. Las pruebas para Lactobacillus
gasseri fueron realizadas en humanos, que se dividieron en 2 grupos, en la cual uno tenia la cepa con
leche fermentada y al otro grupo se le suministraba placebo donde se sustituy6 esto por un mayor
porcentaje de agua y polvo de leche descremada. Se suministraron dosis de 200mL en las cuales estaban
contenidas 1E10 UFC por cada dosis. Como resultado se obtuvo que para el grupo que fue sometido a

la cepa de Lactobacillus gasseri CP2305 se logro regular los sintomas de estrés en el cuerpo [22].

2.1.4. Bifidobacterium breve

Bifidobacterium breve es una bacteria gram-positiva con un alto efecto probidtico, encontrada dentro
del intestino de los humanos. Su temperatura 6ptima de crecimiento se puede encontrar en rangos entre
36-38°C y un pH éptimo entre 6,5y 7,0. No ocurre crecimiento de esta cepa por debajo de un pH de

5,0 y por encima de un pH de 8,0 [9].

Se ha evaluado la supervivencia de Bifidobacterium breve en medios ricos en cisteina presente en carne
cruda y extractos de levadura, donde se ha encontrado que estos promueven el crecimiento de la cepay

la produccion de &cido con un estricto control de tiempo y temperatura.

Se han encontrado estudios donde se administré Bifidobacterium breve 1205 y en los cuales se
mostraron considerables efectos antidepresivos y reguladores de la microbiota mediante la expresion
de receptores de glucocorticoides [23]. Estudios demuestran que ante diferentes pruebas
Bifidobacterium breve 1205 induce una disminucién en los niveles de ansiedad, ademéas de buenas
respuestas fisiologicas a estrés agudo [24]. Este estudio fue realizado en ratones y la cepa fue donada

por Alimentary Health. En el laboratorio esta fue reconstituida hasta una concentracion final de 1E9
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UFC/mL, suministrado a cada uno de los ratones. Como resultado se obtuvo una reduccién en los
niveles de estrés, depresion y ansiedad, sin embargo, este tratamiento indujo el bajo peso de los animales
[25].

En cuanto a la cepa Bifidobacterium breve CCFM1025, se ha encontrado que esta disminuye
significativamente los comportamientos de ansiedad y depresion, mediante pruebas de alteraciones
neuroldgicas y niveles de corticosterona y citoquinas, mostrando efectos considerables similares a los
de los antidepresivos [47]. Este estudio fue hecho en estudiantes de medicina, donde se dividié el grupo
en dos partes, una recibiendo placebo y el otro recibiendo la dosis que contiene la cepa, la cual tiene
1E10 UFC por cada dos dosis. Como resultado se obtuvo una disminucion en los niveles de ansiedad
en el grupo que recibio la cepa, en comparacién con el del placebo [26].

2.1.5. Bifidobacterium infantis 35624

Bifidobacterium infantis es un microorganismo con morfologia caracteristica de bacilos Gram positivos
que, dependiendo de las condiciones de pH, pueden ser plemorficos y largos (pH=7) o bacilos cortos
(pH<4). Sin embargo, el pH 6ptimo de crecimiento y obtencién significativa de biomasa se encuentra
entre 6,5 y 7, debido a que a un valor de pH por debajo de este rango, B. Infantis disminuye

significativamente sus células activas en funcion del tiempo durante la fermentacion [27].

Esta bacteria, a diferencia de otras especies de Bifidobacterium, no tolera completamente el oxigeno,
por esta razon reside en el colon y se encuentra en su gran mayoria, en heces de bebés alimentados con
leche materna [28]; conociendo esto, el medio de cultivo utilizado comldnmente es TYP (Triptona,
Peptona de Soya, Glucosa, Extracto de Levadura, Tween 80, L-Cisteina, Fosfato de Potasio, Cloruro de
Magnesio, Sulfato de Zinc, Cloruro de Calcio y Tricloruro de Hierro) [29].

Debido a que esta especie es de origen humano, como se menciono en el parrafo anterior, la temperatura

Optima de crecimiento de esta especie se encuentra entre 36 y 38 °C [30].

B. Infantis 35624 es una de las cepas mas investigadas de esta especie gracias a su actividad probidtica,
se ha demostrado que el tratamiento con probi6ticos da como resultado la normalizacién de la respuesta
inmunitaria, la reversion de los problemas de comportamiento y la reduccién de los sintomas

depresivos, por lo que podria considerarse un psicobi6tico [31].

2.1.6. Lactobacillus Helveticus NS8

Lactobacillus Helveticus es una bacteria lactica homofermentativa, lo que quiere decir que generan
como producto principal de la fermentacion acido lactico; por esto, se utiliza principalmente en la

fabricacion de quesos italianos y en la fermentacion de bebidas lacteas [32].
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Esta especie corresponde al grupo de bacterias termofilas, por lo que su temperatura Optima de
crecimiento se encuentra entre 42 y 45°C y el pH éptimo se da entre 5,5 y 5,8 [33]. Por otro lado, el
medio de cultivo utilizado es el caldo MRS (DeMan-Rogosa-Sharpe), este es un medio utilizado

especialmente para el cultivo y enumeracion de Lactobacillus spp [34].

Estudios han demostrado que la cepa Lactobacillus Helveticus NS8 reduce los niveles de Serotonina (5-
HT) en el cerebelo y en el hipocampo como se muestra en la llustracién 3, demostrando mejora en los
comportamientos de ansiedad. Esto es importante debido a que una alteracién en estos niveles de
serotonina pueden contribuir al deterioro cognitivo y al desarrollo del trastorno de ansiedad [35]. El
estudio fue realizado en ratas, la cepa fue aislada por el laboratorio que realizo el estudio desde sus
productos naturales fermentados diariamente en China. Se utilizo el caldo MRS como medio de cultivo
y la cepa fue suspendida en agua fresca estéril con una concentracion de 1E9 UFC/mL[36].

Figura 3.

Niveles de serotonina ante la administracion de L. Helveticus
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Nota. la ilustracion muestra el efecto que tiene la
administracién de L. Helveticus NS8 en los
niveles de serotonina en el cerebelo, el
hipocampo y la corteza prefrontal del cerebro.
Adaptado de: J. A. Bravo et al., “Ingestion of
Lactobacillus  strain  regulates emotional
behavior and central GABA receptor expression
in a mouse via the vagus nerve,” Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A., vol. 108, no. 38, pp. 16050-16055,
2011, doi: 10.1073/pnas.1102999108.



2.1.7. Lactobacillus Plantarum PS128

Lactobacillus Plantarum es un miembro del grupo de bacterias lacticas heterofermentativas, lo que
quiere decir que puede convertir la lactosa en &cido lactico, pero ademas en otros compuestos como el
diacetilo, etanol, entre otros [38]. Se encuentra habitualmente en el tracto gastrointestinal humano y

puede encontrarse en procesos fermentativos de lacteos, carnes y vegetales [39].

Debido a que L. Plantarum se clasifica como bacteria mesofila, su temperatura de crecimiento 6ptima
se encuentra entre 30 — 35°C y el pH 6ptimo se establece entre 6 y 7; por otro lado, el medio de cultivo
utilizado es el caldo MRS [40].

Estudios demostraron que Lactobacillus Plantarum PS128 normaliza los comportamientos similares a
la depresion y reduce los comportamientos similares a la ansiedad, y ademas, es el primer psicobidtico
en aumentar la actividad locomotora y modular los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico [41]. El
estudio fue realizado en ratas, la cepa fue inoculada en caldo MRS como medio de cultivo y fue

resuspendido en MRS més 12.5% de glicerol hasta una concentracién final de 5E9 UFC/mL[42].

2.1.8. Lactobacillus Rhamnosus GG

Lactobacillus Rhamnosus es una bacteria Gram-positiva, no formadora de esporas, y anaerobia
facultativa. Pertenece a los organismos mesofilos (5 — 45°C) y dependiendo de la cepa, sus cultivos
pueden crecer a temperaturas inferiores a 15°C o superiores a 40°C. Sin embargo, el rango de
temperatura éptima se encuentra entre 30 y 45°C. Por otro lado, el pH éptimo se encuentra entre 4,5y
6,4 [43].

Esta especie es de tipo heterofermentativa, lo que quiere decir que no solo puede producir &cido lactico,
sino también &cido acético, &cido férmico y etanol. Se encuentra naturalmente en el cuerpo humano,
principalmente en los intestinos y gracias a esto se ha utilizado como probi6tico para prevenir el
crecimiento de bacterias dafiinas en el estdbmago y en los intestinos [38]. Por otra parte, como es comin

en las bacterias del género Lactobacillus, el medio de cultivo es el caldo MRS [43].

Estudios demuestran que el suministro de Lactobacillus Rhamnosus GG genera una reduccion en los
altos niveles de ansiedad que pueda presentar el organismo [37]. Lactobacillus rhamnosus GG ha sido
asociado con la reduccion de ansiedad, asi como con un mayor rendimiento cognitivo en las personas

ante la suplementacidn de este probidtico [44].
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2.1.9. Lactobacillus Helveticus R0052 y Bifidobacterium longum R0175

Se han presentado estudios que demuestran que el cocultivo entre Lactobacillus Helveticus R0O052 y
Bifidobacterium longum RO175 tiene un efecto beneficioso como tratamiento para la depresion.

Un estudio demostr6 la primera evidencia de que esta combinacidon da un resultado positivo en la
depresion posterior a un infarto de miocardio, este efecto beneficioso de debe a las alteraciones que
inducen estos probidticos en la microbiota intestinal, lo que a su vez se relaciona con el eje hipotalamo-

hipéfisis-suprarrenal y demuestra la actividad psicobidtica gracias a la conexidn intestino-cerebro [45].

Adicionalmente, otro estudio demostrd que el pretratamiento con estas especies bacterianas pueden
desempefiar un papel beneficioso en algunas condiciones neurodegenerativas mediante la regulacion de

la expresion génica cerebral y las vias neuronales correspondientes [46].

Segun estudios realizados en institutos de gastroenterologia la formulacién psicobidtica del co-cultivo
de Lactobacillus helveticus R0052 y Bifidobacterium longum R0175 muestra actividad ansiolitica,
ademas de tener efectos beneficiosos en la actividad cerebral ante condiciones de estrés crénico [47].
Ademas de ello se ha informado acerca de efectos positivos de este co-cultivo en niveles de depresién,
ira y ansiedad, asi como la disminucion del nivel de la hormona del cortisol, la cual es la precursora
principal del estrés [48]. El estudio fue realizado en ratones macho, la cepa fue suministrada por
Lallemand Heath Solutions Inc ubicada en el pais de Francia y como medio de cultivo fue utilizado el
caldo MRS. La solucion administrada a los sujetos de estudio se preparé en 0,9% de NaCl y en una
concentracién de 1E9 UFC/dia [49].

2.1.10. Lactobacillus Plantarum 90sk y Bifidobacterium adolescentis 150

Las composiciones probidticas multicepas pueden afectar al microorganismo de muchas maneras, lo
gue no ocurre si se utilizan sus componentes por separado, como es el caso de este cocultivo que es un

sistema biol6gico con muchas propiedades probidticas.

Un estudio demostro que Lactobacillus Plantarum 90sk y Bifidobacterium adolescentis 150 presentaron
una importante actividad antagonista con respecto a la depresion y la ansiedad, por otra parte, también
mostraron propiedades antioxidantes, la cual es una caracteristica importante en los psicobidticos [50].
El estudio fue realizado en ratones, el co-cultivo fue proporcionado por la coleccion del laboratorio de
genética de microorganismos de la Academia Rusa de Ciencias. Como medio de cultivo se utilizé el
agar MRS y para obtener un medio sélido se utiliz6 agar clostridial reforzado. Por 14 dias fue
administrado 0,5 mL de este co-cultivo, en la cual cada dosis contenia 1E8 UFC de Lactobacillus
Plantarum 90sk y 1E7 UFC de Bifidobacterium adolescentis 150 [51].
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2.1.11. Bifidobacterium longum subsp. Infantis E41 y Bifidobacterium breve M2CF22M7

A partir de la revista de bioquimica nutricional se ha estudiado la administracion del co-cultivo de
Bifidobacterium longum subsp. Infantis E41 y Bifidobacterium breve M2CF22M?7, con la cual se han
obtenido resultados favorables en los niveles de concentracion del factor neurotrofico, reduciendo
significativamente los niveles de depresion, lo cual indica que la nutricién del organismo con este
conjunto de cepas puede llegarse a convertir en una alternativa emergente para el tratamiento de los
trastornos relacionados con el estado de &nimo [52]. El estudio fue realizado en ratones macho, la cepa
fue suministrada por la Coleccion de cultivos de microorganismos alimentarios en la Universidad de

Jiangnan. La cepa fue cultivada en caldo MRS con 0,05% (p/p) de L-cisteina [53].

El aumento en los niveles del FNDC y de la hidroxitriptamina estan asociados a la reduccion de la
corticosterona sérica que consecuentemente disminuye los sintomas de depresion en el organismo,

siendo esta suplementacion probiética eficaz contra depresion y estrés [54].

Tabla 2.

Caracteristicas de los articulos consultados para cada microorganismo

Cepa Lugar de extraccion Volumen de dosis Medio de cultivo
Bifidobacterium Hamilton Health )
) 100 — 200 mL Maltodextrina
longum 1714 Sciences
Bifidobacterium ) ) Sulfato de sodio
ICN Biomedicals Inc. | 100 puL
longum NCC3001 dextrano

Laboratorio de

) ) Investigacion de
Lactobacillus casei

) Coleccio6n de Cultivos | 100 mL Leche fermentada
Shirota )
del Instituto Central de
Yakult
Lactobacillus gasseri
- 200 mL Leche fermentada
CP2305
Bifidobacterium breve ] Solucion salina con
Alimentary Health 20 mg/kg )
1205 fosfato estéril
Bifidobacterium breve )
- - Dextrina
CCFM1025
Bifidobacterium
infantis 35624
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Lactobacillus Laboratorio de Caldo MRS y agua

. 20 pL .
helveticus N58 Grassland fresca estéril
Lactobacillus MRS mas 12.5% de
plantarum PS128 glicerol
Lactobacillus o

University of Turku - Caldo MRS
rhamnosus GG
Lactobacillus
Helveticus R0052 vy | Lallemand Heath Caldo MRS con NaCl
Bifidobacterium Solutions Inc. al 0,9%
longum RO175
Lactobacillus Laboratorio de

Plantarum 90sk vy | genética de
Agar MRS y agar

Bifidobacterium microorganismos de la | 0,5mL o

adolescentis 150 Academia Rusa de clostridial reforzado
Ciencias

Bifidobacterium Coleccion de cultivos

longum subsp. | de microorganismos Caldo MRS con

Infantis E41 y | alimentarios en la 0,5mL 0,05% (p/p) de L-

Bifidobacterium breve | Universidad de cisteina

M2CF22M7 Jiangnan

Nota. Datos tomados de las referencias de la Tabla 1

2.2. Matriz de seleccién del microorganismo

Se realiza la matriz de selecciéon del microorganismo mediante la evaluacién de criterios como la
facilidad de obtencion de la cepa, nivel de desarrollo de la investigacion, el medio de cultivo, pH y
temperatura de crecimiento Optimos y potencial psicobidtico. Esta matriz de decision sigue la
metodologia optimista, ya que los resultados que reflejen un resultado mas alto sera el mas favorable
para su aplicacion en el disefio para el cual se puede obtener un valor ponderado minimo de 0 y un valor

ponderado méaximo de 15 [55].
Se maneja una escala de 1 a 3 para cada criterio, de la siguiente manera:

¢ Facilidad de obtencion
1: No se encuentra informacidn acerca de la comercializacion de la cepa.
2: Se encuentra el microorganismo en un banco de cepas.

3: Se tiene disponibilidad de la cepa en la Universidad de América.
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Nivel de desarrollo tecnoldgico

1: La cepa analizada se encuentra en una etapa muy temprana de desarrollo.

2: La cepa analizada ha sido probada en animales o humanos.

3: La cepa analizada ha demostrado resultados exitosos en las pruebas en animales 0 humanos y se

han realizado diversos estudios en diferentes paises.

Medio de cultivo

1: El medio de cultivo es muy especifico, dificil de obtener y costoso.
2: El medio de cultivo es asequible, pero con costo elevado.

3: El medio de cultivo es asequible y tiene un costo moderado.

pH y temperatura

1: Las condiciones éptimas de crecimiento de la cepa se encuentran en un rango muy limitado de
pH y temperatura, y ademas presenta un rango de pH neutro o bésico, lo que implica un mayor
control de esta variable.

2: Las condiciones éptimas de crecimiento de la cepa se encuentran en un rango muy limitado de
pH y temperatura o presenta un rango de pH neutro o basico, lo que implica un mayor control de
esta variable.

3: Las condiciones éptimas de crecimiento de la cepa se encuentran en un rango amplio de pH y
temperatura, y ademas presenta un rango de pH &cido, lo que facilita el control de esta variable.
Potencial psicobidtico

1: La cepa muestra resultados limitados y poco contundentes.

2: La cepa muestra resultados positivos para la ansiedad o la depresion,

3: La cepa muestra resultados positivos y contundentes para la ansiedad y la depresion.

Con ello se pondera la puntuacion para cada cepa y se selecciona aquella que sea la mas factible en

cuanto a los criterios evaluados, es decir, la que obtenga el resultado mas alto.

Tabla 3.

Matriz de seleccion del microorganismo

Cepa/Criterio Facilidad = Nivelde &= Medio pHYy Potencial = Total
de desarrollo de temperatura psicobidtico
obtencion cultivo
Bifidobacterium 1 3 3 1 2 10
longum 1714
Bifidobacterium 1 3 3 1 1 9
longum
NCC3001
Lactobacillus 1 3 3 1 1 9

casei Shirota
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Lactobacillus 1 1 2 3 1 8
gasseri CP2305

Bifidobacterium 1 1 3 1 3 9
breve 1205

Bifidobacterium 1 1 3 1 2 8
breve

CCFM1025

Bifidobacterium 1 2 3 1 3 10
infantis 35624

Lactobacillus 1 2 2 2 2 9
helveticus N58

Lactobacillus 2 2 2 2 3 11
plantarum

PS128

Lactobacillus 2 3 2 3 2 12
rhamnosus GG

Lactobacillus 1 1 2 1 3 8
Helveticus

R0052 y

Bifidobacterium

longum R0O175

Lactobacillus 1 1 2 2 3 9
Plantarum 90sk

y
Bifidobacterium

adolescentis 150
Bifidobacterium 1 1 3 1 2 8
longum subsp.
Infantis E41y
Bifidobacterium
breve
M2CF22M7
Nota. Puntajes ponderados segun la descripcién de cada criterio

A partir de los resultados obtenidos en la matriz de seleccion del microorganismo, se selecciond la cepa
Lactobacillus rhamnosus GG, debido a que obtuvo la mayor puntuacion (12), lo que quiere decir que
en todos los criterios evaluados presenta mayores ventajas con respecto a las demas cepas analizadas y
este resultado es bastante cercano al maximo posible (15). Si bien Lactobacillus plantarum PS128
obtuvo un valor de 11, es decir, cercano a la puntuacion del microorganismo seleccionado,
Lactobacillus Rhamnosus GG se destacd en mas parametros como lo fueron el nivel de desarrollo y el
rango Optimo de pH y temperatura. El nivel de desarrollo de Lactobacillus plantarum PS128 es méas
bajo, debido a la cantidad de estudios realizados; Lactobacillus Rhamnosus GG tiene mas articulos
donde es mencionada la cepa y se hacen analisis de esta a mayor profundidad [56], [43], [44], [57],
[37].
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3. ANALISIS DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE Lactobacillus
rhamnosus GG

3.1. Medio de cultivo

Si bien existen variedad de medios de cultivos que se comercializan para Lactobacillus rhamnosus GG,
es necesario identificar, a través de la informacion publicada en los diferentes articulos, aquel medio en
el que las sustancias dentro de su composicion promueven el crecimiento del microorganismo en mayor
medida. Ademas, también es importante poseer toda la informacion acerca de la preparacion, asi como
de sus condiciones de almacenamiento y control de calidad teniendo claros los parametros de
temperatura y pH que la cepa escogida requiere.

Luego de una exhaustiva revision bibliografica en articulos que relacionan Lactobacillus rhamnosus
GG con pruebas para psicobidticos, se encontré el caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) como el

medio de cultivo mayormente utilizado.

La composicion del caldo MRS se describe en la siguiente tabla:

Tabla 4.

Composicion del caldo MRS

Férmula en g/L

Peptona bacteriolégica 10 | Dextrosa 20
Fosfato dipotasico 2 Sulfato magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,05 | Extracto de carne 8
Acetato de sodio 5 Tween 80 1
Extracto de levadura 4 Citrato amonico 2

Nota. la tabla muestra la composicion detallada del medio de cultivo que seré utilizado (Caldo
MRS). Adaptado de: Britania, “Caldo, MRS,” J. Appl. Bacteriol, vol. 23, no. 37, pp. 2-3, 2014,
[Online]. Available: http://www.britanialab.com/productos/413_hoja_tecnica_es.pdf.

Para su preparacion se suspenden 52,25 gramos del medio en un litro de agua destilada. Se mezcla y se
disuelve por calentamiento agitando con frecuencia. Se hierve durante un minuto hasta disolver por
completo. Finalmente se dispensa en los recipientes adecuados y se esteriliza en autoclave a 121 °C
durante 12 minutos [43].

Su rango temperatura de almacenamiento debe encontrarse entre 2°C y 8°C. El cultivo se inocula en

una concentracion de aproximadamente 10° CFU [43].

3.2. Temperaturay pH

Lactobacillus rhamnosus GG pertenece a los organismos mesofilos (5 — 45°C), su cultivo puede crecer
a temperaturas inferiores a 15°C o superiores a 40°C. Sin embargo, el rango de temperatura 6ptima se
encuentra entre 30 y 45°C [43].
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Segln estudios publicados por la revista de investigacion de comida y nutricién de Bratislava,
Eslovaquia, se realizaron andlisis del crecimiento de Lactobacillus rhamnosus GG en temperaturas

entre 6°C y 41°C, como se puede observar en la ilustracion 4.

Figura 4.

Tasa de crecimiento en funcion de la temperatura de
crecimiento de Lactobacillus Rhamnosus GG
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Nota. la ilustracion muestra una gréfica que
representa la tasa de crecimiento de L.
Rhamnosus GG con respecto a la temperatura.
Adaptado de: L. Valik and D. M. A. Lipatkova,
“Characterization of the growth of Lactobacillus
rhamnosus GG,” J. food Nutr. Res., vol. 47, no. 2,
pp. 60-67, 2008.

Se plantea el método de “raiz cuadrada” propuesto por Ratkowsky, para modelar la tasa de crecimiento
de la cepa con el objetivo de cubrir el rango de temperatura hasta el rango éptimo de crecimiento

mediante la siguiente ecuacion.

VGr = b(T = Tryin) 1)
Donde Twmin €s la minima temperatura tedrica de crecimiento del microorganismo, Gr es la tasa de
crecimiento del microorganismo a temperatura suboptima y b es el coeficiente de regresion lineal. El
valor de T es propuesto por el investigador dependiente de la temperatura o temperaturas a las que se

desea estudiar el comportamiento de la cepa [58].

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio, que se muestran en la ilustracién 4, se puede
establecer que la temperatura a la que se da una mayor tasa de crecimiento es a 40,5°C, teniendo en
cuenta que para el estudio realizado la temperatura minima fue de 6°C (T-Tmin = 35°C). Esto fue
verificado teniendo en cuenta también la dependencia de la temperatura con respecto al pH, con la

siguiente ecuacién [43].
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lag,y * rateyy = —0,003T? + 0,243T — 5,0091 2

Figura 5.

Dependencia de la temperatura de crecimiento con
respecto al pH
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Nota. la ilustracion muestra una grafica que
representa la dependencia de que tiene la
temperatura con respecto a la variacion del pH en
el andlisis del crecimiento de L. Rhamnosus GG.
Adaptado de: L. Valik and D. M. A. Lipatkova,
“Characterization of the growth of Lactobacillus
rhamnosus GG,” J. food Nutr. Res., vol. 47, no. 2,
pp. 60—67, 2008.

Con la ecuacion 2 a diferentes temperaturas, se estudia el crecimiento de la cepa en rangos cercanos a
la posible temperatura Gptima, notando en la siguiente grafica un pico méaximo de la curva hacia los
40°C. También se puede visualizar que, a temperaturas mayores a 40,5°C, la curva muestra un
decrecimiento, lo cual también confirma la temperatura 6ptima de crecimiento de Lactobacillus

rhamnosus GG.

Por otro lado, el pH 6ptimo para el crecimiento de Lactobacillus rhamnosus GG se encuentra en un

rango entre 45y 6,4.
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Figura 6.

Dindmica de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus
GG y pH en relacion con la temperatura
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Nota. la ilustracion muestra una grafica que
representa la dinamica de crecimiento de L.
Rhamnosus GG con respecto al pH y la
temperatura. Adaptado de: L. Valik and D. M. A.
Lipatkova, “Characterization of the growth of
Lactobacillus rhamnosus GG,” J. food Nutr. Res.,
vol. 47, no. 2, pp. 60-67, 2008.

Las diferentes series corresponden a distintas temperaturas de crecimiento

De acuerdo a la ilustracion 6, se tuvo en cuenta en primer lugar la curva que representa la temperatura
Optima de crecimiento (41°C), ya que a esta temperatura se alcanza la mayor velocidad de crecimiento.
Luego de esto, se observé que el valor del pH disminuye progresivamente hasta un valor de 6,4 a la
hora 15, sin embargo, como muestra la ilustracién 6, la variacion del pH es minima y se mantiene

practicamente constante.
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4. DISENO CONCEPTUAL

4.1. Procesamiento

El proceso de produccién de un psicobidtico es igual al de un probidtico, debido a que el objetivo para

ambos casos es obtener una cepa optima y funcional para cada requerimiento.

Como se puede observar en la tabla 1, las especies mas comunes en cuanto al potencial psicobidtico
pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los microorganismos de estos géneros
pueden tener requisitos de crecimiento y propiedades de estabilidad muy diferentes. Como la viabilidad
es clave, en cantidades suficientes y hasta el final de la vida util, los psicobiéticos deben producirse de
forma que sean robustos y estables. También es necesario incluirlos en productos de consumo que

permitan su supervivencia, en cantidades suficientes, hasta el final de su vida util [59].

Algunas tecnologias de fermentacién, entre las que se encuentran la fermentacion por lotes, la
fermentacion continua, los biorreactores de membrana y la tecnologia de células inmovilizadas, se
consideran adecuadas para la proliferacion de bacterias probidticas. Estan disefiadas para producir un
mayor rendimiento y productividad celular y para disminuir la capacidad de procesamiento posterior

necesaria para cosechar la biomasa [60].

Varias caracteristicas influyen en la viabilidad de los microorganismos probiéticos en los productos
alimentarios durante los periodos de produccién y de almacenamiento, como el pH, la acidez, el oxigeno
disuelto, el potencial redox, el H-O-, las bacteriocinas, los acidos grasos de cadena corta, los agentes
aromatizantes, los microbios competitivos, los materiales y las condiciones de envasado, la tasa y
concentracién de inoculacién, condiciones de fermentacién, microencapsulacion, contenido de solidos
no grasos de la leche, suplementacion de la leche con nutrientes, temperatura y tiempo de incubacién,
temperatura de almacenamiento, carbonatacion, adicién de sal, azlcar y edulcorantes, velocidad de

enfriamiento del producto y la escala de produccion [60].

El diagrama de proceso de produccion mas comun para la produccion de microorganismos probidticos

se puede observar en la ilustracion 2.
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Figura 7.
Presentacion esquemdtica de la produccion de biomasa
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Nota. la ilustracién muestra el diagrama de proceso para la obtencidén de la biomasa de un
probidtico. Adaptado de: K. Fenster, B. Freeburg, C. Hollard, C. Wong, R. R. Laursen, and A. C.
Ouwehand, “The Production and Delivery of Probiotics: A Review of a Practical Approach,”
Microorg. 2019, Vol. 7, Page 83, vol. 7, no. 3, p. 83, Mar. 2019, doi:
10.3390/MICROORGANISMS7030083.

El proceso de produccidn se divide en las etapas que se describen a continuacion.

4.1.1 Optimizacion y preparacion del medio de cultivo

Las semillas congeladas se preparan cuidadosamente para que consista en una sola cepa pura y se
verifica que esté libre de contaminantes para el test de control de calidad (QC), se utiliza en un nimero
limitado de fermentaciones secuenciales de semillas para lograr el volumen de in6culo deseado v,
finalmente, se transfiere al recipiente de fermentacion principal para su crecimiento. Como alternativa,
el material congelado de inoculacién directa en cuba (DVI) consiste en una mayor cantidad de células
concentradas que puede utilizarse para inocular directamente el recipiente de fermentacion principal
[59].

El medio tratado térmicamente que se utiliza en el escalado de semillas y la fermentacion principal es
una mezcla de agua, fuentes de nitrégeno, carbohidratos, sales y micronutrientes necesarios para el

crecimiento [59].

La leche y el suero de leche bovina son considerados como fuentes de nutrientes para el crecimiento de
bacterias del género Lactobacillus, ya que contienen fuente de nitrégeno en forma organica, complejos
vitaminicos como el complejo B, pH adecuado, y una forma coloidal que hace disponible todo tipo de

nutrientes [8].
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El caldo MRS (DE MAN, ROGOSA y SHARPE) es el medio més utilizado para el cultivo de
Lactobacillus o Bifidobacterium [62]. Se produjeron mayores recuentos celulares de cepas de

bifidobacterias en leche desnatada ultrafiltrada con diversas concentraciones de proteinas o la inclusion

de leche con sustratos nitrogenados, como las fracciones de suero y caseina de la leche humana o de

vaca comparada con el crecimiento en leche desnatada solamente [63].

4.1.2 Fermentacion

En esta etapa se pueden tomar diferentes caminos ya que existen varios tipos de fermentacién que

pueden ser utilizados para la produccién de un psicobi6tico, entre ellos estan:

Biorreactor de Membrana: algunos investigadores han informado sobre la produccion de células
probidticas en biorreactores de membrana. Han apoyado los altos rendimientos celulares y la
productividad volumétrica. Se han reportado niveles de biomasa siete veces mayores de
Bifidobacterium longum en un biorreactor de membrana que la obtenida en fermentadores
discontinuos de células libres [64]. Asimismo, estudios informan que hay un alto rendimiento
celular y una productividad volumétrica 15 veces mayor en comparacion con los cultivos

discontinuos de células libres de Bifidobacterium bifidum [65].

Tecnologia de células inmovilizadas en cultivos continuos: este tipo de tecnologia tiene el
potencial de mejorar el papel de las células probidticas. Por lo tanto, la fisiologia y la funcionalidad
de los probi6ticos ingeridos pueden mejorarse con la aplicacion de estas tecnologias. Esto ayuda a
ampliar la gama de probidticos disponibles en el mercado [66]. En los cultivos continuos, las células
bacterianas crecen en un fermentador con un suplemento continuo de medio fresco y la eliminacién
del caldo fermentado a una tasa de dilucion determinada. El metabolismo, la tasa de crecimiento y
la expresion genética de las bacterias de los cultivos continuos pueden controlarse en condiciones

constantes durante largos periodos de tiempo [67].

Fermentacion continua: las células producidas con cultivos continuos de CI (Células
Inmovilizadas) estan en fase exponencial o fase estacionaria temprana, y muestran una alta
viabilidad y actividad metabdlica en comparacion con las células muertas de hambre producidas
con cultivos convencionales por lotes [60]. La tecnologia de células inmovilizadas combinada con
el cultivo continuo a largo plazo puede ser un proceso de un solo paso y de células con mayor
tolerancia a las tensiones ambientales, sin necesidad de tratamientos de pre acondicionamiento que
a veces se hace para mejorar la supervivencia de los probiéticos durante su produccion y uso en

alimentos funcionales, pero que acaban reduciendo la actividad y el rendimiento de las células [68].
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4.1.3 Microencapsulacion

La microencapsulacion es una tecnologia para envasar sélidos, liquidos o materiales gaseosos en
pequefias cdpsulas selladas que pueden liberar su contenido a un ritmo controlado en condiciones
especificas [69]. La microencapsulacion de probidticos en perlas de hidrocoloide se ha comprobado que
mejora su viabilidad y actividad en los productos alimenticios, ya que las células quedan atrapadas en
una matriz de perlas, separandolas asi de las duras condiciones ambientales y protegiéndolas contra los
bacteridfagos [70].

4.1.4 Secado por pulverizacion o aspersion

Las células bacterianas requieren una actividad del agua (aw) de aproximadamente 0,98 en la matriz
resultante para su crecimiento y supervivencia. Por lo tanto, la eliminacion fisica del agua para convertir
las células bacterianas en una forma seca es un proceso arriesgado. Es necesario mantener una aw alta
para la actividad metabdlica o una aw baja para preservar las bacterias en estado vivo, para que puedan
sobrevivir en estado latente en los polvos [71].

El secado por aspersion es una herramienta bien organizada en las industrias alimentarias para la
produccién de leche en polvo y café instantaneo. Aunque hay varias condiciones de proceso restrictivas
para los microorganismos (la entrada alcanza >180 °C), la rapidez del secado, combinada con la
capacidad de secar grandes cantidades de cultivos bacterianos ha llamado la atencién de la investigacion

y la industria [72].

415 Liofilizacion

La liofilizacion es un método comunmente utilizado, que proporciona una mayor supervivencia en
comparacion con el secado por pulverizaciéon. En general, la liofilizacion se consigue mediante tres
pasos importantes: congelacion, secado primario y secundario.

Para aumentar la tasa de supervivencia de los cultivos bacterianos, se suelen congelar a -196 °C en
nitrogeno liquido. Tras la congelacion, las muestras congeladas se subliman con hielo en condiciones
de alto vacio para completar la congelacion primaria.

En este paso, la alta temperatura bajo presion provoca la transicién de fase de soélido a gas. Después de
la etapa de secado primario se elimina casi el 95% del contenido de agua de la muestra. Sin embargo,
el secado secundario también es importante para eliminar las moléculas de agua ligada al hidrogeno
para lograr un contenido final de agua inferior al 4%, lo que de agua final por debajo del 4%, mejorando
asi las tasas de supervivencia y la eficacia del almacenamiento a largo plazo y evitando el deterioro
[73].
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4.2. Control de calidad y condiciones de producto y almacenamiento

4.2.1. Control de calidad

La fabricacién de Lactobacillus y Bifidobacterium con un alto rendimiento constante depende en gran
medida del control efectuado durante todo el proceso. Es necesario tener en cuenta la diversidad de
respuestas que puedan tener las cepas al proceso, con el fin de mantener el control y evitar la alteracién

negativa del rendimiento [74].

Una vez establecido el proceso para cada cepa establecida, es importante ejecutar este proceso de la
misma manera cada vez, lo cual genera una menor desviacion en la fabricacion y una mayor facilidad

en el control [61].
El control del proceso de fabricacidn se realiza en varios niveles, entre los que se incluyen los siguientes:

e Los proveedores de materias primas son auditados y las materias primas son evaluadas a cierto
nivel para garantizar la alta calidad.

e El establecimiento de rangos significativos y alcanzables para los parametros del proceso y la
verificacion de la capacidad del proceso para estar constantemente dentro de esos rangos.

e Automatizacion del proceso en la medida de lo posible, para reducir la incoherencia asociada a los
errores humanos y los aspectos del proceso de fabricacién controlados manualmente.

e Evaluacion de las muestras durante el proceso y del producto final para garantizar que el producto

sea de alto rendimiento y esté libre de contaminantes.

Todos los aspectos del proceso deben ser supervisados y controlados adecuadamente para garantizar un
rendimiento de la cepa elevado y constante. No se puede subestimar la importancia de controlar el
proceso para la fabricacion constante de Lactobacillus y Bifidobacterium de alto rendimiento,

especialmente los requisitos nutricionales especificos de la cepa y la sensibilidad del proceso [61].

Cuando se fabrican productos probidticos, es imprescindible contar con normas y procesos de alta
calidad. Esto garantiza que el producto se fabrique de acuerdo con las normas mas estrictas para obtener
un producto que no sélo cumpla las especificaciones de la etiqueta, sino que también sea eficaz y seguro
de usar. Ademas, el producto debe ser analizado por un laboratorio independiente y plenamente
acreditado que tenga la experiencia necesaria para analizar las cepas probioéticas. La garantia de calidad
debe ocupar un lugar destacado en la lista de obligaciones para cada empresa y la trazabilidad completa

debe ser una prioridad [75].

Como cada vez mas probioticos estan siendo consumidos por la poblacion en general, que incluye a

personas vulnerables sujetos como mujeres embarazadas, bebés, personas con reacciones alérgicas y
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personas con sistemas inmunitarios comprometidos, los estdndares y normatividad para mantener el

control de calidad industrial y las pruebas han avanzado.

El cumplimiento de la orientacion reglamentaria y las normas aplicables han mejorado el control y el
resultado de los procesos de produccién y control de calidad, aumentando la capacidad de las
instalaciones de produccién para producir y control de calidad para la fabricacion de un producto final
mas consistente. Ademas, al implementar y practicar dichas pautas, las areas continuas para el desarrollo

y/o las correcciones se pueden adoptar mas facilmente.

Ademas, al adoptar buenas précticas de manufactura (BPM), el laboratorio de control de calidad
minimiza la contaminacion mediante la comprensién de los pasos utilizados en la produccién para hacer
el producto final, la composicion del producto final y la manipulacién del producto final. Esto incluye
personal higiene, el equipo de proteccion individual (EPI) adecuado, establecimiento de protocolos de

transito peatonal, flujo a través del laboratorio, y procedimientos y registros de saneamiento.

4.2.2.Condiciones del producto y su almacenamiento

La composicion de los alimentos, los tipos de material de envasado y entorno de almacenamiento tienen

una influencia significativa en la supervivencia de los probiéticos [76].

4.2.3. Promotores de crecimiento

Diferentes promotores del crecimiento, como la glucosa, las vitaminas, los minerales, la caseina, los
hidrolizados de proteina de suero, el extracto de levadura y los antioxidantes, se enriquecen en los
productos lacteos para aumentar la tasa de crecimiento de las especies probidticas (Lactobacillus y
Bifidobacterium) [77]. Estos suplementos tienen efectos positivos significativos en la supervivencia de
los microorganismos probi6ticos durante el almacenamiento. Los estudios también han demostrado que
la presencia de disacaridos puede estabilizar la membrana celular durante el almacenamiento [78]. Por
ejemplo, el sorbitol evita el dafio de la membrana al interactuar con ella, y estabiliza la funcionalidad y
la estructura de las proteinas, se encontrd al sorbitol como el mayor protector para Lactobacillus

plantarum y Lactobacillus rhamnosus durante el almacenamiento [79].

4.2.4.Contenido de oxigeno

El contenido de oxigeno es uno de los factores mas importantes que afectan a la viabilidad de los
probidticos, especialmente durante el periodo de almacenamiento [80]. El oxigeno molecular es

perjudicial para la supervivencia y el crecimiento de los probidticos, ya que la mayoria de las especies
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son estrictamente anaerobias. El nivel de oxigeno dentro del envase durante el almacenamiento de los
productos probidticos debe ser lo més bajo posible para evitar la toxicidad y la muerte del
microorganismo y la consiguiente pérdida de funcionalidad del producto [81].

4.2.5.Contenido de humedad

El contenido de humedad de los productos probiéticos es otro factor que influye en la estabilidad de la
vida util de las bacterias vivas [82]. El almacenamiento en presencia de oxigeno y humedad sera
perjudicial para la supervivencia de las bacterias. El contenido 6ptimo de humedad 6ptimo para el
almacenamiento de Lactobacillus salivarius oscila entre el 2,8% y el 5,6% [83].

4.2.6.Temperatura de almacenamiento

La viabilidad de las bacterias probidticas durante el almacenamiento esta inversamente relacionada con
la temperatura de almacenamiento. Los alimentos probioticos deben almacenarse preferentemente a una
temperatura de 4-5 °C. La mayor viabilidad de Lactobacillus acidophilus en yogur se observo hasta 20
dias cuando se almacené a 2 °C, mientras que para Bifidobacterium lactis, la temperatura 6ptima de

almacenamiento fue de 8 °C [84].

4.2.7. pHYy acidez

La supervivencia de los probioticos durante el almacenamiento se ve considerablemente afectada por
el pH y la acidez. El rango 6ptimo de pH para el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium esta en el rango de 5,5- 6,0y 6,0 - 7,0, respectivamente. Los lactobacilos son capaces
de crecer y sobrevivir en productos fermentados con valores de pH entre 3,7 y 4,3 [85]. Las especies de
bifidobacterias son menos tolerantes al &cido, y un nivel de pH inferior a 4,6 es perjudicial para su

supervivencia [86].

4.2.8. Aspectos de empaque

Diferentes aspectos del envasado, como el tipo y el grosor de los materiales de envasado, la
permeabilidad a los gases (02, CO: y vapor de agua) y permeabilidad a la luz a través del material

pueden influir en la supervivencia de los probioticos [77].

Las mejores condiciones para crear un entorno anaerobico favorable (menos de 1 ppm de oxigeno) para
el crecimiento de cultivos probidticos viables se obtuvieron cuando se envaso en un recipiente hecho

de un material de barrera al oxigeno integrado con un agente capturador de oxigeno [87]
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4.3. Alistamiento de materias primas

4.3.1. Lactobacillus rhamnosus GG

Para la eleccion del proveedor de la cepa de Lactobacillus rhamnosus GG se realizé una bdsgueda en
la cual se encontr6 que la ATCC (American Type Culture Collection) es una organizacion
estadounidense encargada de recolectar, almacenar y distribuir microorganismos a nivel mundial, por
lo cual se selecciona esta directamente como proveedor ya que, al realizar la busqueda a nivel nacional,

no se encontro la disponibilidad de esta cepa.

4.1.6 Caldo MRS

El caldo MRS es un medio mejorado para Lactobacillus, favorece un buen crecimiento y es

particularmente (til para una serie de cepas exigentes que crecen mal en otros medios generales.

Contiene digestion enzimatica de tejido animal, extracto de carne de res y extracto de levadura, que son
las fuentes de carbono, nitrégeno y vitaminas que se utilizan para satisfacer los requisitos generales de
crecimiento en el medio de caldo MRS. La dextrosa es el carbohidrato fermentable incorporado al
medio. El acetato de sodio en caldo es un agente inhibidor. El acetato de sodio y el citrato de amonio
actuan como fuente de energia y como agentes selectivos para prevenir el crecimiento excesivo de
organismos contaminantes. El fosfato de potasio es el agente taponador. El sulfato de magnesio y el
sulfato de manganeso proporcionan cationes que se utilizan en el metabolismo. El polisorbato 80 es un

tensioactivo que facilita la absorcion de nutrientes por los Lactobacillus [88].

Los respectivos pesos de cada uno de los componentes que conforman el caldo MRS en g/L estan

consignados en la Tabla 3.

Este es posible obtenerlo mediante proveedores nacionales como el grupo didacta de ciencia y
tecnologia o proveedores internacionales como Merck que cuentan con la disponibilidad para la

necesidad de un proceso industrial.

4.1.7 Agua

El agua es un componente importante en la preparacion y utilizacion de medios de cultivo
microbiolégicos, por lo que esta debe estar libre de impurezas que podrian tener un impacto en el
crecimiento de bacterias o causar diversas anomalias en el medio, como un pH incorrecto, color

incorrecto o precipitacion. Por esta razon, la calidad del agua recomendada esta descrita en la norma
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ISO 11133: 2014 (“Microbiologia de alimentos, alimentacién animal y agua — Preparacion, produccion,

almacenamiento y pruebas de rendimiento de medio de cultivo™)[89] y describe los siguientes criterios:

e Estar purificada, libre de trazas de cloro, amoniaco o iones metalicos, que pueden inhibir el
crecimiento de microorganismos

e La conductividad del agua debe ser <25 pS/cm, preferiblemente por debajo de 5 uS/cm

e Se recomienda que el agua se use recién purificada o se almacene en un recipiente libre de
sustancias inhibidoras

e La contaminacion microbiana del agua debe ser <103ufc / mL

4.4. Dimensionamiento del proceso

Para el proceso de produccion del microorganismo psicobiético Lactobacillus Rhamnosus GG se
establecié un reactor con capacidad de 1m?3, esto debido a que después de realizar una amplia revision
bibliogréfica acerca de la produccién anual del mercado probiotico/psicobidtico a nivel nacional, no se
encontrd una cifra concreta de esta variable, por lo que se procedi6 a optar por un reactor con el volumen

maés grande disponible de manera comercial.

A pesar de que el volumen del reactor es de 1m?3, este se va a operar con un maximo de 700L como
volumen efectivo, debido a que existen cabezas de aire y un reactor no se opera a su maxima capacidad
por temas de control y seguridad. Adicionalmente, los dias laborales durante el afio seran 300, los dias

restantes del afio corresponden a dias festivos, domingos y dias destinados al mantenimiento.

Con lo anterior y teniendo en cuenta que L. Rhamnosus GG tiene un tiempo de fermentacion de 12h,
como se puede observar en la ilustracion 6, se programa que se produzca un lote de 700L por dia, lo

cual corresponderia a 210000 L/afio.

Ahora bien, es importante tener en cuenta que la productividad del microorganismo es de 10x10%°
UFC/L y para que se produzca esta cantidad debe haber un inéculo inicial de 6,17x10° UFC/L, por lo

tanto, la cantidad de biomasa que se produciria por lote seria de 7x10® UFC.

4.5. Descripcion del proceso

Inicialmente, se realiza la dilucién del medio de cultivo (caldo MRS) con agua, siguiendo las
instrucciones del proveedor (559 de caldo por cada litro de agua) en el mezclador M-101,
posteriormente, esta mezcla pasa a un esterilizador (H-101) que funciona a una temperatura de 121°C
durante 15 minutos y que tiene como objetivo la esterilizacion del medio de cultivo, esto para asegurar

su completa inocuidad. Una vez completada la esterilizacion, se procede a repartir el medio de cultivo
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en el respectivo tren de inoculo por medio de tres divisores (D-101, D-102 y D-103). El proceso de
esterilizacion se realiza antes de la entrada a cada fermentador en los equipos H-102, H-103 y H-104,

El tren de in6culo se construye a partir del dimensionamiento del proceso. Como se establecié un
volumen de 1000L en el reactor principal, se dividié este valor en 10 para colocar un reactor previo de
10L, se realiz6 este proceso hasta llegar a un reactor de 100ml (R-101), el cual corresponde a un
volumen o6ptimo para el inicio del proceso, en el R-101 ingresa directamente la biomasa seca de L.

Rhamnosus GG.

Es necesario tener en cuenta el indculo inicial para cada uno de los biorreactores, ya que cuentan con
diferente capacidad. A partir del inéculo inicial para 1L que es de 6,17x10° UFC, es calculado el
necesario para las demas capacidades, siendo de 4,32 x10° UFC para el de 700mL, 4,32 x10°% UFC para
el de 7L, 4,32 x10” UFC para el de 70L y 4,32 x10® UFC para el de 700L.

Una vez terminada la fermentacién en el R-104, la corriente se dirige hacia una centrifuga (S-101) para
separar los metabolitos de la biomasa, los metabolitos formados salen por la parte de abajo hacia un
tanque (T-101) y la biomasa concentrada se dirige posteriormente hacia un secador por aspersién (S-
102). En dicho secador, ingresa por arriba aire caliente y sale por abajo la biomasa seca que es dirigida
al tanque T-102; por la otra corriente sale aire humedo, este aire ingresa a un ciclon (S-103) para retirar
la humedad y las trazas de biomasa que hayan quedado, del S-103 por arriba sale el escape de aire y por

abajo la biomasa seca que se haya recuperado que se dirige al tanque T-102.

Cabe aclarar que, para el proceso de separacion y secado, las técnicas mas utilizadas son la liofilizacion
y el secado por aspersion. Para este disefio se eligio la técnica de secado por aspersion debido a que es
uno de los procesos mas prometedores para la produccién de probidticos secos debido a su alta tasa de
funcionamiento, bajo costo de operacion y mantenimiento, ademas del alto de supervivencia de los

microorganismos [90].

Es importante tener en cuenta las condiciones en las que debe realizarse el proceso de secado para no
afectar la viabilidad del microorganismo, la temperatura de entrada a la cdmara de secado debe estar
entre 80 y 180°C, mientras que la temperatura de salida debe encontrarse entre 40 y 100°C. El aumento
de latemperatura a la salida disminuye la viabilidad celular, dado que esta temperatura se encuentra por

encima de la temperatura que los microorganismos pueden soportar [91].

Por altimo, la produccion de biomasa debe realizarse en un proceso estéril y completamente hermético
para evitar la contaminacién cruzada con microorganismos silvestres. Por lo tanto, todas las lineas de
aire y de gases inertes necesarias para el proceso de fermentacion y secado deben ser filtradas a través
de filtros HEPA.

Adicionalmente se debe contar con lineas de servicio de vapor vivo que permitan esterilizar las tuberias

y los equipos previo al paso de las corrientes de proceso y también se debe contar con una limpieza
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CIP, con el fin de garantizar la remocion de los residuos entre lotes y evitar la contaminacion entre los
mismos. Dichos equipos de filtrado no se muestran en el diagrama PFD, sin embargo, deben tenerse en
cuenta para el disefio del proceso.

El diagrama de flujo de proceso (PFD) puede observarse en el anexo A.

4.6. Descripcion del producto final

La formulacion del producto terminado incluye las caracteristicas de empaque necesario para la
comercializacion del mismo. Ya que los productos terminados de este tipo son en polvo fino de 10-100
um, es necesario hacer la revision correspondiente del tipo empacado para estos, ya que deben cumplir

con inocuidad, sostenibilidad y evitar contaminacion con el medio ambiente.

Para el empaque de este tipo de productos es necesario utilizar materiales que conserven y protejan el
producto contenido. El sachet y el doy pack son los tipos de empaque mas utilizados, debido a su
versatilidad y precio, ademas de ser ideal para productos comercializados en bajas cantidades [92], lo
cual para la aplicacion en productos probidticos es un factor positivo ya que se empacan en cantidades
alrededor de 20 g de producto terminado. Ademas de ello, estos son herméticos, de modo que no da

paso a flujos de aire o liquidos exteriores que perjudiquen las caracteristicas del producto.
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5. CONCLUSIONES

Se selecciono la cepa de Lactobacillus rhamnosus GG como el microorganismo con mayor potencial
psicobidtico, mediante la evaluacion de criterios (Facilidad de obtencion, nivel de desarrollo
tecnoldgico, medio de cultivo, pH y temperatura, potencial psicobi6tico), en la cual esta cepa presentd
los mejores puntajes en estos pardmetros en comparacion con las deméas cepas de microorganismos

preseleccionadas.

Se encontré evidencia de la temperatura 6ptima de crecimiento (40,5°C) para Lactobacillus rhamnosus
GG, en ensayos realizados desde 21°C a 41°C, notando ademas que la mayor produccion de biomasa

se alcanza a las 12h de cultivo.

Fue establecido el caldo MRS como el medio de cultivo més adecuado para el crecimiento de
Lactobacillus rhamnosus GG, donde cada uno de los componentes del medio de cultivo cumple una
funcidn especifica para el crecimiento de la cepa, tales como, el suministro y absorcion de nutrientes,

fuentes de energia y selectividad.

Se determinaron las condiciones para el alistamiento de cada una de las materias primas estableciendo
a ATCC como proveedor de la cepa Lactobacillus rhamnosus GG y Grupo Didacta como proveedor

del caldo MRS, ademas de describir los criterios de purificacion de agua con fines microbiol4gicos.

Se realiz6 el disefio conceptual siguiendo la descripcion del proceso para lograr hacer el

dimensionamiento, estableciendo una capacidad de 7x10® UFC por cada lote.

Se realiz6 el diagrama PFD del proceso con el cual se pueden identificar las etapas del proceso a escala
industrial y las operaciones que se realizan para la fabricacién de biomasa de Lactobacillus rhamnosus
GG.
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ANEXO 1.
DIAGRAMA DE FLUJO DE PROCESO (PFD) DE LA PRODUCCION DE LA

BIOMASA DE Lactobacillus Rhamnosus GG.
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