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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si las bacterias lacticas Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus son capaces de fermentar harina de linaza, liberar y
metabolizar el secoisolariciresinol diglicosido (SDG) generando los lignanos
mamiferos, enterodiol y enterolactona. Para el cumplimiento de dicho objetivo los
microorganismos se cultivaron en medios que contenian 5 mg de harina de linaza
entera y harina de linaza desgrasada en agua. El Lactobacillus casei fue incubado en
aerobiosis a 32°C+1°C y Lactobacillus acidophilus en campanas de anaerobiosis a
38°C+1°C. Las muestras fueron analizadas durante un periodo de tiempo
representado en horas (0, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 168, 216, 288), separadas en fase
sélida (SPE) y finalmente llevadas a cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Paralelo a ello, se evalud la degradacién de las proteinas en la fermentacién de
harinas de linaza mediante la determinacion de aminoacidos libres por cromatografia

liquida de alta eficiencia (HPLC) con derivatizacion por fenilisotiocianato.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio, las bacterias lacticas
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus son capaces de metabolizar el
secoisolariciresinol diglicésido (SDG), pero sélo el Lactobacillus casei es capaz de
liberar el agliconas secoisolariciresinol (SECO) y generar enterodiol (ED), lignano con
actividad biologica. Las bacterias estudiadas no generan enterolactona (EL) en medios
con harina de linaza entera y harina de linaza desgrasada, debido a que el enterodiol
(ED) no es oxidado. Mediante este estudio queda comprobado que el Lactobacillus
casei es adecuado para la conversion de lignanos, lo cual hace factible la posibilidad
de incluir linaza en alimentos lacticos que contengan esta bacteria, o que ayudaria o

mejoraria la bioaccesibilidad de estos compuestos en el sistema digestivo.

Ademas, se puede apreciar durante la fermentacion de las harinas de linaza entera y
desgrasada con Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus que se produce la

degradacion de las proteinas a aminoacidos libres.



SUMMARY

The objective of this study was to determine if the lactic acid bacteria Lactobacillus
casei and Lactobacillus acidophilus are capable to ferment flaxseed meal, release and
metabolize diglucoside secoisolariciresinol (SDG) to generate the mammalian lignans,

enterodiol and enterolactone.

To fulfill this objective the microorganisms were cultured in media containing 5 mg of
whole flaxseed flour and defatted flax flour in water. Lactobacillus casei was incubated
aerobically at 32C + 1°C and Lactobacillus acidophilus in anaerobic chamber at 38°C
+ 1°C. The samples were analyzed over a period of time represented in hours (0, 3, 6,
12, 24, 48, 72, 168, 216, 288), separated in solid phase (SPE) and finally led to high
performance liquid chromatography (HPLC). Additionally, the protein degradation in the
fermentation of flaxseed meal was evaluated for free aminoacid determination by high
performance liquid chromatography (HPLC) with derivatization by

phenylisothiocyanate.

According to the results of this study, the lactic acid bacteria Lactobacillus casei and
Lactobacillus acidophilus are able to metabolize diglucoside secoisolariciresinol (SDG),
but only Lactobacillus casei is capable to release the aglycones secoisolariciresinol
(SECO) and generate enterodiol (ED), a lignan with biological activity. The bacteria
studied did not produced enterolactone (EL) when they were in mediums with linseed
meal defatted and whole, because the enterodiol (ED) is not oxidized. Through this
study it has been proven that Lactobacillus casei is suitable for the conversion of
lignans, which makes factible the possibility of including flaxseed in dairy foods
containing this bacteria, which would help or improve the bioavailability of these
compounds in the digestive system.

In addition, it can be seen that during the fermentation of whole flaxseed and defatted
meal with Lactobacillus casei and Lactobacillus acidophilus produces protein

degradation to free amino acid.



1 INTRODUCCION

Los beneficios de una correcta alimentacién van mas alld del adecuado aporte
energético y la prevencion de enfermedades carenciales. Es por esta razén que en la
ultima década se ha centrado la atenciéon en los alimentos funcionales, los cuales
tienen como fin promover la salud y contribuir al bienestar de aquel que la consume,
asi como, reducir el riesgo de contraer enfermedades.

Dentro de este marco se encuentran los probidticos, microorganismos vivos que al

administrarse en cantidades adecuadas confieren beneficios en la salud.

Del mismo modo, se ha puesto gran interés en la linaza por poseer un exclusivo perfil
de nutrimentos e importantes cantidades de compuestos bioactivos, como acido alfa-
linolénico, lignanos y fibra dietética. El secoisolariciresinol diglicésido (SDG) es un
lignano abundante en la dieta que se encuentra en varios alimentos, y en altas
concentraciones en la linaza. EL SDG es metabolizado por las bacterias del colon a
los llamados lignanos mamiferos (enterodiol y enterolactona), y su interés radica en
que estos compuestos tendrian la capacidad de prevenir la aparicién de cancer,
especialmente los dependientes de hormonas como el de mamas y prostata, y a la

vez disminuir, la arteriosclerosis y diabetes.

En el presente estudio se determind si las bacterias lacticas Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus son capaces de metabolizar la linaza y producir
secoisolariciresinol diglicésido (SDG), y subsecuentemente generar los lignanos
mamiferos con actividad bioldgica enterodiol y enterolactona, con la finalidad de
determinar la factibilidad de incluir linaza en alimentos lacticos y ayudar o mejorar la
bioaccesibilidad de los lignanos en el sistema digestivo.



HIPOTESIS

Las bacterias lacticas Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus son capaces de
fermentar harina de linaza, liberar y metabolizar el secoisolariciresinol diglicosido

(SDG) generando los lignanos mamiferos enterodiol y enterolactona.

OBJETIVO GENERAL

- Determinar la capacidad de las bacterias lacticas (Lactobacillus casei y

Lactobacillus acidophilus) de fermentar harina de linaza y producir lignanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Detectar los lignanos (SDG, SECO, ED y EL) que se generan a partir de la

fermentacién de harina de linaza por bacterias lacticas.

- Evaluar la degradacion o metabolizacion de las proteinas en la fermentacion de

harina de linaza por bacterias lacticas.

- Comparar distintas cepas de bacterias lacticas, y evaluar su capacidad de

produccién de lignanos en la fermentacién de linaza.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Linaza

La linaza (Linum usitatissimum L) es la semilla de la planta de lino, una especie anual
de entre 0,3 y 1 metro de altura, de la familia de las Linaceas, que se cultiva para
producir fibra y aceite de lino, el cual es un aceite secante que se utiliza para la

fabricacién de pinturas, linéleo y jabones suaves (MORRIS, 2003).

La linaza ha sido incorporada como un ingrediente en varias formulaciones de
alimentos y actualmente ha crecido la demanda en la industria de alimentos
(FIGUEROLA et al., 2008).

2.1.1 Historia de la linaza. EIl origen de la linaza no esta definido con exactitud,
posiblemente sea del Mediterraneo o de Asia occidental. Se cultiva en Sudamérica en
regiones templadas y subtropicales como fuente de fibra, aceite y para usos
medicinales. Se propaga por medio de semillas en suelos bien abonados y drenados
(MORRIS, 2003).

Es un producto milenario. Los arqueélogos han hallado prendas de lino en las
pirdmides; en La Odisea, de Homero se menciona como material para la construccion
de embarcaciones; y en la Biblia tiene también algunas apariciones. En Egipto antiguo
se utilizaba para la preparacion de aceites para embalsamar a las momias (OOMAH,
2001).

Algunos registros muestran que en el sur de la antigua Mesopotamia se usaba el riego
para cultivar linaza. Los babilonios cultivaron semilla de linaza desde el afio 3000 A.C.
y un milenio después, Hipécrates usaba la semilla de linaza para aliviar el malestar
intestinal (THOMPSON et al., 1991).

La semilla de linaza era tan importante para la salud en estas épocas que en el Siglo
VIII, Carlo Magno emitié leyes y reglamentos que regian su consumo (THOMPSON et
al., 1991).

Actualmente se cultiva en alrededor de 50 paises, la mayoria de los cuales estan en el
hemisferio norte. Canada es el principal productor, seguido por China, Estados Unidos



e India. La produccion en Chile es muy pequefia y la mayoria de lo que se consume,
ya sea como suplemento o como ingrediente para reposteria, se importa desde
Canada (FIGUEROLA et al., 2008; RUBILAR et al., 2010).

Las propiedades de la linaza son mdiltiples y tienen que ver principalmente con su alto
contenido de acidos grasos omega 3, proteinas, vitaminas y fibra soluble e insoluble
(MORRIS, 2003; RUBILAR et al., 2010).

2.1.2 Caracteristicas de la linaza. La semilla de linaza se caracteriza por ser de
forma plana y ovalada, con un extremo aguzado y una longitud de 4 a 6 mm. El
revestimiento de la semilla posee una apariencia suave y brillante, y el color puede

variar entre marrén oscuro y amarillo claro (FIGUEROLA et al., 2008).

Esta semilla esta formada por una cubierta, un embrién que consta de dos cotiledones
grandes y aplanados que constituyen la mayor proporcion del embrion, un hipocétilo
corto y una radicula. La cubierta de la semilla de lino se genera a partir del évulo y se
compone de cinco capas diferentes, siendo la mas importante la capa epidérmica,
conocida como mucilago, y la testa que se compone de células pigmentadas que
determinan el color de la semilla y que contienen la mayoria de la fibra soluble y dos
interiores ricas en fibra y lignanos (MAZZA, 2000).

2.1.3 Composicion de la linaza.

La linaza consta de 40% de lipidos, 30% de fibra dietética y 20 % de proteina. La
composicion proximal de la semilla varia principalmente de acuerdo a la genética y el
medio ambiente, entre otros (FIGUEROLA et al., 2008, RUBILAR et al., 2010).

2.1.3.1 Lipidos. La linaza es una semilla oleaginosa, fuente importante de acidos
grasos poliinsaturados, especialmente en acido a-linolénico (ALA), acido graso
esencial omega 3 (w-3) y acido linoleico, acido graso esencial omega 6 (w-6). Estos
acidos grasos poliinsaturados son esenciales para los humanos, y deben obtenerse de
las grasas y aceites de los alimentos debido a que el organismo no los produce.

El acido a-linolénico y acido linoleico constituyen el 57% y 16% del total de acidos
grasos totales en la semilla de linaza respectivamente (DAUN y DECLERCQ, 1994;
DAUN et al., 2003).



Los acidos grasos esenciales son precursores de acidos grasos de cadena larga,
algunos de los cuales se convierten en compuestos poderosos que afectan varios
procesos bioldgicos, incluyendo la inflamacion y sefializacién de las células. Ademas
son necesarios para la estructura de las membranas de las células y dado que son
insaturados, ayudan a mantener las membranas flexibles. Afectan la expresion de los
genes, es decir, activan a los genes para la creacion de proteinas celulares y poseen
acciones antibacteriales (MORRIS, 2003).

En la Figura 1 se muestra la conversion de ALA a acidos grasos de cadena larga,
acido eicosapentanoico (EPA) y acido docosahexanoico (DHA), y el metabolismo de
acidos grasos omega 6. El ALA se convierte en acidos grasos omega-3 de cadena

larga a través de una serie de desaturaciones y elongaciones.

OMEGA-3 OMEGA-6
FATTY ACIDS FATTY ACIDS
Alpha-linolenic acid (ALA) Linoleic acid (LA)
18:3n-3 18:2n-6
l Delta-6-desaturasa
Stearidonic acid Gamma-linolenic acid (GLA)
18:4n-3 18:3n-6
Dihomo-gamma-linolenic acid (DGLA
20:4n-3 g g (DGLA)
l Delta-5-desaturasa l
Eicosapentaenoic acid (EPA) Arachidonic acid (AA)
20:5n-3 20:4n-6
l Adrenic acid
22:5n-3 22:4n-6
Delta-4-desaturasa l
Docosahexaenoic acid (DHA) 22:5n-6
22:6n-3

FIGURA 1 Proceso metabdlico de acidos grasos omeg  a-3 y omega-6.
FUENTE: MORRIS (2003)



Los acidos grasos omega-3 tienen efectos biologicos que los hacen Utiles en la
prevencién y tratamiento de condiciones crénicas como la diabetes tipo 2,
enfermedades del higado, artritis reumatoide, presion alta de la sangre, enfermedades

coronarias, embolias, enfermedad de Alzheimer, alcoholismo y ciertos tipos de cancer.

Complementar la dieta con linaza aumenta el contenido de fosfolipidos, triglicéridos
y/o ésteres de colesterol de dos a ocho veces en la sangre (TOBOREK et al., 2002;
SAMPATH and NTAMBI, 2004).

2.1.3.2 Carbohidratos. La linaza posee un bajo contenido de carbohidratos, el cual
equivale a 1g/100g de linaza. Los carbohidratos presentes en mayor proporcion en
esta semilla son la fibra dietética, siendo rica fuente de fibra dietética soluble e
insoluble, la que en total puede alcanzar el 28% del peso seco de la semilla, con una
relacion de 75% de fibra insoluble y 25% de fibra soluble o mucilago.

La fibra dietética actia como un agente esponjante en el intestino. Dicha fibra
incrementa el peso fecal y la viscosidad del material digerido, mientras que reduce el
tiempo de transito del material a través del intestino. De esta manera, la fibra dietética
ayuda a controlar el apetito y la glucosa en la sangre, promueve la laxacion y reduce
los lipidos de la sangre. Las dietas ricas en fibra dietética pueden ayudar a reducir el
riesgo de enfermedades del corazén, diabetes, el cancer colorrectal, la obesidad e
inflamaciéon (BRENNAN, 2005; FIGUEROLA et al., 2008; MORRIS, 2003).

2.1.3.3 Proteinas. La linaza es rica en arginina, acido aspartico y acido glutamico;
mientras que los aminoéacidos limitantes son lisina, metionina y cisteina como lo indica
el Cuadro 1.

En comparacién a otras semillas, el contenido de globulinas y albiminas constituye el

77% y 27% de la proteina total, respectivamente.

Las condiciones de procesamiento (descarado o desgrasado) afectan el contenido de
proteina del producto derivado de la linaza. La cascara de linaza tiene bajo contenido
de proteinas, por lo que, la harina sin cascara y desgrasada tiene un alto valor proteico
(FIGUEROLA et al., 2008, MORRIS, 2003).



CUADRO 1 Composicién de aminoacidos en linaza ente  ray harina de linaza.

Aminoacidos Linaza entera (g/1009g) Harina de linaza (g/100g)
(Abreviatura)

Alanina (Ala) 4.4 55
Arginina (Arg) 9,2 11,1
Acido aspartico (Asp) 9,3 12,4
Cistina (C-C) 1,1 4.3
Acido glutamico (Glu) 19,6 26,4
Glicina (Gly) 5,8 7,1
Histidina (His) * 2,2 3,1
Isoleucina (lle) * 4.0 5,0
Leucina (Leu) * 5,8 7,1
Lisina (Lys) * 4,0 4,3
Metionina (Met) * 1,5 2,5
Fenilalanina (Phe) * 4.6 5.3
Prolina (Pro) 3,5 55
Serina (Ser) 4,5 5,9
Treonina (Thr) * 3,6 51
Triptofano (Trp) 1,8 1,7
Tirosina (Tyr) 2,3 3,1
Valina (Val) * 4.6 5,6

* Aminoacidos esenciales para los humanos
FUENTE: Adaptado de BHATTY and CHERDKIATGUMCHAI (1990) y MORRIS
(2003).
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2.1.3.4 Vitaminas y minerales. Entre los minerales que contiene la linaza destaca el
potasio, fosforo, hierro, zinc y manganeso (FIGUEROLA et al., 2008). Dentro de las
vitaminas que contiene la semilla predominan las del grupo B como lo muestra el
Cuadro 2. Ademas esta presente la vitamina E, vitamina soluble en grasa que se
encuentra principalmente como gamma-tocoferol. ElI gamma-tocoferol es un
antioxidante que protege a las proteinas celulares y a las grasas de la oxidacion,
promueve la excrecion de sodio en la orina, lo cual puede ayudar a disminuir la presion
en la sangre; y ayuda a reducir el riesgo de enfermedades del corazén, algunos tipos
de cancer y la enfermedad de Alzheimer (MORRIS, 2003). El contenido de gamma-
tocoferol puede variar desde 8,5 a 39,5 mg/100g de semilla o entre 0,7-3,2 mg/cda de
linaza molida (DAUN et al., 2003).

CUADRO 2 Contenido vitaminico de la linaza

Soluble en agua mg/100g Linaza molida (mg/cda)
Acido ascorbico/ Vitamina C 0,50 0,04
Tiamina/Vitamina B; 0,53 0,04
Riboflavina/Vitamina B, 0,23 0,02
Niacina/acido nicotinico 3,21 0,26
Piridoxina/Vitamina Bg 0,61 0,05

Acido pantoténico 0,57 mcg/100g 0,05 mcg/100g

Acido félico 112 9,0
Biotina 6 0,5

Soluble en grasa

mg/Kg en aceite

mg/cda en aceite

Alfa-tocoferol
Delta-tocoferol
Gamma-tocoferol

Vitamina K

4
10
552

No detectable

0,10
0,14
7,73 mcg/cda
0,3

cda = cucharada

FUENTE: Adaptado de MORRIS (2003)
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2.1.3.5 Compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos son estructuras quimicas
formadas por un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo, incluyéndose
también derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc. Estos
compuestos estan distribuidos en todo el reino vegetal, siendo la forma mas frecuente
de encontrarlos en la naturaleza conjugados con uno o mas residuos de azucar unidos
a los grupos hidroxilo, aunque en algunos casos se pueden producir uniones entre una
molécula de azucar y un carbono aromatico. Los mas comunes son la glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa y xilosa, asi como los acidos glucurénico y
galacturénico (BRAVO and SAURA-CALIXTO, 1998).

Los compuestos fendlicos tienen importancia en la salud, ya que se incorporan al
organismo humano al consumir alimentos de origen vegetal. La linaza posee una alta
concentracion de compuestos fendélicos donde los lignanos son de particular

relevancia.

2.1.35.1 Lignanos. Los lignanos son compuestos encontrados en altas
concentraciones en la linaza como secoisolariciresinol diglicosido (SDG). Se ha
descrito que los lignanos son compuestos biolégicamente activos con propiedades
tales como, estrogénicas y antiestrogénicas, antioxidantes, antitumorales e inhibicién
de enzimas envueltas en el metabolismo hormonal. Es por esta razén que se le han
asociado con efectos beneficiosos en disminucién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis, diabetes y enfermedades renales. Asi mismo, tiene
implicancias en la prevencion de cancer de mama y préstata. Sin embargo, estos
posibles efectos en la salud dependen de la microbiota humana (CLAVEL et al., 2005;
LAMPE, 2006, RUBILAR et al., 2010).

MAZZA (2000) define los lignanos como “compuestos fendlicos formados por la union
de dos residuos de acido cinamico que contienen un nucleo de 2,3-dibencilbutano”.
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FIGURA 2 Estructura quimica de secoisolariciresino | diglicésido (SDG) y sus
metabolitos.

FUENTE: KITTS et al. (1999)

Las bacterias intestinales convierten el secoisolariciresinol diglicésido (SDG), via el
agliconas secoisolariciresinol (SECO) a los lignanos mamiferos enterodiol y
enterolactona (Figura 2), que han sido definidos como los principales lignanos
presentes en el suero, orina, bilis y fluidos seminales de humanos y animales
(CLAVEL et al., 2005; WANG, 2002).

Otros lignanos presentes en la linaza son el isolariciresinol, pinoresinol y mataresinol y
otros derivados del acido ferulico como lo muestra la Figura 3 (FIGUEROLA et al.,
2008; RUBILAR et al., 2010).
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FIGURA 3 Estructura quimica de lignanos
FUENTE: BEGUM et al. (2004)

2.1.3.5.2 Metabolismo de lignanos. Los lignanos secoisolariciresinol diglicosido
(SDG) provenientes de la dieta al momento de ser ingeridos son sometidos al proceso
de digestion, en el cual factores como el pH gastrico e intestinal, las fermentaciones
intestinales, la excrecion biliar, el tiempo de transito en el tubo digestivo, entre otros,

pueden afectar a la biodisponibilidad y a la absorcion (GEE et al., 1998).

El SDG es metabolizado por las bacterias intestinales humano a través de una serie
de reacciones de hidrélisis, dehidroxilacion y reacciones de demetilacién a enterodiol

gue puede ser oxidado a enterolactona como lo muestra la Figura 4 (HU et al., 2007).
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FIGURA 4 Metabolismo de los lignanos de la linaza por bacter  ias en el intestino .
FUENTE: HU et al. (2007)

Estas bacterias intestinales junto a las enzimas B-glucosidasas de los alimentos y al
acido clorhidrico gastrico hidrolizan los compuestos conjugados a su agliconas
secoisolariciresinol (SECO) transformandolos en lignanos mamiferos enterodiol y
enterolactona respectivamente. Estos Ultimos poseen mayor capacidad antioxidante
gue sus precursores. Se les denomina lignanos mamiferos debido a que son
producidos en el intestino de los humanos y otros mamiferos. El grado de conversion
depende de la actividad de la microflora intestinal y el uso de antimicrobianos
(CLAVEL et al., 2005; MORRIS, 2003).

Una vez que son absorbidos en el intestino delgado los lignanos se conjugan
nuevamente en el higado con acido glucurénico y sulfato, a través de reacciones
catalizadas por enzimas de fase |l (UPD-glucuronosiltransferasas y sulfotransferasas)
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con la finalidad de aumentar la polaridad de las sustancias exégenas, para facilitar al
organismo su excrecién. La sulfatacién es mediada por la enzima sulfurotransferasas,
adquiridas en la dieta y tiene la funcién de catalizar la transferencia de un grupo sulfato
de la 3-adenosina-5'-fosfosulfato a un grupo hidroxilo de diferentes sustratos. Mientras
gue la glucuronidacion es realizada por la enzima uribin-bifosfato-
glucuronosiltransferasa, enzima que se encuentra en la membrana del reticulo
endoplasmatico de distintos tejidos y la cual cataliza la transferencia de un acido
glucurénico desde el acido UDP-glucurénico a esteroides, acidos biliares, polifenoles y
miles de componentes de la dieta (MORRIS, 2003).

MORRIS (2003) sefiala que los lignanos mamiferos, enterodiol y enterolactona poseen

tres destinos metabdlicos como lo indica la Figura 5:
1. Pueden ser excretados directamente en las heces.

2. Pueden ser tomados por células epiteliales de las paredes del colon humano,
conjugadas con acido glucurénico 6 sulfato y excretadas en las heces, 6 pueden entrar

en la circulacion.

3. Pueden ser absorbidos en el intestino y transportados al higado, en donde formas
libres son conjugadas principalmente con gluconatos antes de ser liberadas en el
torrente sanguineo. Eventualmente, pasan a través de circulacién enterohepatica (es
decir, son segregadas en la bilis y re-absorbidas del intestino) para luego ser

excretadas en la orina de forma conjugada.
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FIGURA 5 Circulaciéon enterohepatica de lignanos, sus metabol itos del colon e

higado. Los sitios de metabolismo, absorciéon y secr ecion son
mostrados esquematicamente.
FUENTE: SETCHELL et al. (1982)

La concentracién de enterodiol y enterolactona en las heces, sangre y orina esta
relacionada con la concentracion de lignanos vegetales en la dieta. El consumir linaza

6 productos que contengan linaza incrementan los niveles de lignanos mamiferos en la
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sangre y la excrecion de lignanos mamiferos y/o lignanos totales en las heces y la
orina. Al consumir una dieta fortalecida con lignano SDG derivado de la linaza, se
incrementa la excrecién de lignanos mamiferos, lo cual puede ser asegurada a través
de la trituracion y molienda de la linaza (MEAGHER et al., 1999; METZLER, 2003;
MORRIS, 2003; ZIMMERMAN et al., 2006).

2.1.3.5.3 Efectos bioldgicos de los lignanos. Los lignanos de la linaza y los
lignanos mamiferos (enterodiol y enterolactona) son biolégicamente activos. Los
lignanos tienen efectos anticancerigenos y antivirales, influencian la expresion de
los genes (activacién), y pueden proteger contra enfermedades vinculadas con los
estrogenos, como la osteoporosis (MORRIS, 2003). Las dietas ricas en lignanos,
pueden ayudar a mantener una buena funcién cognoscitiva en las mujeres post-
menopausicas; reducir el riesgo de fibroides en el Utero en mujeres de mediana edad;
reducir el riesgo de cancer en las mujeres; y reducir el riesgo de eventos coronarios
agudo-fatales y el cancer de préstata en los hombres (ATKINSON et al., 2006;
CLAVEL et al., 2005; FRANCO et al., 2005; HEDELIN et al., 2006; TOUILLAUD et al.,
2007).

Ademas, otro beneficio para la salud aportado por los lignanos de la linaza reside en
su capacidad antioxidante como secuestradores de radicales hidroxilos, y como
compuestos estrogénicos y anti-estrogénicos por su similitud estructural con el 17--
estradiol. La actividad antioxidante del lignano de la linaza (SDG) esta relacionada con
la supresion de las condiciones oxidantes de las especies reactivas de oxigeno. El
secoisolariciresinol diglicosido y su agliconas secoisolariciresinol (SECO) muestran
una muy alta capacidad antioxidante y efectos protectores del dafio al ADN y a los
liposomas especialmente en las células epiteliales del colon expuestas a estos
compuestos, durante el metabolismo de las bacterias del colon que los transforman en
lignanos de mamiferos (HU et al., 2007; RAJESHA et al., 2006; RUBILAR et al.,
2010). Otra caracteristica de los lignanos mamiferos es que inhibe la actividad de la
aromatasa, enzima involucrada en la produccion de estrogenos. Una actividad
decreciente de aromatasa es una forma bajo la cual los lignanos protegen contra el
cancer de mama (MORRIS, 2003)



18

2.1.3.5.4 Contenido de lignanos en linaza comparad o0 con otros alimentos. Los
lignanos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal encontrandose en la
mayoria de los granos sin refinar tales como cebada y avena; leguminosas como la
soya; en vegetales como brécoli, zanahoria, y espinaca. Sin embargo, la linaza
contiene altos niveles del precursor vegetal de lignanos secoisolariciresinol diglicésido
(SDG) y provee de 75-800 veces mas lignanos vegetales que otras fuentes
encontradas en dietas vegetales como lo indica el Cuadro 3 (THOMPSON et al.,
2006).

El secoisolariciresinol diglicosido (SDG) es el mas abundante de la dieta y fluctia entre
11,7 y 24,1 mg/g en harina desgrasada y 6,1 y 13,3 mg/g en semilla seca. Este rango
tan amplio de contenido de SDG se debe a las diferencias en los cultivos de la linaza,

las regiones de produccion y el método de analisis empleado (MORRIS, 2003).

CUADRO 3 Contenido de lignanos en varios alimentos

Grupo Alimenticio Alimento lignanos totales (mg/qg)
Semilla de linaza 3790.0

Semilla 'y nueces Semilla de sésamo 80.0
Semillas de girasol 2.1
Castafias 1.9
Cereales y granos Pan de centeno 47.9
Verduras Ajo 5.8
Aceite de oliva 1.4
Frutas secas Pasas secas 1.8

FUENTE: Adaptado de THOMPSON et al. (2006)
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2.2 Probidticos

En los ultimos afios ha surgido un interés en el uso de microorganismos en alimentos,
debido a su aporte en el aroma y sabor, pero principalmente por sus beneficios en la
restauracion de la salud y tratamiento de enfermedades.

Bajo condiciones naturales, se desarrolla una microflora protectora en el intestino y no
es necesario un suplemento bacteriano, pero los cambios en los habitos alimentarios y
el estilo de vida han hecho que se consuman alimentos procesados y estériles,
sustancias antibacterianas que afectan el acceso y la colonizacién de ciertos tipos de
bacterias (ANURADHA y RAJESHWARI, 2005).

Segun la FAO/OMS (2006) los probidticos son “microorganismos vivos los cuales
cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios de salud
sobre el hospedero o receptor”. Del mismo modo, SANZ et al. (2003) los define como
productos que contienen microorganismos definidos y viables en concentracion
suficiente para maodificar la microflora del huésped, ejerciendo asi un efecto
beneficioso sobre la salud de éste.

En el Cuadro 4 se clasifican tres grupos de microorganismos usados como probiéticos.
CUADRO 4 Microorganismos usados como probidticos

Lactobacilli Bifidobacteria Otros LAB
Lb.acidophilus Bif. Animalis Ec. faecium
Lb. casei Bif. breve Ec. faecalis
Lb. johnsonii Bif. infantis Lc. Lactis
Lb. reuterii Bif. longum
Lb. rhamnosus Bif. adolescentis
Lb. salivarius Bif. lactis
Lb. paracasei Bif. Bifidum
Lb. fermentum
Lb. plantarum
Lb. crispatus
Lb. Gasseri

FUENTE: SALMINEM y OUWEHAND (2002)
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2.2.1 Historia de los probiodticos.  Existe una estrecha relacion entre dieta y estado
de salud. En los ultimos afios se ha observado un creciente interés por el papel de los
probidticos en la salud humana. El término probiético deriva del griego y significa “a
favor de la vida". La observacion general de los beneficios otorgados por los
probidticos fue descubierto por Eli Metchnikoff, cientifico ruso que obtuvo el premio
Nobel y quién indico que la “dependencia de los microbios intestinales con respecto a
los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora del organismo y

sustituir los microbios nocivos por microbios Utiles” (CURRY y CROW, 2002).

2.2.2 Mecanismo de accién de los probiéticos. Diversos autores (DUNNE et al.,
2001; GONZALEZ et al., 2003; REID et al., 2003; ROLFE, 2000; YOUNG and
HUFFMANS, 2003) han descrito varios mecanismos de accién de los probidticos para
mejorar la resistencia del huésped contra organismos patdgenos, dentro de las cuales

destacan:

- Produccién de sustancias antimicrobianas como &cido lactico y otros acidos de
cadena corta, metabolitos como peréxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas.
Estos compuestos reducen el nimero de células viables, afectan el metabolismo
bacteriano o la produccion de toxinas. En la industria alimentaria las bacterias
lacticas se utilizan como conservadores biol6gicos por la produccién de
bacteriocinas que ejercen accion antibacteriana y contribuyen a la prevencion de la

descomposicion de los alimentos.

- Disminuyen el pH intestinal lo cual favorece el crecimiento de organismos

beneficiosos.

- Aumentan la resistencia a la colonizacion compitiendo con patégenos para unirse a
los sitios de adhesion en la superficie del epitelio intestinal. Algunas cepas han
sido escogidas por su habilidad de adherencia a las células epiteliales como

Lactobacillus spp.

- Compiten por nutrientes. Las bacterias acido lacticas pueden utilizar los nutrientes

consumidos por organismos patdgenos.

- Estimulan la respuesta inmune. Estudios recientes han sefalado que la
estimulacion de la inmunidad innata y adquirida protegen contra la enfermedad
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intestinal. Estos microorganismos pueden alertar al sistema inmune y favorecer el
rechazo de agentes infecciosos estimulando de esta forma, la produccion de
inmunoglobulina A (IgA), activando macréfagos e incrementando el interferdn-

gamma (IFN-gamma) y citoquinas proinflamatorias.

2.2.3 Efectos beneficiosos para la salud. Los principales efectos benéficos
asociados a los probidticos son el mejoramiento en la digestion de la lactosa;
reducciéon de la inflamacién intestinal y del estrefiimiento; disminucion de la diarrea
después del tratamiento con antibiéticos; estimulacion del sistema inmune; mejora en
la resistencia a las infecciones; reduccion en la aparicion de reacciones alérgicas;
proteccién contra algunos tipos de cancer y descenso tanto en los niveles de colesterol
como en la incidencia de enfermedades cardiacas, entre otros (SALMINEN vy
OUWEHAND, 2002; OUWEHAND et al., 2003).

CUADRO 5 Efectos beneficiosos sobre la salud docum  entados en ensayos
clinicos en humanos de algunos microorganismos usad 0S como

probidticos.
Género Especie Beneficio
Casei Acorta la diarrea causada por rotavirus. Reduce la

recurrencia cancer de vejiga.

Lactobacillus | Acidophilus | Reduce diarrea asociada a antibiéticos. Adhesion

a las células intestinales humanas.

Lactis Prevencién de la diarrea del viajero, tratamiento

contra la diarrea viral incluyendo rotavirus.

Bifidobacterium | Bifidum Reduce la duracién de la diarrea y aumenta la

respuesta inmunolégica.

Enterococcus Faecium Tratamiento de diarrea aguda en adultos.

FUENTE: OUWEHAND et al. (2003)
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2.2.4 Viabilidad de los probiéticos. Para denominar que los probibticos ejercen
beneficios sobre la salud, deben estar disponibles en una cantidad determinada. La
ingestion en cifras de =10° células por gramo es recomendable para un alimento
probiético como el yogurt (KURMAN y RASIC, 1991). SAMONA and ROBINSON
(1991) sefialan igualmente, que para conferir beneficios para la salud a los humanos,
el recuento viable de bifidobacterias en el momento del consumo debe ser de 10°
ufc/g. Una poblacion viable de bifidobacterias de 5 ciclos log ufc/g en el producto final
ha sido sefialada como el minimo terapéutico para obtener los beneficios mencionados
(NAIDU et al., 1999). Por ello es tan importante que los alimentos probidticos
sean transportados y mantenidos en condiciones de refrigeraciéon adecuadas de

manera que la flora se mantenga viable y se consuman probidticos activos.

2.2.5 Seleccion de probidticos. Una bacteria para ser clasificada como probiético
debe cumplir ciertos requisitos como no presentar patogeneicidad ni toxicidad.
Preferentemente debe ser habitante normal del intestino, lo cual le asegura una
resistencia a las condiciones del medio, como por ejemplo, tener capacidad de resistir
los acidos gastricos y la bilis, ademas, propiedad de adherirse al epitelio intestinal, lo
gue se asocia a su persistencia en el ambiente intestinal; lo ideal es que sean capaces
de colonizar y establecerse en el tracto digestivo, capaces de crecer rapidamente y
poder dominar por exclusibn competitiva a otros microorganismos en el tracto
intestinal. Por otra parte deben mantener viabilidad durante el almacenamiento y uso,
tener la capacidad para sobrevivir y metabolizar en el intestino y finalmente desarrollar
efectos beneficiosos sobre el huésped (ANURADHA y RAJESHWARI, 2005; NAIDU et
al., 1999).

LIONG and SHAH (2005), encontraron que cepas de Lactobacillus (acidophilus y
casei) tienen buena tolerancia a los acidos y bilis, y una alta remocion de colesterol a

través de varios mecanismos.

2.2.6 Caracteristicas del grupo Lactobacillus acidophilus. La especie
Lactobacillus acidophilus es una de las mas conocidas y estudiadas del género
Lactobacillus. Es una bacteria comensal que habita normalmente en el ser humano, a

lo largo del tracto digestivo y en la vagina, sin causar enfermedad. Es un microaerdfilo



23

homofermentativo pues produce exclusivamente acido lactico y perdxido de hidrégeno.
Ademas, son gram positivos, se presentan como varillas con extremos redondeados
no esporulados, generalmente de 0,6-0,9 x 1,5-6 um que se producen individualmente
en parejas y en cadenas cortas. Sus requerimientos nutricionales incluyen pantotenato

de calcio, acido félico, niacina y riboflavina. (GOPAL, 2002)

Segin LEE et al. (1999) la temperatura Optima de crecimiento de estos
microorganismos estan dentro del rango 35-37°C y el medio de cultivo 6ptimo es agar
M.R.S o De Man, Rogosa y Sharpe.

En términos generales, es un microorganismo benéfico, ya que colabora con el cuerpo
para conseguir mas nutrientes de la comida que se ingiere, produce vitamina K,
lactasa y sustancias antimicrobianas como acidolina, acidolfina, lactocidina y lactacina.
Durante la digestion aumenta la biodisponibilidad de niacina, acido félico, vitamina B6
(piridoxina), B12, biotina, acidos grasos y calcio. Puede ayudar en la desconjugaciéon y
separacion de aminoacidos por los acidos biliares que posteriormente pueden ser
reciclados por el cuerpo (EBI, 2005).

2.2.7 Caracteristicas del grupo Lactobacillus casei. Los miembros del grupo
Lactobacillus casei son bastones inmoéviles, no forman esporas, catalasa
negativos, gram positivos y generalmente de 0,7 - 1,1 ym x 2,0 - 4,0 ym, ademas se
encuentran solos, en pares o cadenas. Todas las especies en el grupo son
heterofermentativos facultativos, que producen &acido lactico como el principal
producto final de la fermentacién y no producen gas de la glucosa. Bajo condiciones
limitadas de glucosa, producen otros tres productos como: acido acético, etanol y
acido férmico. La temperatura 6ptima de crecimiento para Lactobacillus casei oscila
entre 30 y 35°C y crecen de forma apropiada en agar MRS. Ademas produce
vitaminas B, B,, Bg, B12.

Este grupo se puede clasificar, seglin su taxonomia, en las especies: Lactobacillus
casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans y Lactobacillus rhamnosus (CURRY y CROW, 2002). Genéticamente son
similares, la diferencia radica en las temperaturas Optimas de crecimiento y habilidad
para fermentar distintos tipos de carbohidratos, como se observa en el Cuadro 6.
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Propiedades metabdlicas

Forma Actual taxonomia L,
Temperatura de Fermentacion de
taxonémica . .
crecimiento azUcares
L. casei subsp. L. casei 10 - 40°C Ribosa-sacarosa-
Casei D-tiranosa
L. casei subsp. L. paracasei subsp. 10 - 40°C Gran diversidad de

Paracasei Paracasei metabolizacién de
azlcares
L. casei subsp. L. paracasei subsp. | 10 - 37°C resistente Muy poca

Tolerans Tolerans a 72°C, 40 min metabolizacién de
azlcares
L. casei subsp. L. rhamnosus 15 - 45°C Ramnosa
Rhamnosus
FUENTE: DANONE WORLD NEWSLETTER (1995)
2.3 Prebidticos
Los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que actdan

beneficiosamente sobre los microorganismos de la flora intestinal, lo que genera una
estimulacion selectiva del crecimiento y/o la actividad de una a varias bacterias en el
colon (TANAKA y SAKO, 2002).

Diversos autores definen los prebiéticos como componentes dietéticos tales como
carbohidratos especificos que pueden ser utilizados selectivamente como nutrientes
por las especies probidticas y con ello aumentar su nimero, previniendo de esta
manera la colonizacion del intestino por probables patégenos (GIBSON and FULLER,
2000; SCHREZENMEIER and DE VRESE, 2001).
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El prerrequisito de un agente prebidtico es que no debe ser hidrolizado ni absorbido en
la parte superior del tracto gastrointestinal y debe ser un substrato selectivo para un
namero limitado de bacterias beneficiosas, que altere el balance de la microflora
intestinal en favor de una composicién mas saludable. Si bien los carbohidratos,
proteinas y lipidos que son digeribles y no absorbible en el intestino delgado podrian
ser candidatos a los prebiéticos, sélo los hidratos de carbono no digeribles de
unidades de monosacaridos diferentes, con mas longitud de cadena corta hasta ahora
han sido reconocidos y establecidos como agentes prebiéticos (TANAKA y SAKO,
2002).

El metabolismo de los carbohidratos depende de una cooperacion entre diferentes
enzimas, asi como de una variada presencia de especies de bacterias, ademas de un
sin numero de factores fisicoquimicos que pueden influir en el patron y grado de
fermentacién de sustratos particulares, entre dichos factores estan: la competencia por
nutrientes, el ambiente fisicoquimico del intestino grueso, algunas condiciones del
huésped, interacciones metabdlicas entre bacterias y preferencias dietéticas
individuales (ROSADO y ONDARZA, 2003).

Es por esta razon que la incorporacion de prebiéticos especificos como carbohidratos
dietéticos, logra estimular el crecimiento de ciertos microorganismos beneficiosos en el
huésped (ROWLAND and TANAKA, 1993).

2.3.1 Simbiosis. La combinacion de prebiéticos con probiéticos se ha definido como
simbidtico, lo cual beneficia al huésped mediante el aumento de la sobrevivencia e
implantacion de los microorganismos vivos de los suplementos dietéticos en el sistema
gastrointestinal. Sin embargo, se ha descrito un efecto sinérgico entre ambos, es decir,
los prebiéticos pueden estimular el crecimiento de cepas especificas y por tanto,
contribuir a la instalacion de una microflora bacteriana especifica con efectos
beneficiosos para la salud. Un ejemplo de sinergismo lo constituye la relacién de la
cantidad de fibra dietética en la dieta con la microflora intestinal. Una dieta pobre en
fibora puede producir cambios en la ecologia de la microflora intestinal y una
disminucion en la poblacion de Lactobacillus con un aumento de bacteroides
(ROBERFROID, 2000).
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2.4 Aminoacidos libres.

Los aminoacidos constituyen el alfabeto de la estructura proteica y determinan muchas
propiedades importantes de las proteinas. Todos ellos son a-aminoacidos y constan
de un grupo amino, un grupo carboxilo, un hidrégeno y un grupo distintivo llamado R
unidos a un mismo carbono denominado carbono-a. El carbono-a recibe este nombre
por ser el carbono adyacente al carbono del grupo carboxilo, y el grupo diferenciador
de los distintos aminoacidos (R) se denomina cadena lateral (GARRIDO y TEIJON,
2006).

La semilla de linaza es rica en proteinas, y estd demostrado en estudios que la
composicion aminoacidica encontrada en la proteina de la linaza es similar a la de la
soja, considerada como una de las mas nutritivas entre las proteinas de origen
vegetal. Ademas posee una cantidad importante de aminoacidos esenciales, que el
cuerpo no puede sintetizar, y es por ello que deben obtenerse de la dieta (MORRIS,
2003).

GARRIDO y TEIJON (2006) sefialan que los aminoacidos se pueden clasificar segin
la polaridad del grupo R, como se describe a continuacién:

* Aminoacidos alifaticos. Corresponden a grupos con cadena lateral apolar o
hidrofébicas. Dentro de este grupo se encuentran las cadenas laterales
voluminosas, como ocurre con alanina, valina, leucina e isoleucina. La glicina,
debido a su pequefio tamafio, genera un minimo impedimento estérico
permitiendo con ello una alta flexibilidad estructural. La prolina, a diferencia del
resto de los aminoacidos posee un grupo amino secundario, formando un
anillo. Este anillo le da rigidez a la molécula, por lo que suele intercalarse entre
aminoacidos hidrofébicos de manera de impedir la formacién de estructuras

secundarias, reduciendo asi la flexibilidad del extremo polipeptidico.

 Aminoacidos aromaticos. Estos grupos aromaticos conforman la cadena
lateral fenilalanina (benceno) y tirosina (fenaol), los que son relativamente
apolares. Estos aminoacidos pueden participar en interacciones hidrofdbicas,

especialmente fuertes.
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 Aminoacidos azufrados. Existen dos aminoacidos cuyas cadenas laterales
poseen atomos de azufre, son la cisteina, que posee un grupo sulfhidrilo, y la

metionina, que posee un enlace tioéster.

* Aminodacidos hidrofilicos

Este grupo se puede subdividir en aminoacidos acidos, hidroxilados y basicos.

- Aminoacidos é&cidos. Estos aminoacidos son altamente polares,
poseen un segundo grupo carboxilo que se encuentra completamente
ionizado y por tanto estan cargados negativamente a pH fisiologico.
Dentro de este grupo se encuentra el acido aspartico y el acido
glutamico.

- Aminoacidos basicos. Estos amino&cidos contienen cadenas laterales
cargadas positivamente a pH fisioldgico y todos poseen seis atomos de
carbono. Dentro de este grupo se encuentra la lisina, la arginina y la
histidina. Se ha descrito que la linaza tiene altas cantidades de arginina
(HALL et al 2006).

- Aminoacidos hidroxilados . Este grupo incluye el grupo hidroxilo
dentro de su cadena lateral. Forman puentes de hidrégeno y también
utilizan la atraccion electroestatica para su plegamiento. Dentro de los

aminoacidos hidroxilados se destacan la serina y treonina.

2.5 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC )

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la técnica analitica de separacion
mas ampliamente utilizada debido a su sensibilidad, selectividad, su facil adaptacion a
las determinaciones cuantitativas, su idoneidad para la separacién de especies no
volatiles o termolabiles, y, sobre todo su gran aplicabilidad a sustancias que son de

primordial interés en la Industria.

Algunos ejemplos de estos materiales incluyen: aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas,
antibidticos, esteroides, especies organometalicas y una variedad de sustancias
inorganicas (SKOOG, 2001).
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La técnica se basa en la habilidad de una columna cromatografica, empacada con una
fase estacionaria, para separar los componentes de una mezcla, la cual es disuelta en

una fase movil o eluente, y pasada a través de la columna.

Un adecuado sistema de deteccién continuo localiza los analitos presentes en el
eluente midiendo sus propiedades fisicas o quimicas. Un gréfico de la respuesta del
detector en funcién del tiempo, o volumen del eluente, muestra una serie de picos
llamados cromatograma (PUENTES, 2004).

La elusién de los componentes de una muestra puede realizarse de dos maneras:
isocraticamente, es decir; una separacion que utiliza un solo disolvente de
composicion constante, o bien, usando una elusion en gradiente que utiliza dos o mas
disolventes con polaridad significativamente distinta, variando la relacion de los
disolventes en forma programada durante el tiempo de elusion (SKOOG, 2001).

Con respecto a los compuestos fenélicos, BANKOVA et al., (1992) sefala que una de
las caracteristicas quimicas de los grupos OH de estos compuestos es la capacidad
que tienen en formar enlaces por puentes de hidrégeno. Este hecho dificulta el analisis
de estos compuestos mediante cromatografia de gases porque disminuye su
volatilidad. Es por ello que en los udltimos 20 afos la técnica analitica que ha
predominado al momento de llevar a cabo la separacién y caracterizaciéon de los
compuestos fendlicos ha sido la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con
columna de fase reversa. Muchos de los compuestos fendlicos, como las formas
agliconas (hidrofébicas) o las formas glicosiladas (hidrofilicas) de los flavonoides,
tienen un elevado peso molecular ademas de otras caracteristicas, que hacen que
dentro del mundo de las técnicas separativas, el HPLC sea la que aporta mejores
resultados en los analisis. Es una técnica que permite realizar separaciones en las que
se separan simultdneamente todos los compuestos analizados, ademas de sus
posibles derivados o productos de degradacién. Incluso es capaz de dar lugar a la
determinacién de cantidades muy bajas de analito en presencia de interferentes u

otros compuestos que coeluyen.

Entre las ventajas que convierten al HPLC en la técnica mas importante para el
analisis de compuestos fenélicos en muestras sobre todo vegetales, se encuentran la

amplia variedad de columnas disponibles en el mercado y la posibilidad de combinar
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dos o0 mas columnas en el mismo andlisis. Este método permite el acoplamiento de
numerosos sistemas de deteccion. La deteccion de compuestos fendlicos mediante
HPLC se ha realizado principalmente empleando UV-Vis, arreglo de diodos,

espectrometria de masas y por resonancia magnética nuclear (ROBBINS, 2003).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Lugar de trabajo

La investigacion se llevé a cabo en las dependencias de la Universidad Austral de
Chile, especificamente en los laboratorios de microbiologia y analisis instrumental del
Instituto de Ciencias y Tecnologia de los alimentos (ICYTAL) de la Facultad de
Ciencias Agrarias. Los recursos para la realizacién de esta investigacion se obtuvieron
del proyecto Fondecyt 1080277.

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Materia prima: La materia prima utilizada fue linaza entera y linaza desgrasada
de la variedad Celestina del afio 2008. El procedimiento de desgrase de la harina de
linaza fue realizado mediante un equipo soxhlet durante un tiempo de dos horas con
hexano y posterior secado en una estufa a 36°C. La harina de linaza entera, en
cambio, fue triturada con un molino de cuchillos marca Moulinex a partir de la semilla
entera. Una vez que se obtuvieron ambos tipos de linaza se procedid a tamizarlas en

un tamiz con un tamafio de particula de 600 um, de especificaciones A.S.T.M E-11.

3.2.2 Microorganismos: Se utilizaron dos especies de microorganismos probiéticos
para el estudio, estos fueron: Lactobacillus casei incubado en aerobiosis a 32°C+1°C y

Lactobacillus acidophilus incubado en campanas de anaerobiosis a 38°C+1°C.

3.2.3 Activacion de los microorganismos: Para activar los probiéticos en estudio
fue necesario nutrirlos con caldo MRS e incubarlos por una hora a una temperatura de
38°C+1°C.

3.3 Metodologia

A continuacién se presenta la metodologia empleada para el cultivo de los
microorganismos en estudio y el procedimiento de los analisis quimicos realizados a
las muestras de linaza con probiéticos posterior fermentacion, mediante cromatografia

liquida de alta eficiencia (HPLC).
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3.3.1 Preparacion de las muestras. A un tubo de tapa rosca con 10 ml de caldo
MRS esterilizado a 121°C se le agregé 0,1 g de bacteria probidtica liofilizada, se
incubd por 1 hora a sus respectivas temperaturas Optimas de crecimiento,
posteriormente a partir del cultivo madre se realizé una inoculacién donde se tomod
0,1 ml de este cultivo y se agreg6 a los tubos que contienen el medio de cultivo (5 mg

de linaza mas 10 ml de agua destilada) como lo indica la Figura 6.

Luego se incubaron los probiéticos Lactobacillus casei en aerobiosis a 32°C+1°C y

Lactobacillus acidophilus en campanas de anaerobiosis a 38°C+1°C.

Las muestras son analizadas durante un periodo de tiempo, representadas en horas
(0, 3, 6,12, 24, 48, 72, 168, 216, 288). Una vez que se alcanza el tiempo estimado, la
muestra debe ser centrifugada a 12000 rpm durante 5 minutos para eliminar bacterias
y restos de harinas de linaza, se desecha el pellet y se guarda el sobrenadante a
-20°C hasta ser analizadas por cromatografia de alta eficiencia (HPLC).

|

il

\J v VUUVUVUVUUVU UV
Bacteria+\\ _//

Caldo MRS \\//_

10 tubos que contiene cada uno la muestra (5 mg de linaza +
10 ml de agua destilada) + 0.1 ml {cada bacteria + caldo MRS)

FIGURA 6 Esquema de preparacion de muestras.

FUENTE: Elaboracion propia.
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3.3.2 Cultivo de microorganismos.  Este método se muestra esquematicamente en

la Figura 7.
Materia prima (Linaza)
v
Molienda
v
Tamizado
Cultivo madre Preparacién medio de Cultivo madre
(10 mMRS +0,1g. cultivo (10 ml de agua (10 m MRS +0,1g.
L. acidophilus) destilada + 5 mg linaza) L. casei)
|
A 4 \ 4 A 4 A 4
Inoculacion Inoculacion
(0,1 ml de cultivo (0,1 ml de cultivo
madre) madre)

\ 4 A\ 4
Incubacion Determinacion de Incubacion
(38+1°C) > lignanos < (32+1°C)
(HPLC)

Y Determinacion de A 4
Recuento aminoacidos libres Recuento
(HPLC)

FIGURA 7 Procedimiento experimental del cultivo de microorganismaos.
FUENTE: Adaptado de BAEZA (2008)
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3.3.3 Diluciones seriadas e inoculo de probioticos Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus en placas petri para recuento. Se realizaron diluciones
seriadas con el objetivo de obtener recuentos cuantificables. La cantidad de diluciones
a realizar fueron las necesarias para cuantificar el crecimiento de los microorganismos

como se ejemplifica en la Figura 8. Todos los analisis fueron realizados en duplicado.

0.1 ml 1 ml 1 ml

\J o1ml \J o1m/ \J oimi, \J

Bacteria + 10 ml g mi 9mi
caldo MRS

FIGURA 8 Diluciones y siembra de microorganismos p  robiéticos.
FUENTE: Elaboracion propia
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3.3.4 Analisis quimico realizado a las muestras.

A continuacion se describe la metodologia utilizada para el andlisis de las muestras.

3.3.4.1 Determinacién de lignanos. Esta metodologia se basa en el método descrito
por CHEN (2007), el cual fue modificado en el transcurso del estudio para la deteccion
simultanea de los lignanos secoisolariciresinol diglicésido (SDG), secoisolariciresinol
(SECO), enterodiol (ED) y enterolactona (EL).

La metodologia consiste en pasar la muestra a través de una columna de separacion
de fase solida rp-18 (SPE) con la finalidad de limpiar la muestra y eliminar sustancias
no deseadas que puedan interferir en el andlisis posterior (proteinas, acidos grasos,
carbohidratos, etc.). Para poder llevar a cabo la separacién se procede a lavar la
columna con volumenes (1,5 ml) de agua y metanol a lo menos tres veces. Cuando el
ultimo volumen de metanol ha pasado, se agrega 1 ml de muestra, se deja pasar hasta
el comienzo de la resina, luego se agregan 500 ul de metanol, se deja pasar hasta el
comienzo de la resina, se cambia el tubo de desechos por el tubo de recoleccion del

eluato. Se agregan 1,5 ml de metanol, para eluir y recolectar los lignanos en solucién.

Posteriormente la muestra es llevada a cromatografia de alta eficiencia (HPLC), donde
es introducida en una columna cromatogréafica que contiene la fase estacionaria, a

través del sistema de inyeccioén.

Los parametros instrumentales y experimentales para la determinacién de los lignanos

mediante HPLC se ilustran en el Cuadro 7.
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CUADRO 7 Parametros instrumentales y experimentale s para la determinacion

de lignanos por HPLC.

Fase movil A 1% acido acético acuoso: acetonitrilo (85:15)
Fase movil B Acetonitrilo
Flujo Iml/min
Columna Luna RP C8 (4,6 mm x 250 mm), 5 um, Phenomenex
Detector HPLC UV-visible modelo L-4250 (Merck - Hitachi)
Bomba HPLC modelo L-6200 (Merck - Hitachi)
Integrador Clarity, Data Apex
Longitud de onda 280 nm
Temperatura Ambiente
Modo En gradiente
Volumen de inyeccion 20 pl
Tiempo corrida HPLC 40 min

En el Cuadro 8 se puede observar el gradiente utilizado para poder detectar los

lignanos simultaneamente.
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CUADRO 8 Gradiente utilizado para la determinacién  de lignanos

Tiempo (min) Flujo (ml/min) %A %B
0 1 85 15
11 1 65 35
15 1 50 50
25 1 50 50
25,1 1 85 15

3.3.4.2 Determinacion de aminoacidos libres. Este andlisis se determin6 a través
del método PITC descrito por WHITE et al. (1986)

La preparacion de la muestra consiste en tomar 100 pl de muestra y homogeneizarlo
con 10 pl TCA al 10%. Agitarlo y centrifugarlo a 12000 rpm durante 5 minutos. Retirar

el sobrenadante y congelarlo a -18°C.

El procedimiento es el siguiente:

En distintos tubos colocar 20 ul de cada muestra. Cada tubo debe ser secado a

través de una bomba de vacio aproximadamente 30 minutos.

- Agregar 20 pl de solucién de resecado (A), la cual contiene una mezcla de etanal,

agua, trietilamina; en una relacion 2:2:1, a cada tubo y secar durante 30 minutos.

- Agregar 20 pul de solucion de derivatizacion (B) a cada tubo. Este reactivo consiste
en una solucién de etanol, trietilamina, agua, fenilisotiocianato (PITC); en una
relacion 7:1:1:1. Permitir que estén 20 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).
Luego liofilizar durante 45 minutos.

- Congelar las muestras a -18°C, si no son inyectadas inmediatamente al HPLC.

- Descongelar las muestras al momento de inyectar al HPLC, diluirlas con 200 pl de

la fase mavil (60 ml acetonitrilo, 400 ml agua calidad milli Q) y agitar en vortex.
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- Inyectar las muestras al HPLC.

Los parametros instrumentales y experimentales para la determinacion de

aminoacidos libres por HPLC se ilustran en el Cuadro 9.

CUADRO 9 Parametros instrumentales y experimentale s para la determinacion

de aminoacidos libres por HPLC.

Fase movil A Acetato sodio trihidrato: trietilamina: acetonitrilo
Fase movil B Acetonitrilo
Flujo Iml/min
Columna c18
Detector HPLC UV-visible modelo L-4250 (Merck - Hitachi)
Bomba HPLC modelo L-6200 (Merck - Hitachi)
Integrador Clarity, Data Apex
Longitud de onda 254 nm
Temperatura Ambiente
Modo En gradiente
Volumen de inyeccion 20 pl
Tiempo corrida HPLC 40 min

En el Cuadro 10 se puede observar el gradiente utilizado para poder detectar
aminoacidos libres.
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CUADRO 10 Gradiente utilizado para la determinaci6 n de aminodacidos libres.

Tiempo (min) Flujo (ml/min) %A %B
Inicial 1 100 0
10 1 54 46
10,5 1 0 100
11,5 1 0 100
12 15 0 100
12,5 15 100 0
20 15 100 0
20,5 1 100 0

3.3.5 Diseflo experimental. El disefio experimental consta de dos factores
“microorganismos” y “medios”. Con 2 niveles para microorganismos (L. casei y L.

acidophilus), y 2 niveles para medios (harina de linaza entera y desgrasada).

El tiempo es una covariable la cual presenta 10 niveles (dias, 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72,
168, 216, 288).

Del disefio experimental resultaron 4 combinaciones, las cuales se realizaron en
duplicado, obteniendo finalmente 8 ensayos (Figura 9), evaluados en los 10 niveles de

la covariable. Las variables de respuesta fueron los lignanos y los aminoacidos libres.
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L actobacil . Harina linaza entera — Respuesta 1
actobacillus casei

Harinalinaza desgrasada —* Respuesta 2

Harinalinaza entera — Respuesta 3
Lactobacillus acidophilus

Harina linaza desgrasada —» Respuesta4

_/

FIGURA 9. Disefio experimental

Para el andlisis de los datos se utilizé el programa SigmaPIot.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de este estudio fue determinar si las bacterias lacticas
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus incubados en un ambiente aerobico y
anaerobico respectivamente durante 12 dias, son capaces de fermentar la harina de
linaza (entera y desgrasada) y generar lignanos vegetales como secoisolariciresinol
diglicésido (SDG) y los lignanos mamiferos con actividad biol6gica (enterodiol y
enterolactona), con la finalidad de determinar la factibilidad de incluir linaza en
alimentos lacticos y ayudar o mejorar la bioaccesibilidad de los lignanos en el sistema

digestivo.

De acuerdo a los antecedentes hibliograficos, no existen estudios similares que
describan el efecto que ejercen los microorganismos probidticos en la fermentacion de
linaza, y si bien en la actualidad ha crecido la demanda por esta semilla en la industria
alimentaria, por ser rica en fibra, acidos grasos omega 3 y lignanos, la poblacién, en

general, desconoce la importancia de los lignanos sobre el organismo.

4.1 Cinética sobrevida de microorganismos. De acuerdo a los resultados obtenidos
de la fermentacion de los microorganismos probidticos Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus, incubados aerébicamente a 32°C y anaerébicamente a 38°C
respectivamente, en medios que contienen tanto harina entera como harina
desgrasada, se pudo determinar que estos probidticos tienen una viabilidad de 9 dias
en ambos medios. Esto indica que la harina de linaza, tanto molida como desgrasada,
no es el Unico sustrato que necesita este probidtico o no aportan la cantidad suficiente
para mantenerse viable en el tiempo. Para aumentar el nUmero de microorganismos
benéficos ademéas de carbono, fuentes de energia y sustratos fermentables que
contiene la linaza tales como, fibra dietética, almidon resistente, se deben incluir
aminoacidos, vitaminas y nucleétidos, los cuales pasan a través del tracto intestinal al
colon de forma que las bacterias puedan utilizarlo (SCHREZENMEIR y DE VRESE,
2001).
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En la Figura 10 se puede observar la cinética sobrevida de los microorganismos con el
tiempo de incubacion. Se puede apreciar una disminucion del contenido de ambos
microorganismos, incubados tanto aerdbica como anaerdbicamente, donde se observa
gue la viabilidad de los mismos llega hasta aproximadamente el noveno dia, siendo el
Lactobacillus casei incubado en harina desgrasada el que presenta la mayor sobrevida
(12 dias).

Cinética sobrevida de microorganismos
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FIGURA 10 Cinética de microorganismos. —®— . casei - Harina entera;
L. casei - Harina desgrasada; L. acidophilus — Harina

entera; —#&— L. acidophilus - Harina desgrasada.
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4.2 Determinacion de lignanos

Para determinar la capacidad de las bacterias probitticas utilizadas (Lactobacillus
casei y Lactobacillus acidophilus) para fermentar las diferentes harinas de linaza se
utilizé una metodologia de cromatografia liguida (HPLC) donde se detectaron los
lignanos investigados secoisolariciresinol diglicésido (SDG), secoisolariciresinol
(SECO), enterodiol (END), matairesinol (MATA) y finalmente enterolactona (ENL)

como se muestra en la Figura 11.

MATA
_97_
SECO '
‘ |
ENL
98
END \ ’
) (I
] ! | :
= [ I‘ |
-0 r i| | |
] SDG i! || ‘ ‘
m A b
N = AN, A l M
-100 'J\N“ "r/ a i ) ‘in || II‘I | li I
| B | [ 1]
i,,‘} N“’T‘L\LL ]! !‘| |! ‘II o
_H‘ l'Lu_fmA\u—/ﬂ
0 5 10 15 20 25 30 35
Time [min.]

FIGURA 11 Cromatograma del conjunto de lignanos ve  getales y mamiferos.

4.2.1 Determinacién de los cambios de SDG, en laf ermentacion de harinas de
linaza. En la Figura 12 se observa la presencia de SDG en las fermentaciones con los

probidticos L. caseiy L. acidophilus.

Durante las primeras horas de incubacién hay un aumento de SDG en la fermentacién

de ambos microorganismos probioticos, debido a que estas bacterias metabolizan los
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componentes que contienen las harinas (entera y desgrasada) para posteriormente
generar los compuestos con actividad biolégica.

A partir de las 24 horas el SDG permanece constante en el tiempo, esto
probablemente se debe a que las bacterias se encuentran en la fase estacionaria,
donde desarrollan un metabolismo diferente ya que se agota algun nutriente esencial
del medio (PISABARRO, 2003).

Ademas, se puede observar que al incubar los probidticos con harina desgrasada la
concentracion de SDG aumenta considerablemente, esto es debido a que las
bacterias al encontrarse en un medio libre de grasa consumen los polimeros
complejos como los polisacaridos y proteinas. Este proceso comienza con la
depolimerizacién de carbohidratos complejos y proteinas y dan lugar a compuestos
mono Yy oligosacaridos. Como resultado de esta fermentacion bacteriana se produce
hidrogeno, diéxido de carbono, gas metano, y acidos de cadena corta (AGCC),
acetato, butirato y propionato. El butirato es el combustible ideal de las células
epiteliales del colon, el cual alcanza un 70% de su energia a través de la oxidacion de
butirato y cumple un rol importante en la inflamacién cronica de la mucosa intestinal y
en la prevencién de riesgo de cancer de colon. El acido lactico, etanol, acido succinico
y formiato son intermediarios importantes que también son degradados a &cidos
grasos de cadena corta, CO, y H,. Mientras que las proteinas se descomponen en
péptidos y aminoacidos, y gracias a la fermentacion también dan lugar a la formacion
de acidos grasos de cadena corta, CO, y H, (BLAUT and CLAVEL, 2007).

Finalmente transcurridos los 12 dias de incubacién se puede observar un descenso de
SDG, en este periodo, ademas se produjo una reduccién del nUmero de bacterias
viables del cultivo. Se describe que en el caso de los Lactobacillus es relativamente
clara la condicion de producir y acumular acidos, lo que provoca que las células
viables se reduzcan exponencialmente (PISABARRO 2003).

La actividad bioldgica de la linaza depende de la presencia de ciertas bacterias en el
intestino. De acuerdo con los resultados obtenidos, los microorganismos probidticos
estudiados, son capaces de fermentar linaza y producir SDG como lo muestra la

Figura 12.
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FIGURA 12 Produccion de SDG en la fermentacion de  harina de linaza entera y

desgrasada. —®— L. casei - Harina entera; L. casei - Harina

desgrasada; L. acidophilus - Harina entera; —#— L.

acidophilus - Harina desgrasada.

4.2.2 Determinacion de los cambios de SECO, en laf ermentacion de harinas de

linaza. Con respecto a la produccion de SECO se puede observar en la Figura 13 que
el probidtico L. casei, tanto en el medio con harina de linaza entera como desgrasada,
generan SECO, situacion que no ocurre con la bacteria L. acidophilus. Una de las
razones que puede explicar este fendbmeno es que el probidtico Lactobacillus
acidophilus no es capaz de generar las enzimas necesarias para metabolizar el SDG y

generar seco.
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En la figura 13 se puede observar que durante las primeras horas de incubacion hay
un aumento en la concentracién de secoisolariciresinol, generandose un maximo de
este lignano en la harina de linaza entera y desgrasada de 0,5938 mg/kg y 0,8302
mg/kg respectivamente a las 6 horas de incubacion, donde los microorganismos han
adaptado su metabolismo a las condiciones del medio y consumen los nutrientes del
medio a velocidad maxima (PISABARRO, 2003). A partir de las 24 horas de
incubacion, el secoisolariciresinol permanece constante en el tiempo debido a que las
bacterias se encuentran en una fase estacionaria porque se agota algin nutriente
esencial del medio (PISABARRO, 2003). En el caso de la fermentacién con harina de
linaza entera se aprecia un descenso progresivo a los 7 dias, mientras que en el caso
de la harina de linaza desgrasada el lignano vegetal permanece constante en el

tiempo.

Se debe destacar que la produccién de lignanos esta directamente relacionada con la
actividad de la microflora intestinal. Dentro de este marco, a partir del SDG el L. casei,
microorganismo probiético que se encuentra a nivel del colon, junto a las enzimas
B-glucosidasas de los alimentos y al acido clorhidrico hidrolizan los compuestos
conjugados como SDG a la agliconas secoisolariciresinol (SECO), por lo cual el
L. casei en un probidtico capaz de realizar la conversion de lignanos (CLAVEL et al.,
2005; HU et al., 2007).
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FIGURA 13 Produccién de SECO en la fermentacién d e harina de linaza entera 'y

desgrasada. —®— L. casei - Harina entera; L. casei -

Harina desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— |, acidophilus - Harina desgrasada.

4.2.3 Determinacion de los cambios de END en la fe rmentacién harinas de

linaza. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede sefalar que el probidtico L.
casei en los medios que contienen harina de linaza entera como desgrasada, después
de hidrolizar los compuestos conjugados a su agliconas secoisolariciresinol (SECO)
lo transforman en END como lo indica la Figura 14. Segun lo que indica HU et al.
(2007) esta transformaciéon es realizada mediante una serie de reacciones de
hidrdlisis, dehidroxilacién y reacciones de demetilacion para generar este lignano

(Figura 4).
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Como se puede apreciar en la Figura 14, en la harina desgrasada hay mayor
concentracion de enterodiol, que en el caso de la harina entera, porque durante la
fermentacién, las bacterias consumen los carbohidratos y las proteinas que contiene la
harina de linaza para su buen desarrollo, lo que da lugar al acido lactico, alcohol y
diéxido de carbono (BLAUT and CLAVEL, 2007).

Ademas, en la fermentacion de L. casei con harina de linaza entera y desgrasada se
observa un aumento de enterodiol en las primeras horas de incubacion donde este
probidtico consume los nutrientes a velocidad maxima. En el caso del medio que
contiene harina desgrasada se aprecia una concentracion de enterodiol constante en
el tiempo, mientras que el medio con harina entera hay un aumento progresivo hasta

las 96 horas.

Posterior a los 4 dias de incubacion se puede apreciar que la concentracién de
enterodiol en la harina desgrasada aumenta considerablemente mientras que en la

harina entera se genera una disminucién de este lignano.

Lo anterior indica que durante la fermentacién del probiético L. casei en los medios
gue contenian harina de linaza entera y desgrasada, hay produccion de enterodiol, lo
gue puede ayudar o mejorar la bioaccesibilidad de estos compuestos en el sistema
digestivo, logrando un buen funcionamiento del tracto gastrointestinal debido a que
este lignano es fundamental por sus efectos antioxidantes y por ser inhibidor de varias
enzimas del metabolismo de los esteroides tales como la aromatasa, lo que indica el
rol principal que juega la linaza en la dieta, por ser la semilla que provee mas lignanos
vegetales que otras fuentes encontradas en dietas vegetales (ADLERCREUTZ et al.,
1993; WANG, 2002).

Ademas se puede apreciar que el probidtico L. acidophilus no produce enterodiol,

porque no hay hidrélisis de los compuestos conjugados a secoisolariciresinol (SECO).
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FIGURA 14 Produccion de END en la fermentacion de  harina de linaza entera y

desgrasada. —®— L. casei — Harina entera; L. casei - Harina

desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— | acidophilus - Harina desgrasada.

4.2.4 Determinacion de los cambios de ENL en la fe rmentacién de harinas de
linaza. De acuerdo a los datos obtenidos se pudo determinar que los probidticos
estudiados no generan enterolactona, esto se debe a que una vez producido el

enterodiol (END), éste no es oxidado a enterolactona (HU et al., 2007).

4.3 Bioaccesibilidad de los lignanos de la harina de linaza entera y desgrasada.

De acuerdo a la concentracion de los lignanos vegetales y mamiferos en el dia 12 de
incubacién, se determind la bioaccesibilidad de éstos, con la finalidad de determinar

qué porcentaje son liberados desde la matriz y por lo tanto, se encuentran libres.
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Para ello, se utiliza la siguiente féormula de bioaccesibilidad:

lignanos,,..
Iignano%tales

Bioaccesildidad (%) = x100

Para el calculo de los lignanos totales se determiné el SDG total, y en base a este

valor se transformé el contenido de SDG en SECO y END.

En el cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos a partir de la formula sefialada
anteriormente, lo que indica que hay una liberacion minima de SDG en relacién al

total.

Ademas, se observa que el probiotico L. casei no presenta mayores diferencias de
bioaccesibilidad al usar harina de linaza entera y desgrasada. Sin embargo, el
L. acidophilus estaria liberando mas SDG con harina desgrasada que con harina

entera.

Con respecto al porcentaje de bioaccesibilidad de SECO, se observa que el L. casei
no libera este lignano, ni en harina de linaza entera ni en desgrasada. No obstante
esto puede deberse a que SECO es transformado rapidamente a END. Por otra parte,
se puede ver que el L. casei esta liberando mas END con harina desgrasada que con

harina entera.

CUADRO 11 Bioaccesibilidad de lignanos

Lactobacillus casei Lactobacillus acidophilus
Bioaccesibilidad Harina linaza | Harinalinaza | Harinalinaza | Harina linaza
(%)
entera desgrasada entera desgrasada
SDG 0,682 0,599 0,378 0,813
SECO 0,002 0,005 - -
END 0,313 1,051 - -

(-) No hay produccion de SECO y END con el probiético Lactobacillus acidophilus.
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A continuacién en las Figuras 15, 16, 17 y 18 se muestran de forma esquematica los
resultados obtenidos de la produccion de lignanos a través del tiempo.
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FIGURA 15 Cromatograma de la produccion de lignano

L. casei en un medio con harina de linaza entera durante 12

s en la fermentacién de

dias.
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L. casei en un medio con harina de linaza desgrasada durant

12 dias.
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4.4 Determinacién de aminoacidos libres

Dentro del estudio se llevé a cabo la determinacién de aminoacidos libres por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con la finalidad de evaluar la
degradacién o metabolizacion de las proteinas de la linaza en la fermentacién de las
harinas de linaza (entera y desgrasada) por bacterias lacticas Lactobacillus casei y

Lactobacillus acidophilus.

Para poder llevar a cabo los analisis correspondientes se establecié un patron como lo

muestra la Figura 19.
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FIGURA 19 Cromatograma de patrones de PITC-amino  &cidos.
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Los aminoacidos esenciales para la salud humana se hacen evidentes en la semilla de
linaza, estos aminoacidos esenciales no los sintetiza el cuerpo humano, es por ello
gue se deben obtener de la dieta.

De acuerdo a los resultados obtenidos los aminoacidos se clasificaron de acuerdo a su

polaridad del grupo R, como se muestra a continuacion:

4.4.1 Aminoacidos alifaticos. En la fermentacién de los probidticos L. casei y L.
acidophilus sometidos a medios que contienen harina de linaza entera y desgrasada
se puede apreciar que durante las primeras horas de incubacién hay un aumento de
aminoacidos alifaticos, donde los probidéticos al encontrarse en un medio que contiene
los sustratos necesarios para su desarrollo, lo consumen a velocidad maxima.
Posteriormente se puede ver que la concentracion de aminoacidos permanece
constante en el tiempo debido a que los microorganismos desarrollan un metabolismo
diferente donde se produce una acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios
(PISABARRO, 2003) y finalmente un descenso en la concentracion como lo muestra la
Figura 20.

Ademas se debe destacar que no presenta mayores diferencias entre los
microorganismos probidticos estudiados, pero se ve claramente que al utilizar un
medio que contiene harina de linaza desgrasada las concentraciones de aminoacidos
son mas altas que los que contienen harina de linaza entera. Esto es debido a que al
encontrarse un medio libre de grasa, los probiéticos consumen los carbohidratos
disponibles y las proteinas que contiene la harina de linaza (BLAUT and CLAVEL,
2007).



56

valina Glicina
6 34
4
32
~ 2 ~
2 P 2
D
2o /.\o/ \ E 30
& &
S -2 3 L,
g I
g 4 " g 28
2 g
6
8 S 5
-8
-10 T T T T T T 24 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (h) Tiempo (h)
Leucina Isoleucina
52 38
o) -
36 1
. ol
= fe)
& 46| ‘é, 34 4|
E 44 } = (
& 5 32 I8
§edl :
g || 5
@ 40 - § 30
é 38 8
28
36 ®
34 T T T T T T 26 T T T T T T
[0} 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (h) Tiempo (h)
. Prolina
Alanina 70
40
65 |
38 J
~ 60 -
S 36 1 9
4 a 4
S 34 1 é 55
% D S 504
© 32 4 g
] E
£ 301 g "
2 e
8 % j.‘[ 8 ] L\‘
26 35 |
24 ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ 30 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (h) Tiempo (h)
FIGURA 20 Aminoéacidos alifaticos estudiados en la fermentacién de los
probidticos. —®— | casei - Harina entera; L. casei -

4.4.2 Aminoacidos aromaticos.

Harina desgrasada;

L. acidophilus -

—&— |, acidophilus - Harina desgrasada.

Harina entera;

En la Figura 21 se puede observar en las primeras

horas de incubacién un aumento en la concentracion de los aminoacidos fenilalanina y

tirosina, donde los microorganismos adaptan su metabolismo a las condiciones del
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medio y consumen los nutrientes a velocidad maxima. Sin embargo, no ocurre lo
mismo en la fermentacion de L. casei con harina entera y L. acidophilus con harina
desgrasada. Esto puede deberse a que los microorganismos se estan adecuando a las
condiciones del medio. A partir de las 24 horas de incubacion, la concentracién de
aminoacidos se mantiene constante en el tiempo. En esta fase se utilizan materiales
de reserva, se descomponen parte de los ribosomas y se sintetizan enzimas. Mientras
las células puedan obtener la energia necesaria por respiracion de materiales de
reservas o de proteinas, las bacterias continGan largo tiempo vivas (PISABARRO,
2003). Sin embargo, luego de los 9 dias de incubacién se ve un descenso progresivo
del aminoacido fenilalanina en la fermentacion de L. acidophilus que contienen ambas
harinas. Por ende, a medida que transcurren las horas el Lactobacillus casei, ya sea
en harina entera como desgrasada, promueve la generacion de fenilalanina.
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FIGURA 21 Aminoacidos aromaticos estudiados en la fermentacio n de los

probidticos. —®— L. casei - Harina entera; L. casei - Harina

desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— | acidophilus - Harina desgrasada.

4.4.3 Aminoacidos azufrados. En la fermentacion de los probioticos estudiados (L.
casei y L. acidophilus) sometidos a medios con harina de linaza entera y desgrasada
no hay presencia de cisteina. Esto es debido a que la linaza posee este aminoacido en
forma limitante (FIGUEROLA et al., 2008).
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En la Figura 22 se puede ver que durante las primeras horas de incubacion los
microorganismos se adaptan a las condiciones del medio y consumen los sustratos del
medio a velocidad maxima, generandose un ascenso en la concentracion de
metionina. Posteriormente la concentracién de este amino4cido se mantiene constante
a lo largo del tiempo, donde los microorganismos desarrollan un metabolismo distinto
porque se produce un agotamiento de nutrientes esenciales (PISABARRO, 2003). A
partir de los 7 dias hay un ascenso en la concentracion de metionina en la
fermentaciéon de L. casei con harina de linaza entera mientras que se produce un
descenso progresivo en los medios con harina desgrasada donde fueron incubados L.
acidophilus y L. casei, debido a que se agotan los nutrientes que ofrece el medio, la
tasa de muerte se incrementa y por lo tanto el nUmero de bacterias viables disminuye
rapidamente generando que la curva de crecimiento decline (PISABARRO, 2003).

Ademéas HALL et al.,, (2006) sefiala que dentro de los aminoacidos limitantes que

contiene la linaza se encuentra la metionina.
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FIGURA 22 Aminoacido azufrado estudiado en la fermentacién de los
probidticos. —®— L. casei - Harina entera; L. casei -
Harina desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— | acidophilus - Harina desgrasada.
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4.4.4 Aminoécidos hidrofilicos

Este grupo se puede subdividir en aminoacidos acidos, hidroxilados y basicos.

4.4.4.1 Aminoacidos acidos. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede
observar en la Figura 23 un aumento en la concentracion de acido aspartico y acido
glutamico en las primeras horas de incubacién donde los microorganismos adaptan su
metabolismo a las condiciones del medio y consumen los nutrientes a velocidad
maxima (PISABARRO, 2003). Ademas, la linaza es rica en acido aspartico y acido
glutamico (HALL et al., 2006).

Posteriormente la concentracién de aminoacidos se mantiene constante a lo largo del
tiempo y luego se produce el descenso en la concentracién porque las células viables
disminuyen debido al agotamiento de nutrientes.
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FIGURA 23 Aminoéacidos &acidos estudiados en la ferm entacién de los

probidticos. —®— | casei - Harina entera; L. casei -

Harina desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— | acidophilus - Harina desgrasada.

4.4.4.2 Aminoacidos basicos. En la Figura 24 se puede observar un aumento en la
concentracion de aminoacidos durante las primeras horas de incubacion debido a que
los microorganismos consumen los nutrientes del medio a velocidad maxima, luego la
concentracion se mantiene constante durante el tiempo de incubacion por el
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metabolismo que desarrollan los microorganismos al producirse un agotamiento de los
nutrientes esenciales, y finalmente se incrementa la tasa de muerte, donde el niumero
de bacterias viables disminuye rapidamente y, por lo tanto la curva de crecimiento
declina (PISABARRO, 2003).
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FIGURA 24 Aminoéacidos basicos estudiados en la fermentacién d e los

probidticos. —®— L. casei - Harina entera; L. casei -

Harina desgrasada; L. acidophilus - Harina entera;

—&— |_. acidophilus - Harina desgrasada.

4.4.4.3 Aminoacidos hidroxilados. En la Figura 25 se puede observar un aumento
en la concentracién de aminoacidos en las primeras horas de incubacién donde los
probidticos consumen los nutrientes a velocidad maxima. Luego la curva se mantiene

constante a lo largo del tiempo donde se desarrolla un metabolismo diferente y
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finalmente hay un descenso de la concentraciéon de aminoacidos donde el nimero de

bacterias viables disminuye por el agotamiento de nutrientes. (PISABARRO, 2003)
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FIGURA 25 Aminoéacidos hidroxilados estudiados en la fermentac i6n de los
probidticos. —®— | casei - Harina entera; L. casei -
Harina desgrasada,; L. acidophilus - Harina entera;

—&— |, acidophilus - Harina desgrasada.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se desprende que durante la fermentacion de

los probiéticos L. casei y L. acidophilus con harina de linaza entera y desgrasada se

produce la degradacion de las proteinas a aminoacidos libres, lo que indicaria que la

linaza podria tener sustancias proteoliticas que necesitan las bacterias lacticas para su

crecimiento. Ademas, se puede concluir que hay mayor concentracion de aminoacidos

libres cuando los probi6ticos son incubados en un medio que contiene harina

desgrasada que en un medio con harina entera, ya que al haber ausencia de grasa los

microorganismos consumen los carbohidratos y proteinas que posee la linaza.

A continuacion en las Figuras 26, 27, 28 y 29 se muestran de forma esquematica los

resultados obtenidos de aminoacidos libres.
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FIGURA 26 Cromatograma de la produccion de aminoac idos libres en la
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FIGURA 28 Cromatograma de la produccion de aminoac idos libres en la
fermentacién de L. acidophilus en un medio con harina entera

durante 12 dias de incubacion.
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5 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que las bacterias lacticas
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus son capaces de metabolizar el
secoisolariciresinol diglicésido (SDG), pero sélo el Lactobacillus casei es capaz de
liberar el agliconas secoisolariciresinol (SECO) y generar enterodiol (ED), lignano

con actividad biolégica.

Las bacterias estudiadas no generan enterolactona (EL) al encontrarse en un
medio con harina de linaza entera como desgrasada, debido a que el enterodiol

(ED) no es oxidado.

El probiético Lactobacillus casei es adecuado para la conversion de lignanos, lo
cual hace factible la posibilidad de incluir linaza en alimentos lacticos que

contengan esta bacteria.

Durante la fermentacion de las harinas de linaza entera y desgrasada con L. casei
y L. acidophilus se produce la degradacién de las proteinas de la linaza a

aminoacidos libres.

En la fermentacién de los probidticos se aprecia mayor concentracion de lignanos
y aminoacidos libres en las incubaciones con harina desgrasada que con harina

entera.
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ANEXO 1

Modo de empleo del caldo de Man, Rogosa y Sharpe

Composicion:

74

Ingredientes

Concentracion (g/L)

Peptona de caseina 10
Extracto de carne 8
Extracto de Levadura 4
D(+)-glucosa 20
Hidrogenofosfato dipotasico 2
Tween 80 1
Hidrégeno-citrato diamonico 2
Acetato sddico 5
Sulfato de magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,04

Preparacion:

Disolver 52,2 g en 1 litro de agua desmineralizada; tratar en autoclave 15 minutos

121°C.



ANEXO 2

Método del recuento de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus

Medio de cultivo: MRS IM + Glucosa

Composicién:
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Ingredientes

Concentracion (g/L)

Peptona de caseina 10
Extracto de carne 10
Extracto de Levadura 4
D(+)-glucosa 20
Dipotasio hidrogenofosfato 2
Tween 80 1
Diamonio hidrogenocitrato 2
Sodio acetato 5
Magnesio sulfato 0,2

Manganeso sulfato 0,04
Agar- agar 14

Preparacién:

De acuerdo a las instrucciones del envase 68,2 g de agar MRS se disolvieron con

agua desmineralizada y se aforé a un litro, se homogeneiz6 la mezcla calentando en
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un bafio de agua hirviendo; luego se pasaron 300 ml aproximadamente a matraces
Erlenmeyer, que posteriormente se esterilizan a 121°C durante 15 minutos.

Luego de ser enfriados en un bafio Maria a 45°C, en una campana de flujo laminar se
prepararon placas Petri, con 30 ml aproximadamente de agar MRS, las placas fueron

refrigeradas para los analisis posteriores.

Anexo 2.1 Preparacion de agua peptonada. Peptona bacteriolégica usada como
medio de diluciéon fue preparada al 0,1% (un gramo de proteasa peptona por litro de
agua destilada). El medio de dilucién fue puesto en tubos de tapa rosca, adicionando
alicuotas de 9,9 y 9 ml. Luego fueron esterilizados en una autoclave de 121°C por 15
minutos. Los tubos fueron guardados a temperatura ambiente para los analisis
posteriores.



ANEXO 3

Curva de calibracion de lignanos
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Curva de calibracién aminoécidos libres
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