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RESUMEN

Acheta domesticus forma parte de la dieta de diversos animales. Ademas del aporte proteinico, provee
de fibra como la quitina, que al no ser digeridas facilitan la digestion. A las moléculas de los alimentos
gue no son digeribles se les denomina prebiéticos, éstas mejoran la proliferacién de bacterias acido
lacticas, y contribuyen a la salud del huésped. Se evalué el efecto prebiético de la fibra y quitina de
Acheta domesticus sobre Lactobacillus bulgaricus. La bacteria se crecié en caldo MRS suplementado
con 43y 175 mg de fibra y quitina (65 y 130 mg), respectivamente, obtenidos de Acheta domesticus, y
quitosano (1 y 2 mg). Los cultivos se incubaron a 37°C durante 10h. Las tres macromoléculas
promovieron la proliferacién bacteriana, incrementaron el contenido de acido lactico y peréxido de
hidrogeno, con una disminucién en el pH. Los resultados mostraron que la quitina y fibra de A.
domesticus tuvieron efecto prebidtico similar al del quitosano sobre L. bulgaricus.

Palabras Clave: Acheta domesticus, Lactobacillus bulgaricus, quitina, fibra cruda, probidticos,
prebidticos.

ABSTRACT

Acheta domesticus is part of the diet of different animals. Besides protein intake, it provides them with
fiber such as chitin, which eases digestion when they are not digested. We call probiotics to those food’s
molecules that aren’t digestible; these ones improve the proliferation of lactic acid bacteria, contributing
to the host health. We evaluated the probiotic effect of fiber and chitin of Acheta domesticus upon
Lactobacillus bulgaricus. The bacteria grew within MRS broth supplemented with 43 and 175 mg of fiber
and chitin (65 and 130 mg), respectively, obtained from A. domesticus and chitosan (1.25 and 2.5 mg).
Broths were incubated to 37°C during 10 hours. The three macromolecules promoted the bacterial
proliferation; they increased the acid lactic content and hydrogen peroxide with a decrease in pH. The
results showed that chitin and fiber of A. domesticus had a probiotic effect that was similar to that from
the chitosan upon L. bulgaricus.

Key Words: Achaeta domesticus, Lactobacillus bulgaricus, chitin, crude fiber, probiotic, prebiotic.
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INTRODUCCION

Los prebidticos son ingredientes alimenticios no digeribles. Se caracterizan por ser moléculas de gran
tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal alto
alcanzando el intestino grueso, donde son degradados por la microflora bacteriana, principalmente por
Bifidobacterias y Lactobacillus. De esta forma, producen una biomasa bacteriana saludable, productos
de fermentacién con actividad bactericida y un pH éptimo, lo cual contribuye a la salud del hospedador
(Batdor et al., 2007; Olagnero et al., 2007; Ortiz, 2010; Onumpai et al., 2011; De Gregorio et al., 2014).

Se han descrito diversos productos prebiéticos que pueden dar un valor agregado a los alimentos, entre
ellos, inulina, fructoligosacaridos, galactosacaridos, lactulosa y lactilol. Los prebidticos mas estudiados
de origen vegetal son la inulina y la oligofructosa, clasificadas como fibra dietética (Sastre, 2003;
Costabile et al., 2015; Bindels et al., 2015). Recientemente ha cobrado importancia el estudio del efecto
prebidtico de oligosacaridos obtenidos del quitosano (Fernandez et al., 2012; Geurts et al., 2014; Patti
et al., 2015). El quitosano y quitina son polisacaridos que forman parte del exoesqueleto de crustaceos
e insectos y de la membrana celular de ciertos hongos, su funcién bioldgica principal es estructural.

El quitosano, nombre dado a la quitina desacetilada, es biodegradable y no téxico (Bautista et al., 2005;
Escudero et al., 2006). A a quitina que no es digerible se le considera fibra cruda. Debido a las
caracteristicas de ambas moléculas, se convierten en posibles candidatos a presentar efecto prebiético.
Enzimas quitosanasas y quitinasas estan presentes en diversas especies bacterianas, se ha observado
gue convierten el quitosano y la quitina en sustancias que promueven el crecimiento de Bifidobacterias
y especies del genero Lactobacillus, ademas de inhibir bacterias patbgenas Gram positivas y negativas
(Batdor et al., 2007; Onumpai et al., 2011; Fernandez et al., 2012; De Gregorio et al., 2014).

Las investigaciones sobre el uso de quitina y quitosano como prebidticos son controversiales. En algunos
se menciona que promueven el crecimiento de bacterias 4cido lacticas o bien, la proteccion de las
mismas por encapsulamiento con quitosano y/o alginatos. Otros desestiman su funcién como prebiético
(Chavarri et al., 2010; Fernandez et al., 2012; Halder et al., 2013; Shinha et al, 2014). Los estudios en
cuanto a la quitina son aun mas limitados. Dentro de los pocos reportes que se encuentran disponibles
sobre fibra y quitosano de origen insectario en relacién con la digestion, esta el reportado por Prinz et
al. (2003) quienes hicieron una pequefia incision en la quitina del exoesqueleto de los insectos y larvas
de Acheta domesticus, procedimiento que ayuda en la digestién cuando son utilizados como fuente de
alimento, debido a que permite la entrada de liquidos digestivos y aumenta la velocidad de la digestion
y captacion de energia en los mamiferos insectivoros.

Sumado a lo anterior, el uso de insectos como alimento es una costumbre ancestral que hasta la fecha
se mantiene de manera regional. El uso de Acheta domesticus, también conocido como grillos
domésticos, es apreciado por su alto valor proteinico (66%), bajo contenido de quitina y 3.1% fibra,
atributos para considerarlo como un posible prebiético. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto prebidtico de fibra y quitina de Achaeta domesticus sobre Lactobacillus bulgaricus.

METODOLOGIA
Obtencién de grillos y Lactobacillus bulgaricus

Se compraron grillos de la especie Acheta domesticus en la tienda de mascotas Viveros del Valle,
Tlalnepantla, Edo de México. Lactobacillus bulgaricus fue donado por el Laboratorio de Bacteriologia de
la carrera de Biologia.
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Condiciones de crecimiento y mantenimiento de Lactobacillus bulgaricus

Se resembré Lactobacillus bulgaricus en medio Mann Rogosa y Sharpe(MRS) mediante la técnica de
estria cruzada. La bacteria fue crecida a 37°C durante 24h y mantenida a 4°C hasta su uso. Cultivos de
24 h fueron utilizados para el ensayo experimental.

Obtencién de quitina y fibra de Acheta domesticus

Los grillos fueron colocados en un frasco y se anestesiaron con cloroformo hasta causar la muerte.
Posteriormente se secaron a 50°C por 24h. Los grillos se pulverizaron en un mortero de porcelana. Estos
fueron desengrasados mediante el método soxhelt. La muestra desengrasada se pesé y proceso por
separado para obtencion de quitina y fibra.

Obtencién de quitina

A partir de los grillos secos, molidos y desengrasados se obtuvo la quitina de acuerdo a la metodologia
descrita por Escobar en el 2013, consisti6 en tres etapas: desproteinizacién, desmineralizacion y
purificacién.
Fibra cruda

La obtencion de la fibra de Acheta domesticus fue realizada bajo la metodologia descrita por Garcia-
Vela en 2005, un proceso de 4cido-alcali. La muestra se sumergié en H.SO, al 1.25% hasta ebullicién,
por 30 min. Permanecié a temperatura ambiente y filtrada al vacio. La fibra se obtuvo con NaOH al
1.25% a 60 °C durante 30 min, después de filtracién al vacio y de neutralizar el residuo con agua
desionizada, la muestra fue llevada al horno a 60 °C por 30 min.

Preparacion del in6culo de Lactobacillus bulgaricus

Una colonia de L. bulgaricus de un cultivo de 24 h se inocul6 en 20 mL de caldo MRS por duplicado, y
se mantuvo en bafio con agitacion constante durante 24 h. Este cultivo sirvio para inocular tubos con
caldo MRS con los diferentes tratamientos.

Ensayo prebiético de quitinay fibra de Acheta domesticus

Se utilizaron 18 tubos de ensaye cada uno conteniendo 20 mL de caldo MRS y se formaron siete grupos:
1) 43 mg de fibra, 2) 175 mg de fibra, 3) 65 mg 4) 130 mg de quitina de A. domesticus respectivamente,
guitosano a 5) 1 mg 6) 2.5 mg, un udltimo grupo 7) caldo MRS libre de prebiético. Los tubos que contenian
los tratamientos fueron inoculados al 10% v/v con cultivo de Lactobacillus bulgaricus previamente
preparado. Todos los cultivos se incubaron a 37 °C durante 10 h con agitacion continua. Se tomaron
alicuotas de 10 mL en intervalos de 1, 2, 4 y 10 h para la evaluacion de las variables.

a) Proliferacién bacteriana

Se midié la proliferacion de L. bulgaricus por medio de densidad 6ptica a 680 nm en un espectrofotometro
de luz visible Spectronic 20.

b) Fermentacion de fibra cruday quitina

Se evalu6 el cambio de pH del medio de cultivo durante el experimento, (1, 2, 4 y 10h), con un
potenciometro digital Hanna Instrument.

c) Determinacion de productos de la fermentacion

Se determiné el contenido de acido lactico y peréxido de hidrégeno (H20>) por titulacién con NaOH 1N
utilizando fenolftaleina como indicador (NTC 4978 de 2001; Vinasco et al. En 2007).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Proliferacion de Lactobacillus bulgaricos en presencia de fibray quitina de Acheta domesticus
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Figura 1. Efecto de quitina (Q) y fibra (F) de Acheta domesticus, y quitosano (QU) adicionados al medio MRS en
la proliferacion de Lactobacillus bulgaricus a diferentes tiempos. Los resultados son la media de tres repeticiones
P 0.05

La actividad prebiética se evalu6 en Lactobacillus bulgaricus, mediante diversos parametros:
proliferacion bacteriana y sus productos (acido lactico y peréxido de hidrogeno) y acidificacion del medio.
Se pudieron observar diferentes efectos de los parametros estudiados (Figuras 1-4).

En general, el medio suplementado con quitina en la concentracion de 65 mg promovio el mejor
crecimiento bacteriano, seguido por quitosano (2.5 mg). La fibra con concentracién de 175 mg, fue el
tratamiento con la menor proliferacion de la bacteria. No hubo diferencias significativas en cuanto a
concentraciones en los distintos tratamientos pero si entre las fuentes de hidratos de carbono (quitina y
fibra), esto de acuerdo con una ANOVA de dos factores y una prueba de Tukey P (0.05) (Figura 1).

Para que un ingrediente o alimento pueda considerarse como prebi6tico debe cumplir una serie de
requisitos entre los que se encuentran; ser fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas de la
microbiota intestinal y tener la capacidad de inducir efectos fisiolégicos benéficos para la salud. Los
carbohidratos no digeribles son de dos tipos, los colénicos (fibra alimentaria) y prebidticos. Estos ultimos
estimulan el crecimiento selectivo de especies bacterias muy particulares, Bifidobacterias y Lactobacilos.
Los resultados obtenidos de proliferacion de L. bulgaricus en presencia de fibra y quitina del grillo,
mostraron el comportamiento tipico de crecimiento bacteriano en medio sintético (Figura 1); aumento
durante las primeras horas alcanzando su punto maximo entre las 4 y 8 h de fermentacion, comenzando
su disminucién a las 10h y finalmente la muerte (Nifio y Torres, 2010).

La estimulacion del crecimiento de la bacteria en presencia de quitosano (2.5 mg), quitina (75 mg) y fibra
(43 mg) fue evidentemente superior que los cultivos que solo crecieron en el medio sintético MRS. Estos
resultados no concuerdan con lo reportado por Fernandez et al., (2012), quienes reportan que los
quitoologosacaridos no favorecieron el crecimiento de L. acidophilus, ésta diferencia puede deberse a
diversos aspectos, entre ellos, las altas concentraciones que utilizaron de quitosano (10, 100 y 100 mg/L)
y su origen, la técnica de monitoreo del crecimiento y la especie de bacteria probibtica. El efecto
prebidtico de quitosano y en especifico de la quitina y fibra de A. domesticus, ha sido poco estudiada y
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controversial, el presente trabajo hace una aportacién importante sobre el efecto prebiético de los dos
hidratos de carbono probados sobre L. bulgaricus.

Cambios de pH durante la fermentacion
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Figura 2. Cambios de pH en el medio MRS suplementado con quitina (Q) y fibra (F) Acheta domesticus,
quitosano (Qu) y testigo, durante la fermentacién de Lactobacillus bulgaricus P (0.05).

Con respecto al pH, en la Figura 2 puede observarse que el mayor descenso lo presenté el medio de
cultivo que tenia como sustrato quitina (65 mg), seguido por el de fibra (43 mg). En el cultivo con fibra
(175 mg) no se observaron cambios en el pH. De acuerdo a los estadisticos obtenidos P (0.05) no hubo
diferencia significativa.

Los resultados obtenidos de los valores de pH muestran la acidificacion del medio en el transcurso de la
fermentacion, como era lo esperado. Esto evidencia, la produccién de ciertos compuestos acidos, como
pueden ser acido lactico y acido acético, lo que concuerda con los resultados obtenidos en la
concentracion de acido lactico (Figura 2). Los valores de pH registrados en el cultivo de L. bulgaricus,
estuvieron en promedio de 5 lo que coincide con lo descrito por Ronddn-Huerta et al., en 2011, sefialan
gue el rango 6ptimo de pH para el crecimiento de la bacteria debe ser de 5-6.

Por otra parte, cabe sefalar que el no observarse diferencias en el pH de las fermentaciones en relacién
al crecimiento de L. bulgaricus desarrollada en caldo MRS suplementado con quitosano, quitina y fibra,
respectivamente, explica el aumento en la proliferacion bacteriana y se confirma el efecto prebidtico,
pues a valores de pH 5, el crecimiento se inhibe, de acuerdo con lo reportado por Jakimec et al. (2001).
El valor de pH esta intimamente relacionado con la produccion de acidos organicos, lo que se refleja en
el de contenido &cido lactico como se vera mas adelante.

Otro parametro importante durante la fermentacion de fibra, quitina y quitosano es el descenso del pH
en el medio de crecimiento como consecuencia de la produccién de acidos organicos de cadena corta.
Las concentraciones de acido lactico y peroxido de hidrégeno se muestran en las figuras 3 y 4
respectivamente.
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Produccion de 4cido lactico por L. bulgaricus
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Figura 3. Efecto de quitina (Q) y fibra (F) de Acheta domesticus, quitosano (Qu) y testigo en la produccion de
acido lactico con respecto al tiempo por Lactobacillus bulgaricus. P (0.05).

Los cultivos a los que se les adicion6 65 mg de quitina, produjeron a las 4h la mayor concentracion de
acido lactico (Figura 3), L. bulgaricus en presencia de fibra (175 mg) mostré una produccién menor.
Todos cultivos a las 10 h presentaron la menor concentracién del acido. La produccion de acido lactico
es inversamente proporcional a los valores de pH, a medida que concentracién de &cido lactico
incrementa, el valor de pH disminuye, a las 10 h de fermentacién el acido lactico disminuyé
abruptamente, no asi el pH, hecho que no se explica.

Las concentraciones de acido lactico en g, son mayores a los obtenidos por Ruiz y Ramirez en 2009
para L. bulgaricus, lo que reafirma el caracter prebiético de los carbohidratos ensayados, es justo decir
gue los autores utilizaron como sustrato leche pasteurizada y un menor inéculo bacteriano.

La acumulacion de acidos organicos producidos por bacterias acido lacticas, reduce el pH del medio con
un efecto inhibitorio de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Las bacterias lacticas pueden
sobrevivir y desarrollarse en presencia de un valor de pH relativamente bajo a diferencia de otros grupos
microbianos con metabolismo respiratorio, pues poseen un sistema de transporte simultaneo de acido
lactico y de protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del pH interno, origina
energia (Urrego et al., 2005; Vazquez et. al., 2009). Seria interesante evaluar el efecto bactericida de
los productos de fermentacion de L. bulgaricus desarrollada con quitina y fibra cruda de A. domesticus,
principalmente de quitina que es un campo feértil.

De las escasas investigaciones sobre el efecto bactericida de quitina esta el realizado por Abdel-Raham
et al., (2015), quienes reportan el aumento de la actividad antibacteriana en Escherichia coli con relacion
a la concentracion de quitina, sin embargo la velocidad de reduccion es muy baja. Los autores
mencionan, que el efecto bactericida esta ligado a la pureza de la molécula, entre mas grupos aminos
menor actividad. Esta caracteristica no se evalu6 en el presente estudio, aunque al desproteinizar la
muestra, se destruyen los enlaces quimicos covalentes entre los complejos proteina-quitina. El
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tratamiento alcalino con hidroxido de sodio permite eliminar proteinas, lipidos y pigmentos. Es importante
considerar la pureza de las biomoléculas, puesto que influyen en las propiedades del producto.

Produccion de peréxido de hidrogeno (H202) por L. bulgaricus
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Figura 4. Efecto de quitina (Q), fibra (F) de Acheta domesticus y quitosano (QU) en la produccién de H20; en
Lactobacillus bulgaricus a diferentes tiempos P (0.05).

Las Bifidobacterias y Lactobacilos producen compuestos organicos como mecanismo para inhibir
microorganismos patégenos, como aniones superdxido, radicales libres y peréxido (H202) debido a su
caracter fuertemente oxidante es un agente antimicrobiano. El efecto inhibitorio de microorganismos
patdgenos por H202, producido por bacterias probiéticas ha sido comprobado (Straus et al., 2002; Pérez-
Leonard, 2007). Los resultados en la Fig. 4 muestran un incremento de H-O; a las diferentes horas de
fermentacion de L. bulgaricus en presencia de las dos concentraciones de quitina y fibra en la
concentracion mas baja, observandose un comportamiento lineal en la produccién de H.O,. Con base
en el analisis estadistico, solo existen diferencias significativas entre concentraciones, siendo quitina a
la concentracién 65 mg, la que promueve una mayor produccién H202.

La fibra y quitina de A. domestica promovieron una mayor produccion de H202 en comparacion con
quitina. Resulta l6gico pensar que, a mayor produccion de H>O2 se presentara un incremento en la
proliferacion de L. bulgaricus, relacion que no se cumplié con los datos obtenidos (Figura 1y 2). La
acumulacion del H20; en los medios de cultivo, se debe a que las bacterias acido lacticas, en general
no poseen la enzima catalasa (Requena et al., 1995), lo que ocasiona la saturacion del medio con H.0O-
y por tanto un efecto bacteriostatico o bactericida, a este efecto “auto-inhibitorio” El estudio de produccion
y efecto inhibitorio de este acido es todavia el menos estudiado de todos los productos metabdlicos de
las bacterias acido lacticas. Se puede observar que la produccion del peréxido de oxigeno fue alto y
seguia en aumento a las 10h, por lo que el estudiar la produccién con un mayor tiempo de fermentacion
seria importante, asi como evaluar el efecto inhibitorio en bacterias patégenas.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primer intento en México de investigar las propiedades prebibticas de quitina y
fibra de Acheta domesticus o grillo domesticus. La quitina y fibra de A. domesticus tuvieron un efecto
similar al del quitosano sobre Lactobacillus bulgaricus, promoviendo la proliferacion, disminucién de pH,
el incremento de &cido lactico y H,O». La quitina a 65 mg presentd un mayor efecto prebioético. Con los
resultados obtenidos se demuestra el efecto prebibtico de quitina y fibra cruda de A. domesticus sobre
L. bulgaricus, bajo las condiciones aqui estudiadas.
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