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1. RESUMEN

Diversas cepas de bacterias de acido lactico (BAL) son capaces de sintetizar riboflavina
(conocida como vitamina B,), un nutriente esencial requerido por los humamos. Este
hecho implica la presencia de unos genes especificos que codifican las enzimas que
llevan a cabo dicho proceso biologico. Estos microorganismos normalmente la
emplean para su propio crecimiento y desarrollo; y en muy pocas ocasiones, terminan
excretandola al medio de cultivo. La cuestion es que estos casos tan poco frecuentes
estan suscitando interés en la comunidad cientifica, ya que fortificando alimentos y
dependiendo de la cantidad liberada, estas bacterias pueden ser utilizadas para
garantizar la toma de la cantidad diaria recomendada de este compuesto. Por esto, el
principal objetivo de este trabajo fue disenar un método analitico basado en HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) acoplado a un detector de fluorescencia, para
cuantificar riboflavina en medios fermentados por seis cepas BAL. Solo dos de ellas
fueron capaces de excretar el analito. Los resultados conseguidos fueron comparados
con los que se obtuvieron con otra técnica: la espectrofluorimetria. En lo que al HPLC
se refiere, cabe destacar que se crearon tres curvas de calibracion utilizando para ese
proposito diferentes rangos de concentraciones. Finalmente, en cuanto a la validacion,
el método disenado resulto ser lineal, sensible y selectivo. Ademas, se evaluaron cuatro
parametros de calidad mas: los limites de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ), la
repetitividad (desviacion estandar relativa, RSD %) vy la exactitud mediante un test de

recuperacion.
1. SUMMARY

Several lactic acid bacteria (LAB) strains are able to synthesize riboflavin (Rnown as B,
vitamin), an essential nutrient required by humans. This fact implies the presence of some
specific genes which encode all the enzymes that carry out this biological process. These
microorganisms usually use it for their own growth and development and on very few
occasions end up excreting it into the culture medium. The point is that such uncommon
cases are awakening interest in the scientific community, because depending on the
amount released, these bacteria can be used to ensure that people get the recommended
daily intake of this compound, by means of food fortification. That is the reason why the
main objective of this project was to design an analytical method based on HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) coupled with a fluorescence detector, in order to



P KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Universidad ~ Euskal Herriko
del Pais Vasco  Unibertsitatea

quantify riboflavin in culture media fermented by six LAB strains. Only two of them
performed the analyte excretion. The results were compared to those obtained by another
technique: spectrofluorimetry. As far as the HPLC is concerned, it should be pointed out
that three calibration curves were made using for that purpose different concentration
levels. Finally, regarding the validation, the method proved to be linear, sensitive and
selective. Furthermore, four more figures of merit were assessed: limits of detection and
quantification (LOD and LOQ), repeatability (relative standard deviation, RSD %) and

accuracy via a recovery test.
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2. INTRODUCCION

La riboflavina forma parte del complejo vitaminico B, siendo, dentro de este grupo, el
segundo micronutriente esencial que se descubrid. Esta es la razon por la que también
se le conoce como vitamina B,." Esta presente en diferentes clases de alimentos, como
por ejemplo: productos que pueden ser de consumo diario (leche, huevos, cereales),

verduras, carnes...?

Su estructura quimica esta compuesta por la 7,8-dimetil-isoaloxacina (flavina) unida a
una cadena lateral de ribitilo en la posicion N10 (véase Figura 1).' Tal y como se puede
apreciar en la ilustracion, la isoaloxacina es un compuesto policiclico, formado por un
anillo de benceno que esta fusionado con un derivado de la pteridina que contiene dos

grupos carbonilicos.

HsC

HaC N

Figura 1: Estructura quimica de la riboflavina. Modificado de la referencia nimero 3.

Un aspecto que hay que tener en cuenta, sobre todo de cara a trabajar en el
laboratorio, son las caracteristicas fisico-quimicas que presenta. A continuacion, se

muestran unas de las propiedades mas relevantes:*
1. Adquiere un color amarillo-naranja tanto en estado sélido como en disolucion.
2. Essoluble en agua pero con ayuda de una pequena cantidad de base.

3. Es sensible a la luz y a altas temperaturas, formandose productos de degradacion,

como el lumicromo (LC) o la lumiflavina (LF).

4, Absorbe de manera intensa a cuatro longitudes de onda diferentes (regiones
ultravioleta y visible del espectro electromagnético) cuando se encuentra en

disolucién acuosa. La isoaloxacina es el grupo croméforo de esta molécula.
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5. Esfluorescente. La flavina en este caso también actua como fluoroforo.
6. Presenta maxima fotoestabilidad a un pH ligeramente acido (5-6).

Por otra parte, también cabe decir que sus funciones biolégicas son de gran interés
desde el punto de vista biomédico. Cuando dicho compuesto se encuentra en el
interior de la célula, no se conserva tal y como es, ya que suele sufrir diversas
modificaciones dando lugar a especies que son biolégicamente mas activas (llamadas
vitameros). La fosforilacion de la riboflavina da como producto el mononucleétido de
flavina (FMN) y la subsiguiente adenililacion genera el dinucleétido de adenina y flavina
(FAD). Ambos derivados actian como cofactores en una gran variedad de
flavoproteinas.' Las estructuras de estas coenzimas se detallan en las siguientes

imagenes (Figuras 2Ay 2B).

Figura 2: Estructuras quimicas del FMN (A) y FAD (B). Modificado de las referencias niimero 5y
6.

Estas coenzimas se comportan como transportadoras de electrones en diversas
reacciones de oxidacion y reduccion, participando de esta manera, en el metabolismo
de carbohidratos, aminoacidos, proteinas y grasas; la produccion de energia, la
activacion de otras vitaminas como el folato y la piridoxina.. El desarrollo vy
crecimiento del cuerpo vy la reparacion del ADN son ejemplos de otros procesos (no-

redox) en los que estan involucradas."’

Es precisamente aqui donde radica la importancia y la necesidad de tomar la cantidad
diaria recomendada de riboflavina, ya que una posible carencia podria suponer una

gran cantidad de efectos negativos sobre la salud. Los seres humanos no poseen la
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habilidad de sintetizarla, por lo que, la tienen que adquirir a través de la dieta. No

obstante, ciertas plantas y microorganismos si son capaces de ello.’

De hecho, actualmente en la industria, se estan empleando por ejemplo cepas
genéticamente modificadas de Ashbya gossypii (un hongo) y Bacillus subtilis (una
bacteria) para producir riboflavina mediante procesos de fermentacion. Esta
modificacion se lleva a cabo haciendo uso de la ingenieria genética y de analogos
quimicos como la roseoflavina (véase Figura 3), lo que convierte a estos

microorganismos en superproductores.?

HO
HO
o OH
| OH
N N i
- 7
> NH
N
o)

Figura 3: Estructura quimica de la roseoflavina. Modificado de la referencia nimero 8.

Otra practica muy habitual, esta siendo la utilizacién de bacterias de acido lactico BAL
(objeto de estudio en este trabajo) para la fortificacion in situ de alimentos
fermentados (yogures, queso, kéfir..). La fortificacion consiste en inocular cepas
productoras de vitamina B, en matrices alimentarias para producir alimentos
fermentados, aumentando su concentracion en ella y bio-enriqueciéndolos. De esta
manera, se obtienen (algunas BAL actian como probiéticos) alimentos funcionales

que satisfacen las demandas nutricionales que existen a dia de hoy.”* '°

Poniendo el foco de atencion en estas ultimas bacterias, cabe destacar que la
informacion genética y la habilidad que disponen para la biosintesis de este
micronutriente esencial son especificas de cada especie y/o cepa. Ademas, la
organizacion transcripcional de los genes que codifican las enzimas que catalizan las
reacciones implicadas en el proceso (genes rib), también varia de una especie a otra. En
las situaciones mas simples forman un Unico operén, pero este hecho no se
corresponde con todos los casos. En general, para que una cepa sea capaz de sintetizar

riboflavina, tiene que poseer en su genoma y se tienen que expresar los 4 genes rib:
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ribA, ribG, ribH y ribB." " En el siguiente esquema (Figura 4) se muestran las reacciones

involucradas en la RBP (Riboflavin Biosynthetic Pathway).

4 . D (" . . o) 4 . . D
Precursor: Guanosina- 6,7-dimetil-8-ribitil- Riboflavina
5*-trifosfato lumazina « Proceso: Fosforilacion
» Gen: ribA - Gen: ribB
« Enzima: GTP ciclohidrolasa « Enzima: Riboflavina sintasa
(subunidad alfa)
\ J \, J \ J
. . A ( . CLags . ) ( A
2,5-diamino-6- 5-amino-6-ribitilamino- FMN
ribosilamino-4(3H)- 2,4(1H,3H)- - Proceso: Adenililacion
pirimidinona-5'-fosfato pirimidindiona
« Gen: ribG « Gen: ribH
« Enzima: Pirimidina deaminasa « Enzima: Lumazina Sintasa
(subunidad beta)
\ J \ J \ J
4 . N f . el . N 4 N
5-amino-6- 5-amino-6-ribitilamino-
ribosilamino-2,4(1H,3H)- 2,4(1H,3H)-
pirimidindiona-5'- pirimidindiona-5'- FAD
fosfato fosfato
» Gen: ribG « Proceso: Defosforilacion
« Enzima: Pirimidina reductasa
\ J \ J \ J

Figura 4: Ruta biosintética de la riboflavina en las BAL (RBP)."’

Otro precursor es la ribulosa-5-fosfato, que por accion de la 3,4-DHBP (dihidroxi
butanona fosfato) sintasa se convierte en 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato. La
enzima esta codificada por el gen ribA. Este producto entra en la ruta participando en

la etapa correspondiente a la sintesis de la lumazina."’

Estas bacterias utilizan la riboflavina para su propio crecimiento y desarrollo, pero si
sintetizan una gran cantidad se puede dar el caso de que la excreten. Ademas, son

capaces de absorberla empleando unos transportadores determinados.’

La excrecion es el aspecto que mas interesa desde el punto de vista de las aplicaciones
biotecnolégicas que presentan. Por ello, es necesario el disefnio de métodos analiticos
que sean capaces de determinar el contenido extracelular de riboflavina, para asi

evaluar si una cepa es apta o no para fortificar un alimento.
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Una de las técnicas mas comunes para este propésito es la cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC) acoplada a un detector de fluorescencia.” '' Este tipo de
cromatografia consiste en hacer pasar (mediante una bomba) un disolvente (fase
movil o eluyente) a alta presion a través de una columna que contiene particulas (fase
estacionaria) cuyo diametro se encuentra entre 3y 10 ym. Cuanto mas pequeno sea el
tamano de estas particulas, mas eficaz sera la columna, pero mayor sera la resistencia

al flujo."”

Un aspecto importante a tener en consideracion es la fuerza del eluyente, la cual es
una medida de la capacidad de un disolvente dado para eluir compuestos que han
quedado retenidos en la columna. Dependiendo de las caracteristicas quimicas de las

dos fases descritas, se pueden distinguir dos subclases de cromatografias.'

Por un lado, esta la cromatografia de fase normal, en la que la fase estacionaria es
polar y la fase movil es menos polar o apolar. En esta situacion, la fuerza aumenta con
la polaridad. Por otro, esta la de fase inversa (es la que se utiliza en este caso para la
riboflavina), donde la columna esta constituida de un material no polar y el eluyente

presenta un caracter polar. Aqui, dicha fuerza disminuye con la polaridad.' > '3

Ademas, si en este ultimo subtipo, se usa un eluyente compuesto por un disolvente
organico y una disolucion tampén o agua (muy comuin cuando se trabaja con estas
clases de vitaminas), su capacidad de elucion aumentara a la hora de aumentar la
proporcion del compuesto organico. Cuando la fase movil tiene una composicion fija
se dice que el proceso se lleva a cabo en condiciones isocraticas. Por el contrario, si va

variando de forma gradual, se trata de una elucion en gradiente.'" % '3

En el HPLC, también se suele utilizar una precolumna, que posee la misma fase
estacionaria que la columna analitica y se coloca delante de ésta, ya que asi la protege
de contaminantes que se retienen de manera irreversible. Otro elemento a destacar es
la valvula de inyeccion que permite introducir la muestra. También hay cromatoégrafos
en los que el muestreo esta automatizado.' En la Figura 5, se muestran los diferentes

componentes que tiene un equipo de HPLC.
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Fase movil (Eluyente) Bombas Valvula de inyeccién

Ordenador: Controla
el sistemay muestra Detector
los resultados

Columna: Fase
estacionaria

Figura 5: Partes de un sistema HPLC."

Existen muchas formas para detectar un analito determinado (unas mas comunes que
otras), desde absorcion ultravioleta hasta detectores electroquimicos y de
fluorescencia, pasando por los de indice de refraccion. Los de fluorescencia en general
son poco frecuentes. Excitan el eluato con un laser y miden la radiacion que emite la
molécula a una longitud de onda especifica (normalmente la de su maxima emisioén).
Son extremadamente sensibles y altamente selectivos, ya que responden soélo a
compuestos que presentan este tipo de luminiscencia.’” Por otra parte, cabe destacar
que la misma técnica se puede utilizar de una forma mas general, para cuantificar no
s6lo la vitamina B,, sino también sus vitameros (FMN y FAD) asi como algunas de las
formas nativas de otra vitamina (como por ejemplo la piridoxina) en leche y productos

lacteos.’> ™

Otra alternativa de la que se hace uso con gran frecuencia para distintas clases de
matrices, es la fluorimetria. De hecho, se ha aplicado recientemente dicho método
para saber la concentracion del analito en cuestion en formulas para lactantes,
extrayéndolo previamente mediante una MISPE (Molecularly imprinted solid-phase
extraction), en la que polimeros de impresion molecular actian como agentes

sorbentes.?

Cabe mencionar de la misma manera, que se ha propuesto también el empleo de
electroforesis capilar, métodos electroquimicos o ensayos basados en el crecimiento

microbiologico.” ' '* Por ejemplo, con referencia a los segundos, se han desarrollado

10
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biosensores de ADN con el fin de aplicarlos en suplementos alimenticios y en yemas de
huevo de gallina. En estos dispositivos, la vitamina B, se une a fragmentos de doble
hebra que estan fijados a la superficie de un electrodo por medio de una capa de
carboxifenilo. El procedimiento se basa en monitorizar la senal de la corriente de
reduccion del compuesto. Los electrones se transfieren a través de las cadenas de

acido desoxirribonucleico.”™
Finalmente, con estos antecedentes, los objetivos principales del trabajo fueron:

1. Realizar un cribado de seis cepas de bacterias de acido lactico (de diverso origen)
para evaluar su crecimiento, su produccion de riboflavina y su capacidad de

excrecion de la misma en diferentes medios de cultivo.

2. Disenar dos métodos analiticos, uno basado en espectrofluorimetria y otro en
HPLC, con el fin de confirmar la presencia y determinar el contenido extracelular de

la vitamina B,, en los medios fermentados por las bacterias mencionadas.

3. Estudiary comparar los resultados obtenidos por ambos métodos, con el propoésito
de decidir cual de los dos es el mas selectivo para cumplir con los objetivos

establecidos.

4. Validar el método correspondiente al HPLC teniendo en cuenta diferentes

parametros de calidad.

11
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3. MATERIALES Y PROCEDIMIENTO

Antes de nada, cabe destacar que en todo momento que se trabajo con la riboflavina,
se evitd su exposicion a la luz, ya sea apagando las luces o cubriendo los matraces con

papel de aluminio.
3.1. Cribado de la produccion de riboflavina por las bacterias lacticas

3.1.1. Bacterias

Las seis cepas de bacterias de acido lactico que se estudiaron fueron proporcionadas
por la Dra. Maria Teresa Duenas Chasco, siendo previamente incubadas en el medio de
cultivo MRS (disenado por De Man, Rogosa y Sharpe en 1960'°) a 28°C y en una estufa
de incubacion con un 5% de CO,. A continuacion, se muestran las caracteristicas mas
relevantes de cada una de ellas, tales como la fuente a partir de la cual fueron extraidas

y a qué especie pertenecian (Tabla 1).

Tabla 1: Especie y origen de cada BAL.

Cepa Especie Origen
SN6 (productora de Lactobacillus collinoides Sidra natural
Exopolisacaridos)
E11 Lactobacillus mali Mosto de manzana
L1 Lactobacillus sp. Mosto de manzana
E51 Lactobacillus sp. Mosto de manzana
L8 Lactobacillus plantarum Masa madre
SN6 X Lactobacillus collinoides Derivada de SN6

3.1.2. Medios de cultivo

Se usaron tres medios de cultivo para llevar a cabo el cribado: BD Difco™ Riboflavin
Assay Medium (comercial)'’, medio quimicamente definido CDM' y medio
guimicamente definido modificado PID'®. La composicion de los tres se muestra en las
siguientes tablas (véanse Tabla 2, Tabla 3 y Tabla 4) acompanadas de los detalles de su

preparacion.

12
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Para preparar el medio BD (Tabla 2), se pesan de forma general 4,8 gramos y se
disuelven en 100 mL de agua destilada. La mezcla se calienta un poco en una placa
calefactora hasta su completa homogenizacion (su pH esta en torno a 6,8). Por ltimo,
el medio se esteriliza. Dicha esterilizacion se puede llevar a cabo mediante dos
maneras. Una por autoclave a 121 °C durante 12 minutos y la otra por filtraciéon (0,45
um). En el primer caso, el medio se carameliza ya que tienen lugar las reacciones de
Maillard (se inician por la condensacion entre los grupos carbonilo de azucares
reductores y los grupos amino de proteinas, péptidos y aminoacidos)."” En este trabajo,
para las cepas SN6,E11,E51 y L1 se utilizo el esterilizado por autoclave y para el resto, el

que estaba por filtracion.

Tabla 2: Composicion del medio BD Difco por litro. "’

Compuestos Cantidad Compuestos Cantidad Compuestos Cantidad
(en (en (en
miligramos) miligramos) miligramos)
Dextrosa 20,0x103 MgSO, 0,4x10° Piridoxina HCI 4,0
Acetato 15,0x10° Adenina 20,0 Piridoxal HCI 4,0
sodico sulfato
Acidos 10,0x10° Guanina HCI 20,0 Acido 2,0
Casamino p-aminobenzoico
K,HPO, 1,0x10° Uracilo 20,0 Pantotenato de calcio 800,0x10°3
KH,PO, 1,0x103 Xantina 20,0 Acido félico 800,0x10°3
L-Asparagina 0,6x10° FeSO, 20,0 Acido nicotinico 800,0x10°3
DL-Triptofano 0,2x10° MnSO,xH,0 20,0 Tiamina HCI 400,0x1073
L-Cistina 0,2x10° NacCl 20,0 Biotina 1,0x10°3

Con respecto al medio PID, tal y como se puede observar en la Tabla 3, hay cinco
disoluciones diferentes que se preparan por separado y después se mezclan: vitaminas
(50mL de volumen total), aminoacidos (100mL), bases nitrogenadas (10 mL de NaOH
0,1 M), sales o medio base (690 mL, con un pH de 5,5) y fuente de carbono (100 mL). Si
no se especifica lo contrario, como disolvente principal se utiliza agua destilada. Las
tres primeras se esterilizan por filtracion (0,45 um) vy las dos ultimas de forma
independiente por autoclave a 121°C durante 12 minutos. El asterisco (*) significa que

es opcional anadir estos compuestos al medio.

13
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Tabla 3: Composicion del medio de cultivo PID, para un litro.'®

KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Compuestos Cantidad que hay que pesar Compuestos Cantidad que hay que pesar
(en gramos) (en gramos)
VITAMINAS Metionina 0,1250
Ca-D-pantotenato (B5) 0,0010 Fenilalanina 0,2750
D-biotina (B7) 0,0025 (se disuelven en 2,5 mL de Prolina 0,6750
agua con 0,2 g de NaOH)
Acido folico (B11) 0,0010 (se disuelven con la biotina) Serina 0,3400
Acido lipoico 0,0010 (se disuelven en 300 pL de Treonina 0,2250
etanol absoluto)
Acido nicotinico 0,0010 Valina 0,3250
Acido 0,0100 Asparagina 0,3500
D-aminobenzoico
Piridoxamina HCI 0,0050 Glutamina 0,3900
Piridoxina HCI (B6) 0,0020 Triptofano 0,0500
Tiamina HCI (B1) 0,0010 *Tirosina 0,2500 (se disuelven en 50 mL con
0,1 g de NaOH)
Vitamina B12 0,0010

*Riboflavina (B2)

AMINOACIDOS
Alanina
Arginina

Acido aspartico

. Cisteina HCI
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina

Leucina

Lisina

0,0010 (se disuelven en 10 mL de

NaOH 0,2M)

0,2400
0,1250
0,4200

0,1300
0,5000
0,1750
0,1500
0,2100
0,4750

0,4400

BASES NITROGENADAS

Adenina 0,0100
Guanina 0,0100
Uracilo 0,0100
Xantina 0,0100
MEDIO BASE
K,HPO, 1,0000
KH,PO, 5,0000
Acetato de 1,0000
sodio
Citrato de 0,6000
amonio
MgSO,x7H,0 0,1000
MnSO,xH,0 0,0500
FUENTE DE CARBONO
Glucosa 20,0000

Por ultimo, en el caso del medio CDM (Tabla 4), cabe decir que el volumen total de las

disoluciones y las condiciones de elaboracion y de esterilizaciéon son muy similares al

medio anterior. La Unica diferencia es que a la solucién basal se le anaden ademas tres

micronutrientes con sus correspondientes concentraciones: CuSO,x5H,0 (1,5x107°
g/L), FeSO,xTH,0 (2x10™ g/L) y ZnSO,xTH,0 (1,35x10™ g/L).
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Tabla 4: Composicion del medio de cultivo CDM, para un litro.'®

KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Compuestos Cantidad que hay que pesar Compuestos Cantidad que hay que pesar
(en gramos) (en gramos)
VITAMINAS Leucina 0,2000
Ca-D-pantotenato (B5) 0,0020 Lisina 0,2500
D-biotina (B7) 0,0020 Metionina 0,1500
Acido folico (B11) 0,0020 Fenilalanina 0,2000
Colina HCI 0,0020 Prolina 0,5000
Acido nicotinico 0,0020 Serina 0,4000
Acido D-aminobenzoico 0,0001 Treonina 0,3500
Piridoxina HCI (B6) 0,0020 Trit6fano 0,2000
*Riboflavina (B2) 0,0010 Valina 0,2000
Tiamina HCI (B1) 0,0010 *Tirosina 0,2000
Vitamina B12 0,0001
i BASES NITROGENADAS
AMINOACIDOS
Alanina 0,2000 Adenina 0,0100
Arginina 0,7500 Timina 0,0100
Asparagina 0,1500 Guanina 0,0100
Acido aspartico 0,3500 Uracilo 0,0100
Cisteina HCI 0,2000 Xantina 0,0050
) SOLUCION BASAL
Acido glutamico 0,5000 K,HPO, 1,0000
Glutamina 0,2000 CacCl, 0.4400
Glicina 0,5000 MgSO,xTH,0 0,1000
Histidina 0,5000 MnSO4xH20 0,1000
FUENTE DE CARBONO
Isoleucina 0,2000 Glucosa 20,0000

3.1.3. Condiciones de cultivo y toma de muestras

Para poder observar la capacidad de excrecion de riboflavina se llevé a cabo el

siguiente procedimiento:

1. Partiendo de cultivos en el medio complejo MRS, inocular cada cepa en medios

menos ricos en nutrientes con una concentracion aproximada de riboflavina de

0,001 g/L (asi, con este cultivo, se aseguré el crecimiento de las bacterias).

2. Partiendo de los anteriores (1), inocular cada cepa en medios carentes de esta

vitamina para evaluar el crecimiento sin ella.
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En la Figura 6 se muestra el protocolo general que se siguid y posteriormente, se

especifican las condiciones del proceso:

1. Dispensacion de
medio BD,PIDy
CDM estéril con

riboflavina
adicionada.

2. Medida de la
absorbancia a 600
nm de los cultivos

en MRS.

3.Tomade
inoculos. Objetivo:
absorbancia inicial
entre 0,1-0,2 en los
medios nuevos (1).

4. Sedimentacion
por centrifugacion
+ lavado con
solucion Ringer (2
veces).

8. Tomade
in6culos. Objetivo:
El mismo que en el

paso 3.

7. Absorbancia a
600 nm de los
cultivos en medios
con la vitamina.

6. Dispensacion de
medio BD, PIDy
CDM estéril siny
con riboflavina.

5. Resuspension
con Ringer +
inoculacion +

incubacion

9. Sedimentacion
por centrifugacion
+ lavado (otra vez

10. Resuspension +
inoculacion +

incubacion

dos veces).

Figura 6: Protocolo general resumido.

1. Primer ensayo. Crecimiento de las bacterias en los medios BD (comercial) y

guimicamente definidos (CDM y PID) con riboflavina.

e Se dispensé medio BD, PID y CDM sin riboflavina en seis tubos de ensayo
esterilizados por autoclave (dos tubos por medio v 990 mL en cada uno).
Posteriormente, se anadié 0,1 mL de un patrén de vitamina B, (se preparé tal y
como se indica en la Tabla 2) previamente filtrado (volumen total en cada tubo:
10mL). En algunas ocasiones se modifico el volumen total a 5 mL segun la
cantidad de medio de la que se disponia. Dichos tubos se almacenaron a 4°C en

el frigorifico.

e Se midio6 la densidad 6ptica (DO) a 600 nm de los cultivos en MRS en su fase
exponencial de crecimiento (tras un tiempo de incubacién de 48 horas en la
mayoria de los casos), mediante el espectrofotbmetro Helios de

ThermoSpectronic (Figura 7).
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Figura 7: Espectrofotdmetro de absorbancia UV-visible utilizado en el laboratorio.

e A varios tubos de microcentrifuga se anadio el volumen de cultivo necesario
para conseguir en los medios nuevos (BD, PID y CDM) una absorbancia inicial

que estuviera comprendida entre 0,1y 0,2.

e Los indculos se sedimentaron centrifugandolos durante 8 minutos a 10000
revoluciones por minuto (rpm) a 20°C. Se eliminé el sobrenadante y se lavaron
con 1 mL de soluciéon Ringer de la marca comercial Oxoid (se disolvid una
tableta en 500 mL de agua destilada esterilizando después la mezcla por

autoclave durante 15 minutos a 121 °C). Se volvi6 a repetir el mismo paso.

¢ Finalmente, dichos in6culos fueron sedimentados de nuevo bajo las mismas
condiciones de centrifugacion, se les quito el sobrenadante, se resuspendieron
en la minima cantidad de solucion Ringer y se procedio a su inoculacion en los

tres medios.

e Las bacterias se incubaron durante 48 horas a 28°C, en una estufa de incubacion

conun 5% de CO,y en completa oscuridad.
e Todosellevd a cabo en entorno estéril.

Segundo ensayo. Crecimiento de las bacterias en los medios BD (comercial) y

guimicamente definidos (CDMy PID) en presencia y en ausencia de vitamina B,.

e Se aplico el protocolo anterior a la nueva situacion siguiendo los mismos pasos,
pero en lugar de dos tubos de ensayo para cada medio, se prepararon cuatro:
dos con riboflavina, que sirvieron como control positivo y dos sin ésta, de los

que se cogieron muestras una vez cultivadas las bacterias para la cuantificacion
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de la posible vitamina B, excretada. Por ello, estos dos ultimos tubos se
protegieron de la accion de la luz con papel de aluminio con el fin de evitar la

degradacion del analito de interés.

Sin embargo, dependiendo de las caracteristicas de la cepa y la disponibilidad de

tiempo y de medios que habia en su momento, se tuvieron que hacer algunas

modificaciones al procedimiento general:

La cepa L. plantarum L8 adquiere la fase exponencial de crecimiento en 24 horas.
Por esto y por falta de tiempo, no se consigui6 registrar la DO a 600 nm en dicha
fase. Ademas, se llevd a cabo un ensayo extra, inoculando otra vez las bacterias

provenientes del segundo en los medios de interés sin dicha vitamina.

A lo que a la estirpe L1 se refiere, cabe decir que Ana Isabel Puertas Gonzalez
proporcion6 (aparte de los que ya se tenian) cultivos en medio PID sin riboflavina.
Se habian realizado anteriormente cinco ensayos con dicho medio. Se prosigui6

con el sexto.

Por ultimo, en cuanto a L. collinoides SN6 X, al observar que en el primer ensayo no
crecia de forma significativa en medio CDM vy al no tener suficiente medio PID, se

continud con el segundo ensayo empleando exclusivamente medio BD.

Por otra parte, para la toma de muestras se siguieron estos pasos:

Primero, se midio la absorbancia a 600 nm de los diferentes cultivos en los medios
BD, PID y CDM (todos ellos sin riboflavina adicionada).

Después, se tomaron alicuotas de 1,5 mL repartiéndolas en tubos de
microcentrifuga. Toda la materia sedimentable se centrifugd a 14000 rpm durante
3 minutos a 20°C. El sobrenadante (la muestra) se almacend en otros tubos de
microcentrifuga, los cuales se etiquetaron de forma adecuada y se guardaron en el
congelador en completa oscuridad. Por otra parte, en todos los casos en los que

hubo control positivo también se registro la densidad optica.

Se tomaron un total de 15 muestras, siendo éstas los sobrenadantes de los cultivos

de las cepas:

a) SN6,E11,L1yE51 (3% = 12).
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b) L1 (sexto pase) y L8 (tercer pase). Ambos en medio PID (2). Con respecto a ésta
ultima, no se consideraron el resto de cultivos ya que no hubo un crecimiento

significativo.

¢) SN6 X en medio BD (1).

3.2. Obtencion de los espectros de excitacion y emision de la riboflavina

Se procedio a realizar un barrido del espectro de luz ultravioleta-visible de la vitamina
B,, para asi, determinar las longitudes de onda de maxima absorcion y emision y poder
detectar dicho compuesto en el posterior analisis. Para tal fin, se utilizd un
espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse de Agilent Technologies (Figura 8) y
se prepard una disolucién de 30 mg/L. Esta se elaboré disolviendo 0,0015 gramos (de
un estandar analitico de Sigma-Aldrich) con el minimo volumen necesario de NaOH
0,05M. Después, se enraso hasta el volumen final con agua destilada ajustando el pH a
6,0 con acido acético glacial y se trasvaso6 a un vial ambar (todas las disoluciones madre
gue se mencionan mas adelante se prepararon bajo las mismas condiciones). En el
momento del registro, se selecciond el mayor voltaje posible (sensibilidad) pero
teniendo siempre cuidado de que los picos no se salieran de escala (evitando la

saturacion). Las longitudes de onda obtenidas fueron 450y 525 nm respectivamente.

Figura 8: Espectrofotometro de Fluorescencia empleado en el laboratorio. En los posteriores

apartados (diseno del método y cuantificacion) se empled el mismo aparato.
3.3. Diseino del método basado en espectrofluorimetria

Para la determinacién cuantitativa de la vitamina B, en los sobrenadantes

almacenados, se crearon tres curvas de calibrado, una para cada medio. Con el
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proposito de cumplir con este objetivo, se eligid6 en el espectrofluorimetro
anteriormente mencionado una sensibilidad media (600 voltios) v una longitud de
onda de excitacion de 450 nm. Se prepararon disoluciones estandar (cuyas
concentraciones iban en general desde 0,04 mg/L hasta 4 mg/L) a partir de las
correspondientes disoluciones madre, que fueron: 30 mg/L para el medio BD
esterilizado por autoclave, 72 mg/L para PID y 92 mg/L para CDM. En las disoluciones
stock, se utilizdé agua destilada como disolvente. En las estandar el disolvente fue el
propio medio de cultivo. La finalidad era emular de la forma mas fiel posible la matriz
en la que se encontraba disuelto el analito en las muestras. Las disoluciones se

elaboraron el mismo dia de su uso.

Para construir dichas curvas, se registraron los espectros de emision, uno por cada
dilucion (se hizo lo propio para las matrices), y se representaron las intensidades
fluorescentes a 525 nm frente al contenido de riboflavina expresado en mg/L. Otra
alternativa fue representar los respectivos logaritmos. Se eligié la opcidon que mejor se
ajustaba a una regresion lineal. Se realizé un analisis de dichas regresiones mediante
Microsoft Excel y se calcularon los limites de deteccion (LOD) estadisticamente (véase
Ecuacion 1). Después, se modificaron estas curvas teniendo en cuenta que el LOD
tiene que ser menor y que 10 veces el LOD debe de ser mayor que la concentracion
minima del rango de calibracion.® Por ultimo, se obtuvieron los limites de

cuantificacion (LOQ), siendo LOQ tres veces LOD.*

LOD =3,3 * 2 (Ecuacion 1)%

m

Donde s, es la desviacion estandar de la regresion, m es la pendiente y 3,3 es (de
acuerdo con la IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry) un coeficiente

que implica una probabilidad de cometer falsos positivos o negativos del 5%.
3.4. Diseno del método basado en HPLC

El método se disend con la colaboraciéon de Ana Isabel Puertas Gonzalez. En primer
lugar, se preparo una disolucion patron de la vitamina de 50 mg/L. A partir de ésta, se
realizé6 una serie de diluciones (con concentraciones comprendidas entre 0,5 ug/Ly 10
mg/L), de tal manera que se tuvieran tres rangos diferentes: uno para concentraciones
bajas, otro para medias y el ultimo para altas. Todas ellas se volvieron a elaborar el

mismo dia de su utilizacion y en todo momento, como disolvente se emple6 agua Milli-
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Q ultrapura. Se tomaron alicuotas de 1,5 mL, se filtraron mediante filtros de acetato de

celulosa con un diametro de poro de 0,20 um y se almacenaron en viales de color

ambar (estos pasos a seguir fueron iguales para la inyecciéon de las muestras y para la

validacion del método). Las condiciones con las que se oper6 fueron las que se

presentan en la lista:

Equipo de HPLC Shimadzu-Prominence (Figura 9).

Detector de fluorescencia Shimadzu-RF 10AXL (Figura 9), con unas longitudes de

onda de excitaciéon y emision de 450y 525 nm respectivamente.
Elucién isocratica.
Flujo de 0,8 mL/min.

Fase movil constituida por acetato soédico 0,083M: metanol (60:40) con un pH de 6,0

ajustado con acido acético glacial.

Fase estacionaria formada por una precolumna Teknokroma TRC-160K1 unida a

una columna analitica EC 250/4,6 Nucleosil 120-5 C18 (Macherey-Nagel).
Tiempo de elucion: 10 minutos.

Para todos los rangos de concentracion se empled una ganancia x4, pero una
sensibilidad diferente. Con el rango bajo se utilizé sensibilidad alta, con el medio,

media; y con el alto, baja.

Figura 9: Equipo de HPLC que se us6 para el analisis, acoplado al detector de fluorescencia

descrito.
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Para generar las curvas de calibracion el volumen inyectado en el cromatografo fue de
20 uL, efectuando una Gnica medida de cada dilucién (se volvié a hacer lo mismo con
las matrices). De los cromatogramas resultantes, se tomaron las intensidades maximas
de los picos expresados en milivoltios (respuesta del detector) y se representaron
frente al contenido de analito. Las tres curvas creadas se ajustaron a una regresion
lineal. El analisis de las regresiones, el calculo de los LOD y LOQ, y las modificaciones de

las rectas se llevaron a cabo como en la espectrofluorimetria.
3.5. Validacion del método basado en HPLC

Se calcularon dos parametros de calidad mas. Por una parte, la precision (mediante la
repetitividad), por otro, la exactitud (por medio de un test de recuperacion). Para cada
curva de calibrado (3 sensibilidades), se tomaron dos concentraciones un tanto

alejadas entre siy que a su vez, se encontraban dentro del rango de calibracion.

Para la repetitividad, se prepararon disoluciones con el contenido de riboflavina
elegido utilizando agua Milli-Q. Para el test, como disolvente se empleé un medio de
cultivo que no contuviera el analito, En este caso se hizo uso del medio CDM. Todas

ellas se obtuvieron de forma similar a las del diserio. Cada una se inyecto tres veces.

Una vez inyectadas, se anotaron los valores registrados por el detector de
fluorescencia e interpolando, se calcularon las concentraciones medias. También se
calcularon las desviaciones estandar y en el caso de la repetitividad, se hizo lo propio
con las desviaciones estandar relativas o coeficientes de variacion porcentuales (RSD),

teniendo en cuenta que:
RSD (%)=100 «> (Ecuacion 2)”
Donde X es la concentraciéon media y s la desviacion estandar.

Luego, en el test, se calculo el porcentaje de la cantidad que era capaz de cuantificar el
método (con respecto a la anadida) dividiendo el producto entre 100 y la

concentracion media por la concentracion adicionada.”'
3.6. Cuantificacion de vitamina B, en las muestras

Se descongelaron los sobrenadantes a temperatura ambiente. Para el analisis, en lo

que al espectrofluorimetro se refiere, se registré un espectro de emision por muestra.

22



T KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

Universidad  Euskal Herriko FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
del Pais Vasco  Unibertsitatea

Se recogieron los valores de las intensidades fluorescentes a 525 nm. Por otra parte, en
cuanto al HPLC, se realizd una inyeccion de cada una y se anotaron los valores
proporcionados por el detector. Para determinar el contenido, se llevaron a cabo
interpolaciones mediante las ecuaciones de las rectas obtenidas. Finalmente, se
compararon graficamente las concentraciones que se consiguieron por ambos

métodos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cribado y toma de muestras

En este trabajo se ha examinado la capacidad de seis cepas de bacterias lacticas de
crecer en medios de cultivo libres de riboflavina, con el fin de analizar la sintesis y
liberacion de esta vitamina al medio. Para ello, se utilizaron tres medios de cultivo
libres de vitamina B,, y se comparo dicho crecimiento en presencia y en ausencia de
dicho compuesto. Se emplearon tres medios, uno de ellos BD Difco (comercial) y los
medios denominados PID y CDM (quimicamente definidos) se prepararon en el

laboratorio.

En la Tabla 5 se proporcionan los valores de densidad 6ptica final obtenidos para los

distintos cultivos que se realizaron.

Tabla 5: Determinacion del crecimiento de las cepas de bacterias lacticas. Absorbancias finales
a 600 nm (media + desviacién estandar) de los cultivos de las BAL empleadas, con n = 2 (siendo

n el nimero de medidas).

Medio de SN6 E11 L1 E51 L8
cultivo
MRS 2,7+0,6 2,89 +£0,03 4,77+0,14 4,24+ 0,05 43+0,2
BD DIFCO + 1,04 + 0,02 2,50+0,08 2,8+0,8 1,9+0,2 4,48 + 0,03
2,37 +0,02 2,62+0,13 3,0+03 1,71 £0,10 4,31 + 0,06
BD DIFCO - 2,40 £ 0,04 0,93 £ 0,05 3,13+ 0,09 0,98 +£ 0,05 1,80 + 0,09
0,086 +0,013¢
PID + 3,1+04 2,572 10,015 3,5+03 2,81+0,03 3,69 £ 0,06
3,6+0,2 2,547 + 0,008 3,54 £ 0,04 2,640 + 0,013 3,86+ 0,08
PID - 3,5+0,2 0,89 £ 0,05 3,40 £ 0,06 0,80 + 0,04 0,506 + 0,015
2,37 +0,08% 1,61 % 0,09¢
3,04 £0,078
CDM + 0,41 +0,10 1,6 £0,5 1,13+0,13 2,0+0,2 2,2+0,2
2,11 +0,09 1,93 +0,05 0,693 + 0,008 2,0+06 2,04+0,10
CDM - 1,78 £ 0,03 1,12 £ 0,10 1,16 £ 0,12 0,95+ 0,02 0,35+0,07
0,040 + 0,002¢

Ay B: quinto y sexto ensayo en ese medio. C: ensayo extra en medios sin riboflavina. Cabe decir
que no se disponen de valores de absorbancia para la cepa SN6 X debido a los inconvenientes
que hubo (pagina 18). Por ello, se decidi6 exclusivamente cuantificar la riboflavina que pudiera

excretar dicha cepa.

El signo positivo que acompana al nombre del medio, hace referencia a que dicho
medio contenia riboflavina con una concentracion de 0,001 g/L. El signo negativo
significa que no tenia. El color rojo oscuro indica que los valores de absorbancia

corresponden al control positivo.
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Los valores de densidad 6ptica obtenidos dan una idea de la capacidad de crecimiento
y desarrollo que tienen las bacterias en los distintos medios. Hay siempre un medio
optimo (nutrientes, pH...) que es el que mejor se ajusta a sus necesidades biologicas y
cuanto mayor es el valor de dicha absorbancia, mayor es en general su crecimiento.
Ademas, al tratarse de bacterias de acido lactico, al realizar la fermentacion provocan

una disminucion del pH del entorno en el que se encuentran.

Existen cepas que no crecen si se inoculan en medios sin riboflavina y muchas veces si
crecen, es porque siguen teniendo en su interior restos de esta vitamina (proveniente
de cultivos anteriores en los que sus respectivos medios si la contenian). Esto implica la
necesidad de llevar a cabo un mayor nimero de pases en medios libres de vitamina B,
(de los que en realidad se hicieron). Relacionado con este hecho cabe decir que,
durante el protocolo, se procedio a lavar las bacterias dos veces con la solucion Ringer,

para asi, intentar evitar dentro de lo posible el arrastre de dicho compuesto.

Generalmente, si las bacterias crecen en un medio sin riboflavina, significa que tienen
en su genoma los cuatro genes rib y que probablemente los expresan sintetizandola.
Lo que ocurre es que muchas veces, la suelen emplear exclusivamente para su propio
desarrollo sin liberarla al exterior.” Dicha liberacion suele depender de muchos
factores, como por ejemplo: las condiciones en las que se encuentren, las mutaciones

que puedan presentar en su ADN...

Teniendo en cuenta, las absorbancias proporcionadas por el espectrofotometro, que

estan mostradas en la Tabla 5, se puede ver que:

e Las cepas SN6 y la L1 crecieron bien tanto con riboflavina como sin riboflavina. Los
resultados de la primera concuerdan con lo que ya se sabe acerca de ella (es
superproductora de la vitamina y tiene el operon rib). En el caso de la segunda, los

resultados obtenidos sugieren que también posee los cuatro genes rib.

e Sin embargo, en el caso de las cepas E11 y E51 los valores de la absorbancia a 600
nm fueron menores en los medios sin riboflavina en comparacion a los obtenidos

con la vitamina, lo que puede implicar que no sean capaces de sintetizarla.

e El crecimiento de la bacteria L8 en ausencia de la vitamina, es notablemente

inferior que en presencia de dicho compuesto, pero aun asi, siguié creciendo
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después del segundo ensayo en PID negativo (-). Estos resultados podrian ser

debidos a la produccion de riboflavina.

e Sin tener en cuenta el MRS rico en nutrientes, en términos generales, el mejor
medio para el cultivo de las bacterias en estudio fue el medio quimicamente

definido denominado PID.

A continuacion, se muestran imagenes tomadas de los tubos de ensayos finales
(Figuras 10, 11 y 12), después del periodo de incubacion. No se disponen de

ilustraciones con referencia a la cepa SN6 X.

Se puede apreciar a simple vista por el color amarillo del medio de cultivo liquido que la
cepa SN6 excreto riboflavina y que por el contrario, la E11 no (Figura 10). En el caso de
las cepas E51 y L1 (Figura 11) no se apreci6 cambio de color en los medios
quimicamente definidos por lo que ninguna de las dos excretd dicha vitamina. En la
Figura 12, tampoco se aprecia liberacion de riboflavina al medio. Sin embargo, se

puede observar que la cepa L8 no crecio de forma significativa en BD Difco nien CDM.

Figura 10: Fotografia de los cultivos de las cepas SN6 (izquierda) y E11 (derecha). El primer
medio empezando desde la izquierda es el comercial BD, seguido por PID y terminando con
CDM.

Figura 11: Fotografia de los cultivos de las cepas E51 (izquierda) y L1 (derecha). El primer medio

empezando desde la izquierda es CDM, seguido por PID y terminando con BD.
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Figura 12: Fotografias de los cultivos de las cepas L1 (imagen de la izquierda, sexto pase en
medio PID) y L8 (derecha, tercer pase). En laimagen de la derecha, el primero comenzando

desde laizquierda es el medio comercial BD, el segundo es PID y el altimo CDM.

4.2. Determinacion de riboflavina por espectrofluorimetria

En este apartado, se detallan la forma de los espectros conseguidos en los calibrados,

las concentraciones de las diluciones empleadas y sus intensidades fluorescentes, asi

como las rectas obtenidas y sus parametros mas relevantes (Figuras 13, 14, 15y 16;

Tablas 6,7,8y9).

400 -
350 - \ — B D
300 - /| \
250 - \ —PID
200 '

150
100
50

CDM

Intensidad (u.a.)

-50
460 500 540 580 620 660 700 740 780

Longitud de onda (nm)

Figura 13: Forma que tienen (para cada medio de cultivo) los espectros de emision (a 600
voltios) de las disoluciones estandar. En este caso, los espectros corresponden a una

concentracion de 2 mg/L.
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Tabla 6: Concentraciones e intensidades fluorescentes del calibrado para el medio BD.

Concentraciéon (mg B,/L) Intensidad a 525 nm (u.a.)*

4,005 355,20
3 291,21
2,01 220,22
1,005 144,55
0,75 138,96
0.45 119,21

*(u.a.) = unidades arbitrarias.

400,00 -
350,00 -
300,00 -
250,00 -
200,00 -
150,00 -
100,00 -
50,00 -

0,00

Intensidad a 525 nm

000 100 200 300 400 5,00

Concentracién(mg/L)

Figura 14: Recta de calibrado para riboflavina en medio BD Difco.

Tabla 7: Concentraciones e intensidades fluorescentes del calibrado para el medio PID.

Concentracion en mg B,/L (Cy;z) Intensidad a 525 nm enu.a. (1)

4,032 652,81
3,024 507,70
2,016 376,05
1,008 210,94
0,756 161,33
0.4536 92,22
0.1512 32,45
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Figura 15: Recta de calibrado para riboflavina en medio PID.

Tabla 8: Concentraciones e intensidades fluorescentes del calibrado para el medio CDM.

Concentracion en mg B,/L (Cys) Intensidad a 525 nm en u.a. (1)

4,002 636,69
3,036 531,75
2,024 376,20
0,736 136,02
0,184 42,90
0,092 23,80
3,00 -
2,50 - /
ED 1,00
0,50 -
. . —0,00 . .
-1,50 -1,00 -0,50 r 0,00 0,50 1,00
Logo(Cris)

Figura 16: Recta de calibrado para la riboflavina en medio CDM.
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Tabla 9: Parametros de las tres rectas obtenidas por espectrofluorimetria. N es el nimero de
pares de datos y R el coeficiente de correlacion de Pearson. m + s, ty,y b * s,ty, son los
intervalos de confianza de la pendiente y la ordenada en el origen respectivamente.?> Donde m
y b son los coeficientes, s,, vy s, las desviaciones estandar y t,, , la t de Student con N-2 grados de

libertad a un nivel de confianza del 95%.

Medio N Rango de mt s, ty, b+ sptys, R? LOD LOQ
concentraciéon (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
BD Difco 6 0,45-4,005 68+5 85110 0,9976 0,2 0,6
PID 7 0,1512-4,032 0911006 229+0,03 09967 0,10 0,30
CDM 6 0,092-4,002 0,88 +0,04 2,28+0,02 09989 0,08 0,24

Tal y como se puede comprobar, en general, la calidad de la regresiones fue muy
buena, con mas de un 99,6 % de la variabilidad de los datos explicada. En los medios PID
y CDM se obtuvo una mayor linealidad representando los logaritmos. El menor limite

de deteccion se consiguio con CDM.

En lo que respecta al medio de cultivo comercial, cabe destacar que presentaba una
interferencia considerable a la misma longitud de onda de analisis (Figura 17), por lo
que se procedid a intentar eliminar dicho efecto de la matriz. Esto ocurria con el que
estaba esterilizado por autoclave, pero no con el que lo estaba por filtracion. Se intent6
optimizar el calibrado empleando la regresion de minimos cuadrados parciales (PLS:

Partial Least Squares Regression)*, haciendo uso del analisis multivariable.

Una vez conseguida la recta alternativa, se compararon ambas entre si, representando
en la misma grafica, la concentracién (de las disoluciones estandar) predicha frente a la
teodrica. Se obtuvieron resultados muy similares. Ademas, se midieron como muestras
independientes, diferentes patrones con concentraciones conocidas, con el objetivo
de comparar el error cometido en la determinacién del contenido de riboflavina. Se
registraron mayores errores con el PLS. Se hizo lo propio con los demas medios, a pesar
de que no presentaran un problema de estas caracteristicas. En este caso, los errores
también fueron mayores con el PLS. Debido a todo esto, se decidié que el calibrado de

BD Difco no era valido para la cuantificacion.
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No obstante, a pesar de todo lo comentado anteriormente, cabe decir que la
calibracion por PLS podria ser una buena alternativa para modelar el medio. Sin
embargo, serian necesarias medidas adicionales que no se llevaron a cabo en este

trabajo.

80
60
40 -
20

0 \
_40 .
460 500 540 580 620 660 700 740 780

1
[
(=]

Intensidad (u.a.)

Longitud de onda (nm)

Figura 17: Espectro de emisidén del medio BD caramelizado sin analito.
4.3. Determinacion de riboflavina por HPLC

Como en el apartado anterior, se presenta toda la informacion relacionada con las
curvas de calibracion. Ademas de esto, se incluye uno de los cromatogramas
registrados junto con el tiempo de retencion del analito (Tablas 10, 11, 12y 13; Figuras

18,19,20y21).

my Max Intensity : 80,855
Petector AEx:450nm Em:S25nm Time 856 Inten. 35.251
75
50
25:
| P
- =
c =
T 1 T I I 1 1 T 1
0.0 1.0 20 30 40 50 6.0 7.0 80 9.0 min

Figura 18: Cromatograma correspondiente a la concentracion de 250 pg/L (Sensibilidad media,
ganancia x4). Se puede apreciar que con el método utilizado el tiempo de retencién para el

analito es de 8,0 minutos aproximadamente.
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Tabla 10: Concentraciones y respuestas del detector del calibrado para la sensibilidad alta.

Concentracion (ug/L) Respuesta del detector (mV)

5 55,890
10 106,833
20 214,932
50 508,879

600,00 -
500,00 -
400,00 -
300,00 -

(mV)

200,00 -
100,00 -

Respuestadel detector

0,00 T T T T T 1
0,00 1000 2000 3000 4000 5000 60,00

Concentracién (pg/L)

Figura 19: Recta de calibrado para la vitamina B, a sensibilidad alta.

Tabla 11: Concentraciones y respuestas del detector del calibrado para la sensibilidad media.

Concentracion (ug/L) Respuesta del detector (mV)

100 26,007
250 80,855
500 166,628
750 234,794
2000 618,960
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Figura 20: Recta de calibrado para la vitamina B, a sensibilidad media.

Tabla 12: Concentraciones y respuestas del detector del calibrado para la sensibilidad baja.

Concentracion (mg/L) Respuesta del detector (mV)

0.5 5237
1 9,949
4 39,597
6 58,348
8 71,870
10 101,027

~ 120,00 -

8

S 10000 -

3

L 8000

§E 60,00 -

£ 4000 -

S

3 2000 -

o

K 0,00

000 200 400 600 800 1000 1200

Concentracién(mg/L)

Figura 21: Recta de calibrado para la vitamina B, a sensibilidad baja.

33



o s KIMIKA ZIENTZIEN FAKULTATEA

Universidad  Euskal Herriko FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
del Pais Vasco  Unibertsitatea

Tabla 13: Parametros de las rectas conseguidas por HPLC.

Sensibilidad N Rango de mz=s,ty, b+ sty R? LOD LOQ
concentracion
Alta 4 5-50 pg/L 10,0+ 0,6 8+16 09996 1.6pug/L 4,8 ug/L
Media 5 100-2000ug/L  0,309+0,015 3+15 09993  76pug/L  228ug/L
Baja 6 0,5-10 mg/L 99+04 013 09990 04mg/L  12mg/L

La calidad de la regresion fue de nuevo muy alta para los tres rangos de
concentraciones con mas de un 99,90 % de la variabilidad de los datos explicada. El
diseno se realizo a tres sensibilidades ya que no todas las bacterias de acido lactico son
capaces de excretar cantidades grandes de riboflavina (son las menos comunes). La
mayoria, en caso de hacerlo, lo hacen en muy pequena cantidad. Por lo tanto, se cre6 el
método teniendo en cuenta esta circunstancia. La mayor linealidad se consigui6 con la
sensibilidad alta, concentraciones bajas. En cuanto a los medios de cultivo, se vio que
tanto el BD esterilizado por autoclave como el esterilizado por filtracion presentaban
una pequena senal de fondo (Figuras 22 y 23). Sin embargo, mas adelante se observo
que se podia eliminar, restandole a las muestras la fluorescencia que presentaba la
matriz. Los medios PID y CDM no presentaron interferencia alguna. Por otra parte, en
cuanto a los picos que aparecen en los cromatogramas indicados, se desconoce a qué

compuestos pertenecen.

Max Intensity ; 186,517
Time 7OE3 Irten. 116572

W
Detector A Ex: 450nm Em: 525nm

[Te]
L)
T

150

100

h
[}

[}

=
(=)

1.0 20 30 4.0 a0 6.0 T g.0 a0 1min

Figura 22: Cromatograma del medio BD Difco sin caramelizar (sefal de fondo a 8,0 minutos de
6,416 mV).
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Figura 23: Cromatograma del medio BD Difco caramelizado (Sefal de fondo a 8,0 minutos de
9,492 mV).

4.3.1.Validacion del método basado en HPLC

Anteriormente, ya se han comentado y evaluado algunos parametros de calidad del
meétodo: la linealidad, la sensibilidad y los limites de deteccion y cuantificacion. Aqui, se
discutiran la precision y la exactitud que se obtuvo para cada rango de

concentraciones (Tablas 14y 15).

Tabla 14: Valores de repetitividad conseguidos para las distintas sensibilidades, expresados
como desviacion estandar relativa (%). La n indica el nimero de veces que se ha inyectado cada

disolucion.

Sensibilidad Concentracion Respuestas del Concentracion media + Repetitividad
detector (mV) desviacion estandar (RSD %, n = 3)

ALTA 10,2 pg/L 164,706 13+2pg/L 15
133,536
128,309
40,8 pg/L 463,847 46,3+0,8 pg/L 1.7
477,190
478,066
MEDIA 208 pg/L 76,723 243 +3pg/L 1.2
78,491
78,549
1040 pg/L 356,855 1167 + 19 ug/L 16
366,969
366,925
BAJA 3,06 mg/L 27,824 2,85+0,03 mg/L 1,0
28,289
28,329
8,16 mg/L 79,295 8,013 +0,017 mg/L 0,2
79,498
79,635
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Tabla 15: Valores de recuperacion (%) de la concentracion anadida al medio CDM sin analito.

Sensibilidad Concentracion Respuestas del Concentracion media + Recuperacién (%), n = 3
detector (mV) desviacion estandar

ALTA 10,2 pg/L 142,988 13,47 £ 0,06 ug/L 132
143,081
144,114
40,8 ug/L 469,450 46,2 +0,3 pg/L 113
472,260
475,965
MEDIA 208 ug/L 69,848 216,50 £ 0,09 pg/L 104
69,860
69,902
1040 pg/L 358,746 1151, 7+1,2pg/L 111
358,562
359,264
BAJA 3,06 ug/L 29,436 2,982 £ 0,009 mg/L 98
29,330
29,505
8,16 yug/L 79,424 7,95+ 0,06 98
78,323
78,930

Sise observan las tablas anteriores, se pueden apreciar ciertas tendencias razonables.**
La imprecision del método aument6 a medida que se disminuyod la concentracion. Con
la recuperacion ocurrié algo parecido, ya que empeord cuando bajé el contenido de

riboflavina (los errores que se cometieron fueron cada vez mayores).

Por otra parte, para saber si los valores de repetitividad y recuperacion eran aceptables,
se adoptaron los criterios de aceptacion que se muestran en la Tabla 16. Se puede ver
claramente que la mayor parte cumplen con dichos criterios. Sin embargo, la
recuperacion de 10,2 pg/L, no podria considerarse como aceptable (en el caso de 1040
pg/L el valor esta practicamente dentro del rango). Su valor se encuentra fuera del
intervalo establecido por una diferencia bastante significativa. Es aqui donde se puede
ver que el método empieza a presentar algunas limitaciones a este nivel de

concentracion.

Tabla 16: Precisiones (repetitividad) y recuperaciones esperadas en funcién del contenido de

analito.?

Concentracién RSD (%) Recuperacion (%)

8,16 mg/L 7.3-11 80-110
3,06 mg/L 7.3-11 80-110
1040 ug/L 7.3-11 80-110
208 ug/L 11-15 80-110
40,8 ug/L 15-21 60-115
10,2 ug/L ~21 60-115
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4.4. Determinacion de riboflavina en las muestras

Una vez obtenidos los calibrados por medio de las dos técnicas y validados los

correspondientes al HPLC, se cuantifico la vitamina B, en las muestras.
4.4.1. Espectrofluorimetria

En los sobrenadantes de los cultivos de las cepas E11, E51, L8 y L1 se pudo confirmar la
ausencia de vitamina B,. Los espectros proporcionados por el espectrofotometro de
fluorescencia utilizado carecian de picos y las intensidades a 525 nm eran o muy bajas
0 negativas. Por lo tanto, no se pudo cuantificar. Con las cepas SN6 y SN6 X ocurrid
justo todo lo contrario (Tabla 17; Figura 24). Para las muestras, cuya matriz fue BD Difco
esterilizado por filtracion, se empledé los calibrados de PID y CDM. La senal
correspondiente al medio PID fermentado por la cepa SN6 fue mayor que la senal
conseguida por la concentracion maxima del rango de calibracion. Por ello, se procedi6
a diluir la muestra a la mitad con agua Milli-Q. La intensidad obtenida en esta situacion
fue de 437,03 unidades arbitrarias. Una vez realizada la interpolacion, se aplicé el factor

de dilucion.

Para calcular las desviaciones estandar de las concentraciones de las muestras (sxo) se
empled la Ecuacion 3. y, hace referencia a la muestra y x, X e y a las disoluciones
estandar de los calibrados. X e y indican valores medios. Los otros dos son valores
individuales. Las y corresponden al logaritmo en base diez de la intensidad
fluorescente y las x, al logaritmo en base diez del contenido de riboflavina. El resto de

términos ya se han especificado previamente.

1
Sxo= =k |14 <+

—\2
. o= 9) — (Ecuacion 3)%

m2s 33 (x;— X)
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Figura 24: Espectros de emision de los medios de cultivo PID y CDM fermentados por la cepa

SN6 y BD Difco por la SN6 X. Todos ellos carentes de materia sedimentable.

Tabla 17: Resultados conseguidos para las muestras de SN6 y SN6 X por espectrofluorimetria.

Cepa Medio de cultivo Intensidad a 525 nm Concentracion (mg/L)
(u.a.)
SN6 PID 771,41 4,89+ 0,07
CDM 27,59 0,11+£0,03
SN6 X BD Difco sin caramelizar 79,81 0,38+ 0,04
(recta de PID)
0,37+0,03
(recta de CDM)
4.4.2. HPLC

Los cromatogramas pertenecientes a las estirpes E11, E51, L1 y L8 no presentaron
ningun pico a 8,0 minutos confirmando de nuevo la ausencia de riboflavina en los
sobrenadantes. Para las cepas SN6 y SN6 X si se obtuvieron picos (Figuras 25, 26, 27y
28).
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Figura 25: Cromatograma del medio BD (caramelizado) fermentado por la cepa SN6 sin materia

sedimentable.
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Figura 26: Cromatograma del medio PID fermentado por la cepa SN6 sin materia sedimentable.
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Figura 27: Cromatograma del medio CDM fermentado por la cepa SN6 sin materia

sedimentable.
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Figura 28: Cromatograma del medio BD (no caramelizado) fermentado por la cepa SN6 X sin

materia sedimentable.

La Tabla 18 recoge los resultados conseguidos en la determinacion cromatografica
para las cepas SN6 y SN6 X. Las respuestas del detector en el caso de BD Difco, es la
resta de la senal de fondo del medio a la senal de la muestra. Para el calculo de las
desviaciones también se utilizo la Ecuacion 3. En esta ocasion, para dicha ecuacion, las

y son larespuesta del detector y las x, la concentracion de vitamina B,.

Tabla 18: Resultados obtenidos para las muestras de SN6 y SN6 X por HPLC junto con la

sensibilidad empleada para la cuantificacion.

Cepa Sensibilidad Medio de cultivo Respuesta del Concentracion
detector (mV) (mg/L)
SNé6 Media BD caramelizado 183,760 0,58 £ 0,02
Baja PID 31,443 3,18+0,14
Alta CDM 246,764 0,0238 + 0,0005
SN6 X Media BD sin caramelizar 52,054 0,16 £ 0,02

En los cromatogramas indicados se puede observar que aparte del pico de la
riboflavina a 8,0 minutos, aparecen otros picos de diversa intensidad a unos tiempos de
retencion inferiores. En el intento de identificacion de dichos picos, se penso en la
posibilidad de que correspondieran a los vitameros de dicha vitamina (FMN y FAD). Por
ello, se inyectd una disolucidon que contenia los tres compuestos, a una sensibilidad

media (Figura 29).
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Figura 29: Cromatograma de la disolucion que contenia riboflavina, FMN y FAD. El primer pico
seria el FAD, el segundo el FMN y el ultimo, el analito de interés de este trabajo. El orden de
elucién se confirmd con el proporcionado por la referencia nidmero 13. Las condiciones
cromatograficas (sobre todo las fases) de dicho articulo son similares a las empleadas en este

trabajo.

Volviendo a las muestras (sobre todo PID y CDM), el pico que aparece a casi 6,0 minutos
(teniendo en cuenta el cromatograma anterior) podria pertenecer al FMN y el pico que
esta entre 4,0 y 5,0 minutos, al FAD. No se pudo identificar el que esta un poco por

debajo de 4,0 minutos.
4.4.3. Comparacion de las concentraciones obtenidas por ambos métodos

Para poder realizar la comparacion de forma grafica, se representaron las
concentraciones obtenidas en las muestras por espectrofluorimetria frente a las

conseguidas mediante HPLC (Tabla 19y Figura 30).

Tabla 19: Comparacion de los contenidos obtenidos por ambas técnicas.

Muestra Contenido por espectrofluorimetria Contenido por HPLC
(mg/L) (mg/L)
SN6 PID 4,89 + 0,07 3,18+0,14
SN6 CDM 0,11 +0,03 0,0238 £ 0,0005
SN6 X BD sin 0,38 + 0,04 0,16 £ 0,03
caramelizar
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Figura 30: Grafica comparativa de las concentraciones por ambas técnicas.

El hecho de que la pendiente de la recta obtenida sea mayor que uno (1,5), implica que
las concentraciones obtenidas a través del espectrofluorimetro son mayores. Esto no
significa que los resultados de una técnica estén mal, sino que el HPLC, es capaz de
discriminar los vitameros FAD y FMN. Los derivados de la riboflavina tienen la misma
longitud de onda de maxima emision (se obtuvieron sus espectros de emision en agua
y presentaban la misma forma que el del analito). Por lo tanto, la espectrofluorimetria
determina la suma de las concentraciones de los tres compuestos, mientras que, el
HPLC, solo determina la vitamina B, como tal. Es decir, el método es selectivo. Casi
todas las muestras que contienen riboflavina son analizables cuantitativamente por
HPLC, excepto la de la cepa SN6 X, ya que la concentracion se encuentra por debajo del

LOQ (228 ug/L). Enrealidad, la riboflavina aqui s6lo seria detectable.

Si se quisiera cuantificar por HPLC el FMN y el FAD en las muestras empleadas, en
primer lugar, se tendrian que evaluar sus coeficientes de absortividad y sus
capacidades de emision, registrando los espectros de absorcion y emision para cada
uno de ellos (incluido el compuesto parental). Las disoluciones empleadas tendrian

que tener las mismas concentraciones, lo mismo con la sensibilidad seleccionada.

Una vez hecho esto, podrian darse dos fenédmenos. El primero, que la capacidad de
emision de los tres sea la misma. En esta situacion, se podria utilizar el método de HPLC
disennado en este trabajo. El segundo, que presenten diferentes. En este ultimo caso,

habria que crear rectas de calibrado independientes para cada compuesto.
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5. CONCLUSIONES

Durante el transcurso del trabajo que se llevd a cabo y teniendo en cuenta todos los
resultados obtenidos, se han podido sacar diferentes conclusiones. En primer lugar,
cabe mencionar que se pudieron cumplir todos los objetivos establecidos desde un
principio. En cuanto al cribado, el mejor medio para el crecimiento y desarrollo de las
bacterias de acido lactico empleadas resulté ser el denominado PID. Ademas, sin la
vitamina B,, las cepas que mejor crecieron en los medios de cultivo utilizados fueron la
SN6 (superproductora) y la L1. Por mediacion de ambas técnicas (espectrofluorimetria
y HPLC), se pudo demostrar la incapacidad de las cepas E11, E51, L1 y L8 para excretar
riboflavina. Este factor implica su no aplicabilidad en la fortificacion de alimentos
fermentados. A lo que a la comparacion se refiere, se pudo ver que el método
cromatografico disenado era selectivo con respecto al analito de interés, ya que
permite eliminar las interferencias provocadas por sus dos vitameros, FMN y FAD.
Finalmente, en la validacion, se pudieron evaluar (aparte de la selectividad) otros
parametros de calidad. Se demostro su linealidad y sensibilidad. Ademas, se determiné
su repetitividad y exactitud, obteniendo valores razonables y aceptables con respecto a

los 6rdenes de magnitud de las concentraciones.
5. CONCLUSIONS

Throughout the course of this research project and taking into account the results, many
different conclusions have been drawn. First of all, it should be noted that all the set goals
were reached. Regarding the screening, PID proved to be the best broth for the
development and growth of the employed lactic acid bacteria. In addition, in the absence
of B, vitamin, SN6 and L1 were the strains which grew best when being inoculated into the
culture media. By means of spectrofluorimetry and HPLC techniques, it was shown that
E11, E51, L1 and L8 strains were not capable of excreting riboflavin. This fact implies that
they cannot be used in order to fortify fermented food. As far as the comparison is
concerned, it could be seen that the chromatographic method was selective with respect
to the analyte, because it allows the chemist to remove the interferences produced by
FMN and FAD. Finally, in relation to the validation process, other Rind of figures of merit
could be assessed apart from selectivity. The method was linear and sensitive.
Furthermore, repeatability and accuracy were calculated, yielding reasonable and

acceptable results according to the concentration levels.
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