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ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y UNIDADES

Grados Celsius

m Micras

Mg Microgramos

1] Micro litros

UFC/ml Unidades formadoras de colonia por mililitro

g Gramos

GRAS Reconaocido generalmente como seguro (Generally Recognized As
Safe) por sus siglas en ingles

h Horas

L Litros

ml Mililitros

pH Potencial de hidrogeno

rpm Revoluciones por minuto

UFC Unidades Formadoras de Colonias (Colony Forming Units)

BAL Bacterias Acido lacticas

MRS Man Rogosa y Sharper

mm Milimetros

AU/ml Unidades de actividad por mi

PBS Solucion salina de fosfatos (Phostate Buffer Saline)

MSB Caldo de Melaza- soya (Molasse-Soya Broth)

MRS* Man Rogosa y Sharper modificado

HelLa Linea celular epitelial de cancer cervico uterino

EHEC E.coli enterohemorragica

ATP Trifosfato de adenosina

FDA Administracion de drogas y alimentos. (Food and Drug Administration )

FAO Organizacion de las naciones unidas para la agricultura y
administracion

WHO Organizacién Mundial de la Salud

FNB Comité de Alimentos y nutricion

Kmax- Velocidad maxima de crecimiento

M Velocidad especifica de crecimiento

Vi



GLOSARIO DE TERMINOS

Aguamiel: Savia del corazén del Agave pulguero. (Agave atrovirens).

Alimentos Funcionales: Alimentos que contienen un componente, nutriente o
no nutriente, con actividad selectiva relacionada con una o varias funciones del

organismo, con un efecto fisiolégico afiadido por encima de su valor nutricional.

Bacterias Acido LActicas: (BAL), bacterias Gram-positivas, anaerobias
aerotolerantes, normalmente no moviles, no formadoras de esporas, catalasa
negativas (algunas cepas presentan una pseudo-catalasa), con morfologia de
coco, coco-bacilo o bacilo, que fermentan carbohidratos para formar

principalmente &cido lactico.

Bacteriocinas: Péptidos o proteinas que presentan una gran variedad de
caracteristicas fisico-quimicas y espectros de accion antimicrobiana reducidos

o amplios frente a bacterias Gram-positivas y Gram negativas.

Colon: Segunda porcion del intestino grueso, comprendida entre el ciego y el
recto. En él se siguen absorbiendo nutrientes y agua de los alimentos que han
sido ingeridos, ademas de que sirve de contenedor para el material de

desecho.

Colonia: Grupo de organismos unicelulares que viven en asociacion, a menudo

derivado de una sola célula.

Cultivo: Crecimiento de microorganismos en un medio de cultivo (solucion
nutriente). Este crecimiento es llevado en el laboratorio bajo condiciones

controladas.

Cultivo axénico 6 puro : Cultivo que contiene una Unica clase de

microorganismo.

Electroforesis: Técnica de separacion y purificacion, utilizada para grupos de
moléculas, basadas en la distancia relativa de migracion en un campo eléctrico,
de acuerdo a las variaciones en el numero y clases de grupos cargados que

tienen las muestras.
Vii



Fase exponencial: O logaritmica. Fase de la curva de crecimiento, durante la
cual la poblacidbn microbiana crece de manera constante, con division y

duplicacibn maxima a intervalos regulares.

Fase lag: Fase inicial en la curva de crecimiento de los microorganismos,
llamada también fase de latencia o adaptacion, en la que no hay reproduccién

celular, pero si aumento de la masa individual.

Fermentacién Homolactica: Fermentacion que se lleva a cabo por la ruta (via
glicolitica o de Embden-Meyerhof-Parnas, en la cual da como resultado casi
exclusivamente acido lactico como el producto final, Produccion de dos

moléculas de ATP a partir de glucosa.

Fermentacion Heterolactica: Esta fermentacion es por medio de la enzima 6-
fosfoogluconato/fosfocetolasa dando como resultado cantidades significativas
de otros productos finales tales como etanol, acetato y CO, ademas del acido
lactico. (Via de las pentosas fosfato): Produccion de una molécula de ATP a

partir de glucosa.

Gram-negativa: Microorganismo que tienen la pared celular mas delgada
debido a que presentan poco peptidoglicano y presenta una membrana externa
con moléculas de lipopolisacaridos, Se tifien de rojo con el colorante safranina.

Ejemplos: E. coli, Salmonella, Shigella, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas.

Gram-positiva: Microorganismo cuya pared consta principalmente de varias
capas de peptidoglicano que retienen el cristal violeta utilizado en la tincion de
Gram, y esta ligado de manera covalente a redes de acidos teicodicos
(polimeros de glicerol solubles en agua). Se tifie de color morado debido a la
presencia del complejo cristal violeta-lugol. Ejemplos: Staphylococcus,

Streptoccoccus, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium.Lactobacillus.

Hospedero: Organismo que provee de nutrientes y/o albergue a otro

organismo en diversas asociaciones bioldgicas.

Infeccion: Colonizacién y desarrollo de microorganismos en el huésped. Puede

0 no dar lugar a una enfermedad manifiesta.
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Intolerancia a la lactosa: Inhabilidad para digerir lactosa, un componente de la

leche.

Lactobacillus: Bacilos microaerofilos, Gram-positivos y catalasa negativos,
estos organismos forman &cido lactico como producto principal de la
fermentacion de los azlcares, los miembros del género Lactobacillus son

ubicuos anaerdbicos, y no formadores de esporas incluye mas de 25 especies.

Lactosa: El azucar encontrado en la leche. El cuerpo usa la enzima lactasa

para desdoblar la lactosa en galactosa y glucosa.

Medio diferencial : medio que permite revelar caracteristicas fisiologicas de los
microorganismos. Estos medios son disefiados para grupos microbianos
especiales y ellos pueden tener aplicaciones extensas en el aislamiento y la
identificacion. Ellos pueden permitir en un simple paso, la identificacion

preliminar de un género y aun de una especie.

Medio selectivo: Medios de cultivo que contienen sustancias inhibitorias o
factores Unicos de crecimiento para un organismo o un grupo de ellos. Permiten

seleccionar a los organismos.

Medio enriquecido o medio complejo (indefinido): medios que contienen
nutrientes de composicion quimica no establecida. Son mezclas complejas y
poco definidas de nutrientes. Contienen extractos animales, vegetales e
hidrolizados de proteinas. Contienen materiales complejos de origen biolégico
tales como la sangre, la leche, el extracto de levadura o el extracto de carne,

Se utilizan cuando se necesita obtener una amplia gama de microorganismos.

Microbiota: Mezcla compleja de bacterias que colonizan un area determinada
en el huésped como el tracto gastrointestinal, y genito-urinario, que no ha sido

afectado por intervenciones meédicas, experimentales o por enfermedades.

Patogeno: Cualquier microorganismo capaz de producir una enfermedad
infecciosa. Incluye a los virus, bacterias, hongos y protozoarios. La capacidad

de un patégeno para producir una enfermedad se conoce como patogenicidad.



Patdgeno oportunista : Microorganismo que, en circunstancias habituales, no
causa dafo, pero que en ciertas condiciones produce enfermedad (ejemplo: en

condiciones que producen inmunodepresion).

Potencial redox: Capacidad de las moléculas para aceptar o donar electrones,
es decir, sus caracteristicas oxidantes o reductoras. Uno de los factores que
intervienen en el potencial redox, aunque no el Gnico, es la concentracion de

oxigeno molecular.

Prebidtico:  Ingredientes no digeribles de los alimentos que afectan
beneficiosamente al huésped por una estimulacion selectiva del crecimiento y/o

actividad de una o un limitado grupo de bacterias en el colon.

Probidtico:  Microorganismos viables en suficiente numero, los cuales
restablecen la microbiota (por implantacibn o colonizacion) en un
compartimiento del huésped provocando efectos beneficiosos sobre la salud del

mismo.

Simbidtico: EIl término simbiotico es usado en el area de alimentos para
referirse aquellos productos que contienen elementos probidticos y
prebidticos. La palabra alude al sinergismo, este término deberia reservarse
para productos en los cuales los componentes prebibticos selectivamente

favorecen a los componentes probioticos.

Tincién de Gram: Técnica de tincion diferencial que divide a grandes grupos
bacterianos en Gram positivos 0 Gram negativos de acuerdo a su habilidad
para retener el cristal violeta cuando son decolorados con un solvente organico,

como el etanol.

Unidades de actividad de bacteriocina (UA): Reciproco de la dilucién que
muestra la inhibicibn mas alta de la cepa indicadora que es expresada en

unidades de actividad por ml (AU ml-1).

Unidad formadora de colonia (UFC) : Célula bacteriana viva y aislada que en
las condiciones adecuadas da lugar a la produccion de una colonia de
bacterias.



RESUMEN

En los dltimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes avances que se
han reflejado en muchas de sus aplicaciones industriales, sobre todo en la industria
alimentaria. Es en este campo, donde la produccién de alimentos funcionales y los
probidticos ha tenido un gran auge, debido a su contribucion al bienestar en el
consumidor. El género microbiano mas estudiado por su potencial probiético es
Lactobacillus, el cual ha sido aislado de diversos hébitats. El objetivo del presente
trabajo, fue evaluar el potencial probiotico de un cultivo con potencial probiotico de
cepas de Lactobacillus para paracasei (8, 10, 17, 22) aisladas de aguamiel con
tres medios de cultivo formulados segun los requerimientos nutricionales para
Lactobacilos: 1) medio MRS convencional (Oxoid), 2) medio MRS* modificado
(MRS *) (suplementado con cobalamina), y 3) medio MSB (Medio suplementado
con soya y melaza). Se determinaron los parametros: viabilidad, biomasa,
antagonismo tanto del paquete celular como del sobrenadante, adherencia a
células Hela. Finalmente se realiz6 una cinética de crecimiento en el cultivo
seleccionado, que presento mejores propiedades, y se confirmaron las
caracteristicas probidticas y produccion de &cido lactico. El medio MSB favorecio el
recuento celular y biomasa de las cepas, en especial el de la cepa 22. El
sobrenadante y el cultivo de la cepa 22, crecida en medio MSB presentaron
evidencia de actividad antimicrobiana expresada por halos de inhibicién (> 5 mm)
del crecimiento de los patégenos EHEC (0157:H7) y Salmonella serotipo Typhi, en
contraste con el sobrenadante obtenido del medio MRS* que solo presento
actividad contra Salmonella. Las cepas crecidas en medio MSB presentaron un
patrén de adherencia agregativa mas definida sobre células HelLa. La cinética de
crecimiento con la cepa 22 en el medio MSB, mostré un recuento maximo de 4.95
x 10° UFC/ml y una biomasa de 8.7 g/L a las 24 h, La U ma de la cepa fue de 0.30
h™ en ambas condiciones de aireacién, alcanzandose a las 8 h de incubacién. Los
valores méximos de &cido lactico que fueron alcanzados a las 68 h de incubacion
corresponden a 7.47 g/L, en condiciones de agitacion y 7.02 g/L en estético. El
costo del medio de cultivo MSB es 53,5% menor al del medio MRS convencional
(Oxoid), resultando econdmicamente mas rentable la utilizacion del medio MSB
para la produccion de cultivos probiéticos con aplicacién en la industria de los

alimentos.
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ABSTRACT

In the last years, the biotechnology has experienced great advances that have
been reflected in many of their industrial applications, especially in the food
industry. It is in this field, where the production of functional food and the
probiotics has had a great summit, due to their contribution to the well-being in
the consumer. The microbial genus most studied due the probiotic potential is
Lactobacillus, which has been isolated of diverse habitats. The aim of this study
was to evaluate the potential probiotic from strains of Lactobacillus para
paracasei (8, 10, 17, 22) isolated of aguamiel. Three media were evaluated
formulated according to the nutritional requirements of the Lactobacilos: 1)
conventional MRS (Oxoid), 2) modified MRS* (MRS*), (suplemented with
cobalamin), and 3) MSB (suplemented with soy bean and molasses). The
parameters determined were: viability, biomass, antagonism of the cellular
package and of supernatant, adherence to HelLa cells. Finally growth kinetic
was realized selected culture, probiotic characteristics and production of lactic
acid were confirmed. The MSB media, promoted cell growth and biomass of the
strains, especially of the strain 22. The supernatant and bacterial cells of strain
22, grown in MSB medium presented evidence of antimicrobial activity
expressed by inhibition halos (> 5 mm) the pathogenic EHEC (O157:H7) and
Salmonella serotipo Typhi growth , in contrast with supernatant obtained of
MRS* medium, that only presented activity against Salmonella. The strains
grown well defined MSB showed an aggregative adherence phenotype to HeLa
cells. The growth kinetic carried out with the strain 22 in the media MSB, the
strain showed at 12h of growth a maxima cellular viability of 4.95 x 10° UFC/m
and a biomass of 8.7 g/L. The pmax. of the strain was of 0.30 h™ under both
aeration conditions, being reached at 8h. of incubation. The maximum values of
lactic acid were reached at 68 h of incubation correspond to 7.47 g/L, in
conditions of agitation and 7.02 g/L in statically. The cost of the medium of
culture MSB is 53,5% minor to that of the conventional MRS (Oxoid),
Therefore it demonstrated to be economically more profitable the utilization of
this medium for the production of cultures probidtics with application in the
industry of the food.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos funcionales, definidos como aquellos que, ademas de satisfacer
las necesidades nutricionales basicas, proporcionan beneficios para la salud,
estan irrumpiendo con fuerza en los mercados internacionales, dado el interés

creciente de los consumidores hacia la promocion de la salud.

Generalmente, los alimentos funcionales son considerados como aquellos
alimentos provistos de componentes bioldégicamente activos y que pueden ser
incluidos como parte de una dieta normal. Dentro de la gran gama de
componentes bioativos encontramos a los probidticos, los cuales son definidos
segun la Organizacion para la Agricultura y Nutricion y la Organizaciéon Mundial
de la Salud (FAO/WHO 2001) como:"Microorganismos vivos, los cuales al ser
administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud en el
huésped” (Anal y Singh, 2007).

Los microorganismos probidticos en humanos incluyen levaduras, y bacterias
acido lacticas (BAL) principalmente de los géneros como: Enterecoccus,
Bifidobacterium, Streptococcus Lactococcus, Saccharomyces boulardii, y
Lactobacillus (Isolauri y cols., 2002; Axelsson, 2004; Lépez-Brea y Domingo,
2007).

El género Lactobacillus ha sido utilizado para el tratamiento y prevencion de
desordenes intestinales tanto en animales como en humanos desde hace
cientos de afios (Salminen y cols., 2004), los Lactobacilos, pueden ser aislados
de diversos alimentos y bebidas fermentadas, tanto el aguamiel como el pulque
han sido reconocidos como bebidas saludables por siglos. Sin embargo no
existe un producto que en la actualidad utilice, con tecnologia microbiana,
cultivos derivados del aguamiel o del pulque con fines comerciales.

Por otro lado se conoce que los Lactobacilos, tienen requerimientos
nutricionales que impactan fuertemente en el costo del medio de cultivo, estos
requerimientos pueden ser proporcionados por medios comerciales como el
MRS (Man Rogosa Sharpe), sin embargo estos medios resultan costosos
debido a que, sus componentes como la glucosa, peptonas, y fosfatos, que

aumentan considerablemente el costo. Como alternativa diversos autores
1



reportan el uso de subproductos industriales como componentes para la
formulacién de medios de cultivo para Lactobacilus, entre los que encontramos,
el suero de queso, jarabe de maiz, melaza, soya hidrolizada, etc, que pueden
ser fuentes de carbono y nitrégeno econdmicas para el crecimiento de diversos
microorganismos, incluyendo cepas probidticas (Ademas de que favorecen la
produccion de sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas) (Leroy y
Vuyst, 2001; Guerra y cols., 2001; Hofvendahl y Hahn-Hagerdal., 2000; Oh y
cols., 2005; Wee y cols., 2004; Hassan y cols., 2006; Castro y cols., 2008;
Fiorentini y cols., 2001). Este hecho, resulta de gran interés para considerar a
estos subproductos industriales como componentes en el medio para la

produccion de cultivos probidticos.

Se han realizado varios estudios sobre el efecto de los componentes de los
medios de cultivo sobre la capacidad antagonica de cepas de Lactobacillus
contra patégenos como Helicobacter pylori, Clostridium difficile, Campylobacter
jejuni, y E.coli, asi también se han estudiado los mecanismos de accion por los
cuales los Lactobacillus ejercen sus beneficios: la produccién de la enzima
lactasa, resistencia a pH bajos y sales biliares, la produccién de sustancias
antimicrobianas (bacteriocinas), la capacidad de adherencia, la estimulacion del
sistema inmune, (Schrezenmeir y Vrese, 2001; Nowroozi y cols., 2004; Vicente
y cols., 2007).

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad probidtica de
cepas autéctonas de Lactobacillus aisladas de aguamiel en medios con
componentes de bajo costo, para la posible aplicacion en la alimentacion

humana y animal.



2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos Funcionales

El término “Alimento Funcional”, se acufio inicialmente en Japdén en la década
de los 80’s, donde se desarroll6 el concepto de FOSHU, para referirse aquellos
alimentos que tienen efectos benéficos a la salud (Stanton y cols., 2001). El
término “Alimento Funcional”’, segun el Comité de Alimentos y Nutricion (FNB)
de la Academia Nacional de Ciencias, es definido como aquel alimento, que
abarca a productos saludables, incluyendo a cualquier alimento modificado o
ingrediente de un alimento que provee un beneficio a la salud mas alla de los

nutrientes tradicionales que contiene (Milner, 2000).

Dentro de la concepcién europea, un alimento funcional debe ser, en todo
momento un alimento; es decir, es necesario que ejerza su efecto benéfico
consumido como alimento, dentro de una dieta convencional y en la cantidad en
gue habitualmente es ingerido. Esta perspectiva no incluye por tanto, a los
denominados nutracéuticos (Silveira y cols., 2003). Los Alimentos Funcionales

comprenden:

» Alimentos convencionales que naturalmente cuentan con sustancias
bioactivas. Siendo la fibra dietética la mas comun.

» Alimentos enriquecidos con sustancias bioactivas: Antioxidantes,
probioticos, prebioticos, fibra soluble, omega 3, grasas poli-insaturadas,
acido linoleico, vitaminas, minerales, algunas proteinas, péptidos,

aminoacidos, fosfolipidos, entre otros (Grajek y cols., 2005).

Estudios clinicos realizados en diferentes ciudades han demostrado un gran
numero de efectos positivos a la salud relacionadas con el consumo de
alimentos funcionales, tales como: reduccién de céancer, estimulacion del
sistema inmune, disminucién de sintomas menopausicos, mantenimiento de la
salud del tracto gastrointestinal y urinario, efectos anti-inflamatorios, reduccién
de la presion arterial, reduccion de osteoporosis y efectos antiobesidad (Grajek
y cols., 2005; Pereira y cols., 2002; Oxman y cols., 2001; De Roos y Katan,
2000; Pereira y cols., 2003). En la Tabla 1 se presenta un resumen de los

objetivos que se persiguen al consumir alimentos funcionales.



Tabla 1. Efectos y beneficios esperados de los Alimentos Funcionales

Desarrollo fetal y en los primeros afios de vida
» Crecimiento
» Desarrollo ( Sistema Nervioso Central; otros sistemas
e yoérganos)
» Diferenciacion

Aparato Digestivo
* Modificacion y equilibrio de la microbiota col6nica.
e Inmunidad
e Incremento de la biodisponibilidad de nutrientes
» Mejora del transito/motilidad
» Proliferacion celular
* Fermentacion de sustratos

Aparato Cardiovascular
* Homeostasis de lipoproteina
» Integridad endotelial
e Antitrombogénesis

Metabolismo de macronutrientes
» Mejora de la resistencia a la insulina
* Rendimiento 6ptimo de actividad fisica
e Mantenimiento de peso
» Composicién corporal (grasa)

Metabolismo xenobibtico

Esfera psiquica
e Cognicién
» Estado de animo
* Nivel de estrés emocional

Tomado: Silveira y cols., 2003.

Estos efectos benéficos de ser confirmados, deberan mencionarse en la
etiqueta de los productos alimenticios, para su promocion en el mercado. En la
actualidad, la biotecnologia juega un papel clave en la industria de los alimentos
funcionales, hasta ahora, se ha dado una alta prioridad a la produccion de los
probidticos, prebidticos, antioxidantes, vitaminas y calcio. Los productos que
contienen microorganismos probidticos son los que mejor representan este
grupo de alimentos. Se han realizado intensas investigaciones y esfuerzos en la
manera de desarrollar productos, principalmente lacteos, que contengan
microorganismos probidticos (Toma y Pokrotnieks, 2006; Roberfroid, 2000).



2.2 Probioticos
El término probidtico deriva del lenguaje griego que significa “para la vida”, fue

usado por primera vez en el afio 1965 por Lilly y Stillwell, para describir a
aquellas sustancias secretadas por un microorganismo que estimulan el
crecimiento de otras, en contraposicion al término antibiético (Schrezenmeir y
Vrese, 2001). La definicion hecha por Havenaar y Huis In't Veld se considera la
mas acertada para el término probiotico : “preparacion o producto que contiene
microorganismos viables en suficiente numero, los cuales restablecen la
microbiota (por implantacion o colonizacion) en un compartimiento del huésped
provocando efectos benéficos sobre la salud del mismo” (Schrezenmeir y
Vrese, 2001). Esta definicion, hace hincapié en la presencia de
microorganismos viables (ya sea como células liofilizadas o en productos
frescos o fermentados), en numero suficiente para provocar los efectos
benéficos sobre la salud, a través de una restablecimiento de la microbiota
endodgena por colonizacion del intestino (Schrezenmeir y Vrese, 2001; Scott,
2001; Oyetayo, 2005).

Los probidticos se instalan en la mucosa intestinal y ahi producen las
sustancias inhibitorias que combaten la accidon de bacterias toxigénicas, por lo
tanto ésta poblacion microbiana, representa un potencial metabdlico
importante que no solo mantiene los procesos de digestion sino que también
actia sobre los procesos de destoxificacion, llevados a cabo en el intestino,
ademas de la estimulacion del sistema inmunolégico (Holzapfel, 2006;
Mountzouris y cols., 2007; Hosada y cols., 1996; Gratz y cols., 2007; EIl-Nezami
y cols., 2000; Oatley y cols., 2000). Las actividades metabdlicas benéficas de
las bacterias intestinales incluyen también la sintesis de vitaminas B y K, la
produccion de acidos grasos de cadena corta, los cuales sirven como fuentes
de energia para los tejidos del huésped, asi como, la conversion de
carcindgenos presentes en la dieta a compuestos inactivos (Schmid y cols.,
2006).

2.2.1 Propiedades de los Probioticos
Para alcanzar el estatus de probidtico, el microorganismo debe cumplir un

namero de criterios relacionados a la seguridad, efectos funcionales, y

propiedades tecnoldgicas (Oyetayo, 2005).



2.2.2 Bioseguridad:
Los cultivos probidticos disponibles en el mercado deben contar con estudios

clinicos donde han sido cuidadosamente evaluados respecto a su inocuidad, los
probidticos no deben producir sustancias toxicas, ni metabolitos que puedan
dafar al organismo huésped, es decir deberian ser reconocidos generalmente
como seguros (microorganismos GRAS por sus siglas en ingles) (Kosin y
Rakshit, 2006; Oyetayo, 2005). En la Tabla 2 se presentan los principales
microorganismos probidticos y su estatus de seguridad potencial.

Tabla 2. Microorganismos probi6ticos y su estatus de seguridad.

Organismo Infeccién potencial

Lactobacillus No patégenos

Lactococcus No patogénos

Streptococcus Oportunistas, solo S. thermophilus es usado en productos lacteos

Enterocococcus Oportunistas, solo algunas cepas tienen resistencia a antibiéticos.

Bacillus Solo B. subtilis, es reportado en uso probidtico.

Bifidobacterium Principalmente no patégenos, algunas cepas son aisladas a partir
de infeccion humana.

Propionibacterium Candidato potencial para probio6ticos.

Saccharomyces No patégeno, algunas cepas son aisladas de infecciones humanas.

Tomado: Chukeatirote, 2003.

2.2.3 Resistencia a los acidos y sales biliares.
Cuando se evalua el potencial de los probidticos, es necesario considerar su

habilidad para resistir los efectos de los acidos y sales biliares. El
microorganismo probidtico debe sobrevivir al transito a través del estémago
para poder colonizar el intestino y llevar a cabo su funcién probidtica. Se han
realizado experimentos preliminares para determinar el grado de resistencia a
los acidos vy sales biliares mostradas por varias cepas de Lactobacillus y
Bifidobacterium, aisladas a partir de ileum humano. La sobrevivencia de las
cepas bacterianas a los acidos y sales biliares es inicialmente evaluada por la
adicién de 1x10° UFC/ml de Lactobacilos en medio MRS seguido de la adicion
de cloruro de hidrégeno con valores de pH entre 2.0 y 3.4., ademas de la
adicion de bilis humana, bobina o porcina a concentraciones entre el 0.3% y
7,5% bajo condiciones anaerébicas observandose el crecimiento de cepas de
Lactobacillus después de 24-48 horas (Dunne y cols., 2001; Cotter y Hill, 2003;
Chang y cols., 2001; White y cols., 2006).



2.2.4 Capacidad antimicrobiana de cepas probioticas
En los ultimos afios en diversas investigaciones se ha demostrado el efecto

antagonico que poseen varias especies probioticas sobre microorganismos
deterioradores de alimentos, asi como, de patdégenos intestinales (Calderén y
cols., 2007; Kabiry cols., 1997; Aiba y cols., 1998; Coconnier y cols., 1998). La
produccion de compuestos antimicrobianos es una caracteristica de la mayoria
de las bacterias. Una gran variedad de sistemas de defensas microbiana son
producidas, incluyendo antibidticos clasicos de amplio espectro, subproductos
metabdlicos tales como, &cidos organicos, agentes liticos tales como, la
lisozima y varios tipos de exotoxinas (Motta y cols., 2004).

En varios estudios, se ha reportado que los probidticos incluyendo los géneros
de Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, y Enterococcus entre otros, y pueden
inhibir el crecimiento de un amplio nUmero de bacterias patdgenas causantes
de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS), como Bacillus cereus,
Escherichia coli, Salmonella, Shigella. Staphylococcus, y Listeria
monocytogenes (por diferentes mecanismos como la produccién de sustancias
inhibitorias como el perdxido de hidrégeno, acido lactico y bacteriocinas (Onda 'y
cols., 2002; Maldonado y cols., 2005; Rojo y cols., 2007; Powell y cols., 2007;
Oyetayo, 2005; Ogawa Yy cols., 2005; Chang y cols., 2001; Piyawan y cols.,
2006; Meng-Tsung y cols., 2006).

2.2.5 Actividad B-Galactosidasa
Los probidticos son excelentes asimiladores de lactosa debido a produccién de

de enzimas como la de B-Galactosidasa o fosfo-B-Galactosidasa. ElI hecho
resulta significativo en los sujetos que presentan intolerancia hacia la lactosa,
porque la, Beta-galactosidasa producida por los probioticos parece estimular la
produccion de la lactasa; en consecuencia, se obtiene una mayor tolerancia a la
lactosa ya que la enzima determina la hidrdlisis de glucosa y de galactosa
(Ibrahim y O Sullivan, 2000).

2.2.6 Adherencia a las células intestinales y colon  izacion del intestino
Los cultivos de tejidos celulares se han desarrollado desde los ultimos afios del

siglo XX, con el objetivo de reproducir las condiciones in vivo que permitan el
crecimiento de las células, manteniendo al maximo sus propiedades

fisiologicas, bioquimicas y genéticas. Los cultivos celulares permiten evaluar
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diferentes topicos o mecanismos, tales como la actividad intracelular,
interacciones celulares y la adherencia (Fresney, 1990).

La importancia de la adhesion a células epiteliales del intestino para el
establecimiento de microorganismos probidticos en el ecosistema del tracto
gastrointestinal, ha sido demostrada en estudios clinicos (Alander y cols., 1997;
Ogawa y cols., 2005). La adhesion a la mucosa intestinal es importante para la
modulacién de la repuesta inmune del huésped y la exclusion de patdégenos
tales como, Helycobacter pilori, Salmonella sp, Listeria sp, E. coli, y Clostridium
sp. La adherencia de Lactobacillus rhamnosus al tracto gastrointestinal de nifios
y adultos, ha sido estudiada (Goldin y cols., 1992; Gopal y cols., 2001; Ingrassia
y cols., 2005). Ademas se han realizado estudios in vitro, sobre la inhibicion de
la adherencia de patdogenos como E. coli, Salmonella typhimurium vy
Enterococcus faecalis, por bacterias acido lacticas. (Todokiri y cols., 2001).
Existen diversas lineas celulares con las que se puede trabajar segun el tipo de
estudio que se quiera realizar, para estudios de adherencia celular de
probidticos, las lineas mas utilizadas son la Caco-2, HEp-2 y Hela, aisladas a
partir de tumores primarios de colon de humano, laringe humana y cancer
cervico uterino, respectivamente, cultivadas en medio minimo esencial de Eagle
(MEM), éstas lineas expresan caracteristicas morfologicas y fisiologicas de
enterocitos normales humanos. Estas lineas han sido estudiadas para elucidar
los mecanismos involucrados en la adhesion y colonizacién del intestino (Dunne
y cols., 2001; Henriksson y cols., 1999; Cotter y Hill., 2003; Oyetayo, 2005;
Chang y cols., 2001). Los ensayos de adhesion se llevan a cabo para evaluar la
adherencia de microorganismos, mecanismos de colonizacion y reconocimiento
de receptores celulares, lo cuél puede ser evaluado por microscopia utilizando
la coloracién de Giemsa (Kumura y cols., 2004). De esta manera, se pueden
evidenciar diferentes patrones de adherencia: localizada, agregativa o difusa, y
para fines de este estudio resulta Gtil ya que permite observar la adherencia de
los microorganismos probioticos.

Durante la preseleccién de cepas probiéticas se deberia evaluar la adhesién al
epitelio intestinal y la habilidad para colonizar el tracto gastrointestinal. La
importancia de estas pruebas es debido al hecho de que muchos probidticos no
colonizan al huésped, por lo tanto, la adherencia es un factor clave que se

refiere a la colonizacion de algunos sitios especificos y la sobrevivencia de
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microorganismos en diferentes habitats que depende de su habilidad para
adherirse a varias superficies o capas.

En la figura 1, se observan los posibles mecanismos de acciéon de los
probidticos en la inactivacion del patégeno H. pylori, existen un numero de
posibles hipotesis de estudios in vitro de respuestas en células epiteliales o
respuesta inmune a los probidticos, Los probioticos interfieren potencialmente
con H. pylory para la produccion de sustancias antimicrobianas (1), induciendo
agregacion (2) y compitiendo con los sitios del huésped-adherencia- célula (3).
Se modulan respuestas inflamatorias (4) y se consolida la barrera de la mucosa
(5). Modulacién diferencial de la produccién de sustancias antimicrobianas. (6).

Produccion de la inmunoglubina A (Garcia y cols., 2007; Sgouras y cols., 2004).

Feitee

n\‘:)aoo g

Lumen

Lameng propria

Figura 1. Posibles mecanismos de accion de probioticos contra Helicobacter pilory
Tomado: Garcia y cols., 2007.

2.2.7 Estimulacion del sistema inmune

Se han realizado muchos estudios en humanos para investigar los efectos de
cultivos probioticos sobre el sistema inmune. Estos estudios revelan que las
bacterias probidticas son capaces de aumentar tanto la inmunidad innata como
la adquirida, por el aumento de la actividad de células y fagocitosis, cambiando
perfiles de citocinas, e incrementando los niveles de inmunoglobulinas (Wold,
2001). Se han desarrollado dos cepas probidticos con un enfoque particular
sobre su efecto sobre la respuesta inmune: HOWARU ™ Bifido (Bifidobacterium
lactis HN019) y HOWARU ™ Rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus HN0O1),

ambas cepas han demostrado en varios estudios el incremento natural de la
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funcién inmune en personas saludables (Arunachalam, 2000; Oyetayo, 2005;
Brink y cols., 2003; Reid, 1999).

2.2.8 Viabilidad de organismos probioticos.
La viabilidad y estabilidad, son caracteristicas que se desean mantener en los

probidticos durante los procesos de manufactura y vida de anaquel de los
alimentos, para asegurar que se encuentren en dosis suficientes y de esta
manera asegurar que al ser consumidos, se mantengan vivos a través del tracto
gastrointestinal y puedan colonizar el intestino delgado y por consecuencia
puedan mantener su funcion bioldgica sobre el huésped (Riordan y cols., 2001,
Sandholm y cols., 2002; Gouesbet y cols., 2002; Galdeano y Perdigon, 2004;
Zarate y Macias, 2006). La federacion internacional de lacteos ha recomendado
gue las bacterias deben ser activas, y estar presentes en el producto alimenticio
en un nimero de al menos 10’ UFC/g hasta la expiracion del producto (Kim y
cols., 2008). Las tecnologias que pueden proteger la viabilidad de probiéticos
durante la manufactura, almacenamiento y transito gastrointestinal son
altamente deseadas, (Figura 2), numerosas estrategias de microencapsulacion
han sido estudiadas para proteger a las bacterias probidticas del estrés
ambiental, debido a la presencia de oxigeno, calor y otros factores ambientales
durante la formulacion y almacenamiento, ademas de la proteccion contra pH

bajo, y proteasas durante el transito gastrointestinal (Crittenden y cols., 2006).

. s Proceso . Tracto
Fermentacion Almacenamiento,
Dowstream Gastrointestinal

» Condiciones acidas en

»Composicién del PEstrésmecanico »Acidezpor el alimento :

Medio de PTemperatura extrema PEstrésde Oxigeno el ESFO!T‘agO o
crecimiento congelamiento, »Competicidn con otros »Actividad emmatma
»Subproductos WPEstrésde Oxigeno organismos en el >C°_'"P°5if ion del
Toxicos »Deshidratacion producto a.ml:-leme

{acidos orgéanicos, celular »Temperatura (acidos felrn‘w ental‘Jl'es}
Perdxidos). »Contenido de »Salesy acidos biliares
»Oxigeno disuelto humedad en elintestino delgado

»Masa celular final

Figura 2. Factores principales que afectan la viabilidad de probiéticos desde la produccion
hasta el tracto gastrointestinal. Tomado: Lacroix y Yildirim, 2007.
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Como se menciono en el apartado anterior hay numerosos estudios que
intentan definir los parametros necesarios para caracterizar un candidato como
potencial probiotico, sin embargo en la figura 3 se muestra un consenso general

de las propiedades deseables de los probidticos (McFarland y Elmer 2006).

HUESPED
Resistencia a la amilasa
Estimulacion de |a respuesta inmune - > L5
SNy
t-’;: .."_.{
;/ "l\
Resistencia a los acidos ~
s
- i3 (S, o I8
Tolerancia a los acidos biliares [)s ‘]
() v
Produccion de sustancias antimicrobianas ‘1\ 1
Bacteriocinas, proteasas, peroxido de hidrogeno ,.i-f_tf
v

Figura 3. Caracteristicas de un probiético.
Tomado: McFarland y Elmer., 2006

2.3 Efectos benéficos de los probidticos
Los probioticos tradicionalmente han sido utilizados en el tratamiento y

prevencion de varias enfermedades, en particular especies de Lactobacilos y
Bifidobacterias se encuentran entre las mas utilizados y estudiados. Se han
realizado estudios clinicos sobre el efecto de los probiéticos sobre la salud del
consumidor (Riordan y cols., 2001; Reid, 1999; Saavedra y cols., 1994;
Szajewska y cols., 2001; Lopez-Brea y Domingo, 2007; Perdone y cols., 1999;
Guandalini y cols., 2000; Braat y cols., 2004; Marteau y cols., 2001;
Bezkorovainy, 2001; Oozeer y cols., 2006), a continuacion se describen

reportes de estos estudios condensados en la tabla 3:
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Tabla 3. Efectos y beneficios reportados de los probidticos.

Desorden Sujeto Probioticos Efecto Referencias
Diarrea infantil | Humano Lactobacillus GG, | Reduce la duracion Guandalini y cols.,
Lactobacillus de la diarrea 2000; Braat y cols.,
reuteri. Interfiere con el ciclo 2004; Humen 'y
Lactobacillus celular de Giardia cols., 2005
johnsonii intestinalis
Diarrea Humano Lactobacillus GG | prevencion de diarrea | Lopez —Brea 'y
asociada a B.breve por rotavirus Domingo, 2007;
antibioticos B. longum Reduce la incidencia | Coconnier y cols.,
a la diarrea 1997,
Colitis por Humano Lactobacillus GG | Reduce incidencia a Hilton y cols., 1997;
Clostridium Lactobacillus GG | la diarrea. Huebnery
difficile. Surawics, 2006;
Marteau y cols.,
2001;Bezkorovainy,
2001
Diarrea del Humano L.acidophilus + Disminuye la Canducci y cols.,
viajero B.bifidum incidencia de la 2000; Felley y
diarrea cols., 2001
Exclusién de Ratén L. casei Shirota Incrementa la Canducci y cols.,
patégenos Conejo Lactobacillus resistencia a 2000; Felley y
originados por | Humano casei infecciones letales cols., 2001 Ogawa
alimentos Bifidobacterium con Salmonella, E. y cols., 2001; Shu y
lactis coliy L. cols., 2000;
monocitogenes. Marteau y cols.,
2001
Alergia a los Humanos | Lactobacillus GG | Modula la respuesta Kalliomaki y cols.,
alimentos immune hacia 2001; Isolauri,
antigenos dietética. 2001. McCracken y
Lorenz, 2001
Transtornos Humanos | Lactobacillus Exclusién competitiva | Lopez-Breay
del aparato acidophilus de patégenos. Domingo, 2007;
urogenital Lactobacillus GG | Erradicacion de Reid y Bruce, 2001.
vaginosis bacteriana Maldonado y cols.,
2005; Reid y cols.,
2001b; Reid y cols.,
1995; Reid, 1999;
Hilton y cols., 1995;
Strus y cols., 2005;
Kale y cols., 2005
Tratamiento Humano Lactobacillus GG. | Posible liberacién de El-Nezami y caols.,
de cancer tolerogenos de 2000.
alérgenos.

Modificado de: Fooks y Gibson, 2002.

2.4 Administracion y consumo de probidticos
Las cepas vivas especialmente del grupo Lactobacillus &acidophilus vy

Bifidobacterium bifidum fueron por primera vez suplementadas a los productos
lacteos en Alemania, a finales de los 60, debido a su esperada adaptacion al
intestino y a los beneficios sensoriales para producir yogurts acidificados. Tales
productos primero empezaron a conocerse como yogurts ligeros, mientras que

en Estados Unidos, la leche acidophilus fue mejor conocida (Holzapfel, 2006).
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Los probidticos pueden ser administrados en diferentes formas, incluyendo a los
alimentos fermentados, y productos farmacéuticos en forma microencapsulada
(figura 4.), Se han realizado intensas investigaciones y esfuerzos en la manera
de desarrollar productos alimenticios que contengan microorganismos
probidticos, tales como especies de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium,
estas aplicaciones se han enfocado principalmente a productos lacteos, siendo
el yogurt el principal representante., sin embargo también en los alimentos no
lacteos tales como carne, vegetales fermentados y jugos de frutas (Holzapfel,
2006).

Cepaprobiotica
|
Alimentos Productos Farmaceuticos
Fermentados alimenticios

Figura 4 . Administracion de probidticos en diferentes formas.
Tomado: Holzapfel, 2006.

Los microorganismos empleados actualmente en la elaboracién de productos
fermentados incluyen diferentes BAL, especialmente de los géneros
Lactobacillus y Pediococcus, siendo sus especies bacterianas mas
representativas: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, Lactobacillus

curvatus, Pediococcus pentosaceus y Pediococcus acidilactici (Hui, 2006;
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Heller, 2006; Krbckel y cols., 2003; Schrezenmeir y Vrese, 2001; Holzapfel,
2006). En la elaboracién de productos fermentados los microorganismos
desempefian un papel decisivo, ya que estan directamente implicados en la
reduccion de nitratos a nitritos, el descenso de pH, la formacion del aroma, la

estabilidad del color y la capacidad de conservacién del producto.

3. Bacterias Acido Lacticas
3.1 Taxonomia
Las bacterias acido lacticas (BAL) forman un grupo natural de bacterias Gram-

positivas, anaerobias aerotolerantes, normalmente no maviles, no formadoras
de esporas, catalasa negativas, (algunas cepas presentan una pseudo-
catalasa), con morfologia de coco, coco-bacilo o bacilo, que fermentan
carbohidratos para formar principalmente acido lactico. Aunque
taxonomicamente forman un grupo bastante heterogéneo, los géneros incluidos
son Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Vagococcus, Leuconostoc, Weissella, Oenococcus, Pediococcus, vy
Tetragenococcus (Axelsson, 2006).

La clasificacion de las BAL, esta basado principalmente en la morfologia, modo
de fermentacion de glucosa, clase de carbohidratos que fermenta, crecimiento
a diferentes temperaturas, configuracion del acido lactico producido, habilidad
para crecer a altas concentraciones de sal, tolerante a condiciones acidas y
alcalinas. Otras caracteristicas utilizadas en la clasificacion de las BAL son las
hidrdlisis de arginina, formacion de acetoina, tolerancia a bilis, tipo de hemolisis,
requerimientos de factores de crecimiento, presencia de ciertas enzimas ([3-
galactosidasa, B- glucoronidasa), caracteristicas de crecimiento en leche, y
tipificacion serologica. También se incluyen enfoques quimiotaxonémicos y
moleculares, tales como composicion de acidos grasos y constituyentes de la
pared celular son también usados en la clasificacion, porcentaje de G+C en el
DNA y movilidad electroforética de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
(Vandamme y cols, 1996; Axelsson, 2006).

3.2 Metabolismo de BAL
La caracteristica esencial del metabolismo de las BAL es la eficiencia de

fermentacion de carbohidratos, la generacion de Trifosfato de Adenosina (ATP),
es subsecuentemente usado para propositos biosintéticos ademas la enorme

capacidad para degradar diferentes carbohidratos y compuestos relacionados.
14



Generalmente el producto final predominante es por supuesto el acido lactico.

Sin embargo, las BAL se adaptan de acuerdo a varias condiciones y cambian

su metabolismo esto puede llevar a los diferentes productos finales de

fermentacion. Los niveles y proporciones de los productos finales de la

fermentaciéon que se acumulan dependen de las especies de BAL involucradas,

la composicién quimica del ambiente de cultivo y las condiciones fisicas que

hay durante el proceso fermentativo (Vandamme y cols, 1996; Axelsson, 2006).

3.3 Rutas principales de fermentacion

Dos rutas de fermentacion del azucar pueden ser distinguidas en las bacterias

acido lacticas (Hui, 2006). En la figura 5 se muestra las dos rutas de

fermentacién para las BAL.

FERMENTACION

Glucosa
Homofermentatrva |

Herofermentativa

v
Glucosa-B-fosfato

l

Fructosa-6-fosfato

Fructosa-1,6-difosfato

2
/ \, +—— Aldosa
»

Gliceraldehido3-fosfatc —# Dihidroxiacetona-fosfato
- E—

2 Piruvatos

! !

2 lactatos Acetato «— Piruvato

}

Lactato

| co,

-

Glucosa-6-fosfato

l

B-fosfogluconato

o

Ribulosa-5- fosfato

Xilulosa-5-fosfato

l‘ Fosfocetolasa —p /\

Gliceraldehido-3-fosfato

Acetilfosfato

l

Acetaldehido

!

Etanol

Figura 5. Rutas de fermentacién de las BAL.

Tomado: Hui, 2006.

1) Fermentacion Homolactica: O también llamada Glucdlisis (rutas Embden-

Meyerhoft) resultando casi exclusivamente en acido lactico como el
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producto final, (via glicolitica o de Embden-Meyerhof-Parnas):
Lactococos, Pediococos, Estreptococos, Lactobacilos
homofermentadores. Metabolizan las hexosas principalmente a acido
lactico, con un rendimiento neto de dos moles de ATP por mol de hexosa

fermentado.

2) Fermentacion Heterolactica: Esta fermentacion es por medio de la
enzima 6-fosfogluconato/fosfocetolasa dando como resultado cantidades
significativas de otros productos finales tales como etanol, acetato y CO»,
ademas del acido lactico. Leuconostocs, Latobacilos
heterofermentadores. En la fermentacion de hexosas, el acido lactico
comprende el 70% de los productos catabdlicos finales, junto con
cantidades equimolares de CO, y acetato o etanol. El rendimiento neto
es de un mol de ATP por mol de hexosa (Vandamme vy cols, 1996).

Los productos finales de la fermentacién de las BAL de mas interés en la
industria alimenticia son acidos organicos, didxido de carbono, diacetilo, y las
bacteriocinas. Ademas de la produccion de metabolitos primarios, se pueden
formar otros compuestos antimicrobianos por las diferentes BAL (Ouwehand y
Vesterlund, 2004; Ogunbanwo y cols., 2003). La habilidad de las BAL para
producir sustancias antimicrobianas ha sido utilizada histéricamente para la
conservacion de los alimentos. A continuacion se mencionan algunas
sustancias antimicrobianas producidas por las BAL, y como influyen en muchas
de las propiedades benéficas atribuidas a estos microorganismos.

Acidos organicos : Se ha observado que el 4cido propidnico y lactico, tiene una
fuerte actividad antimicrobiana. Debido a que la reduccién del pH causado por
éstos acidos permeabiliza las membranas de las células, por lo tanto
incrementa la actividad de otras sustancias antimicrobianas como el péroxido
de hidrégeno (Alakomi, 2000).

Peroxido de hidrogeno : El efecto bactericida del peréxido de hidrogeno ha
sido atribuido a su fuerte efecto oxidativo sobre las células bacterianas, los

grupos sulfidril de proteinas celulares y membranas de lipidos pueden ser

16



oxidados. El peroxido de hidrégeno produce reacciones que disminuyen el
oxigeno, por lo tanto crean un ambiente anaerdbico que es desfavorable para
ciertos organismos. La produccion de peroxido de hidrégeno es particularmente
importante para la colonizacion del tracto urogenital por Lactobacillus. Se ha
encontrado que la colonizacion por Lactobacillus disminuye la adquisicion de

gonorrea, e infecciones del tracto urogenital (Martinez y cols., 2008).

Dioxido de carbono : El dioxido de carbono (CO;) es formado durante la
fermentacion del acido lactico de las hexosas, pero también por muchas otras
vias metabodlicas generan diéxido de carbono durante la fermentacion. El
diéxido de carbono tiene un efecto antimicrobiano (Martin y cols., 2006). El
mecanismo de esta actividad es desconocido pero se ha sugerido que la
descarboxilacion enzimatica es inhibida y que la acumulacion de diéxido de
carbono en la bicapa lipidica causa disfuncion en la permeabilidad de la
membrana, a bajas concentraciones el dioxido de carbono puede estimular el
crecimiento de algunos organismos, mientras que a altas concentraciones se
puede prevenir su crecimiento. Debido a su actividad antimicrobiana, el CO, es
ahora comunmente usado como principal componente de la atmosfera
modificada. Las bacterias Gram-negativas han mostrado ser mas sensibles al

CO; que las bacterias Gram-positivas (Devlieghere, 2000).

Diacetilo : EI Diacetilo (2-3-butanediona) fue identificado por van Niel y
colaboradores como el componente del aroma y sabor en la mantequilla. Este
compuesto es producido por especies y cepas del género Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, entre otros organismos. Se
encontr6 que el diacetii es mas activo contra bacterias Gram-negativas,
levaduras y hongos en comparacion a las bacterias Gram-positivas, las BAL,

fueron menos sensibles a este compuesto (Lanciotti y cols., 2003).
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4. Bacteriocinas

Las bacteriocinas constituyen un grupo heterogéneo de péptidos o proteinas
gue presentan una gran variedad de caracteristicas fisico-quimicas y espectros
de accion antimicrobiana reducidos o amplios frente a bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas. En los ultimos afios se le ha dado gran importancia a
bacteriocinas-BAL primeramente debido a su aplicacion potencial como
conservador en alimentos para inhibir el crecimiento de patdgenos,
especialmente Listeria monocytogenes. Como resultado en la pasada década
se han identificado y caracterizado un gran numero de bacteriocinas (Bruno y
Montville, 1993; Ivanova y cols., 2002; Todorov y Dicks, 2007; Savadogo y cols.,
2006; Stern, 2006; Savadogo y cols., 2006; Guerra y cols., 2007a; Todorov y
Dicks, 2007; Bauer y cols., 2005).

4.1 Clasificacion
Como se desprende de su propia definicion, las bacteriocinas son compuestos

inhibidores de naturaleza peptidica. De hecho, la inactivacion por proteasas es
uno de los primeros criterios para definir una sustancia antimicrobiana como
bacteriocina. Actualmente se conoce la estructura primaria de numerosas
bacteriocinas producidas por bacterias lacticas, bien por secuenciacion directa
de los péptidos purificados o por traduccion del correspondiente ADN. Aunque
la mayoria de ellas estan constituidas por aminoacidos biologicos, es de
destacar la presencia de aminoacidos modificados (lantionina y R-metil
lantionina y sus precursores dehidroalanina y dehidrobutirina) en la forma activa
de aquéllas que reciben el nombre genérico de lantibidticos. Incluso se ha
identificado la presencia de D-alanina en la lactocina S, lantibiotico producido
por Lactobacillus sake. No obstante, independientemente de su composicion,
las bacteriocinas son péptidos cationicos, con un punto isoeléctrico alto, que

comparten un marcado caracter hidrofébico (Oscariz y Pisabarro, 2001).

Teniendo en consideracion sus propiedades fisico-quimicas, tamafio, espectro
de inhibicién y presencia de aminoacidos modificados, las bacteriocinas de las
bacterias lacticas se han clasificado en 4 grandes clases (tabla 4)

(Kwaadsteniet, 2006; Oscéariz y Pisabarro, 2001; Ogunbanwo y cols., 2003).
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Tabla 4. Clases de Bacteriocinas producidas por LAB

Clase Descripcion
Clase | Llamados lantibi6ticos son pequefios péptidos (< 5
(lantibioticos) kDa) los lantibidticos cuentan con un aminoédcido

inusual que no se encuentra normalmente en la
naturaleza (ejemplo lantionina y B-lantionina), estos
aminoacidos inusuales, son sintetizados por

modificaciones postransduccionales.

Clase Il Son péptidos estables al calor, pequefio tamafio
molecular (<10 kDa), termoestables y no modificados,
no contienen lantionina, tipicamente para esta clase su

espectro de inhibicién es mas estrecho.

Clase Il Proteinas de alto peso molecular, labiles al calor, esta
clase por lo tanto puede incluir a las enzimas
extracelulares bacterioliticas no lantibiéticos de
elevado tamafio molecular (>30 kDa) y termolabiles,
se ha sugerido una cuarta clase de bacteriocinas con

estructura compleja pero aun no se ha generalizado

Clase IV Bacteriocinas complejas: proteinas con lipidos o

carbohidratos.

Modificado: Ouwehand y Vesterlund 2004.

4.2 Mecanismo de accion de las bacteriocinas
Las bacteriocinas pueden poseer un modo de accion bactericida o

bacteriostatico sobre las células sensitivas, esto es influenciado por varios
factores tales como la dosis de las bacteriocinas y el grado de purificacion,
condiciones experimentales por ejemplo (temperatura, pH, presencia de
agentes que rompen la integridad de la pared celular y otros compuestos
antimicrobianos) (Oppegard y cols., 2007; Diep y cols., 2007).

La mayoria de las bacteriocinas ejercen un modo de accion bactericida contra
los microorganismos sensibles, aunque algunas como la Lactocina 27,
Leucocina A-UAL 187 y la Leucocina S han mostrado actuar de modo
bacteriostatico (Bruno y Montville, 1993). La actividad bactericida de las
bacteriocinas puede ser acompafada por lisis de las células sensitivas
(bacteriocinas bacterioliticas) esto es el caso de la Nisina. La mayoria de las
bacteriocinas de las bacterias lacticas ejercen su accién antimicrobiana

desestabilizando y permeabilizando la membrana citoplasmatica de las células

19



sensibles (Gravesen y cols., 2004; Bruno y Montville, 1993; Rojas y Vargas,
2008; Barefoot y Nettles, 1993).

El blanco primario de accion de las bacteriocinas parece ser la membrana
plasmatica. Estas alteran la permeabilidad selectiva de la membrana de las
células vegetativas sensibles, provocando la inmediata e inespecifica liberacion
de iones, compuestos de bajo peso molecular y algo mas tarde del ATP
intracelular. Estas alteraciones provocan la disipacion completa o parcial de la
fuerza proton motriz (PMF) ocasionando desordenes metabdlicos secundarios
gue, en ultimo término, inhiben la generacion de energia y la sintesis de
macromoléculas, lo que supone la muerte celular (Soomro y cols., 2002;
Barefoot y Nettles, 1993; Castellano y cols., 2003). En la figura 6 se muestra el

posible mecanismo de accion de las bacteriocinas.
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Figura 6. Mecanismo de accidn de las bacteriocinas por la formacién de poros en la membrana
bacteriana. Tomado: Ruiz-Larrea y cols., 2006.

Se ha observado que la Nisina y otros lantibioticos necesitan un estado
energizado de las células para ejercer su accién, mientras que otras, como la
pediocina PA-1, leucocina S, lactacina F, plantaricina C y las lactococinas Ay B
(Bruno y Monteville, 1993); actuan independientemente de la existencia de una
diferencia de potencial a ambos lados de la membrana. Por otro lado, los
lantibiéticos no requieren un receptor proteico especifico ya que actlian sobre
liposomas (Barefoot y Nettles., 1993) Sin embargo, algunas bacteriocinas solo
son activas frente a células enteras y/o vesiculas derivadas de las mismas, por
lo que si parecen necesitar un receptor localizado en la membrana o en la

pared celular.
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4.3 Bacteriocinas producidas por especies de Lactobacillus
El interés en las bacteriocinas producidas por especies de Lactobacillus se ha

incrementado en afios recientes debido a la aplicacion potencial de
Lactobacillus como bacterias iniciadoras para el proceso de fermentacion de
productos vegetales, céarnicos y marinos (Goktepe, 2006; Todorov y Dicks,
2007). Una gran variedad de bacteriocinas de especies de Lactobacillus han
sido identificadas y poseen una potente actividad contra L. monocytogenes
entre otros patégenos, descritas en la tabla 5. (Leroy y cols., 2005; Allende y

cols., 2007; Ghrairi y cols., 2005; Lima y Filho, 2005; Deraz, 2007)

Tabla 5. Bacteriocinas producidas por especies Lactobacillus y su actividad contra
patégenos

Bacteriocina

Fuente

Actividad Antimicrobiana

Sakacina A,M,P
674K,y T

L. sakei

L.monocytogenes

Lactocina 705

L. casei CRL705

S.aureus, L.monocytogenes

Curvacina A L.curvatus L. monocytogenes
Curvacina 13 L.curvatus L.monocytogenes
Curvacina FS47 L.curvatus L.monocytogenes
Plantaricinas BN,D, L. plantarum Algunas bacterias Gram-

LP84, C19,Cy F

positivas y Gram negativas

Acidofilina 801

L. acidophilus IBB
801

Algunas bacterias Gram-

positivas y Gram negativa

Pediocina AcH L. plantarum ALC 01 L.monocytogenes

Buchnericina LB L.buchneri L. monocitogenes, S.aureus,
Bacillus spp, Pediococcus spp.
Leuconostoc spp, Enterococcus.

Reuterina L. Reuteri. L.monocytogenes

4.4 Aplicacion de Bacteriocinas de

Tomado: Goktepe, 2006

Lactobacillus en la bioconservaciéon de

alimentos.
La bioconservacion es un método basado en el empleo de microorganismos, 0
de sus productos metabdlicos, para inhibir o destruir microorganismos
indeseables (Dolz, 2008; Neysens y cols., 2003). Las bacteriocinas son
consideradas como bioconservadores naturales seguros debido a que se
asume que ellas son degradadas por las proteasas en el tracto gastrointestinal
(Allende y cols., 2007; Bernbom y cols., 2006), la utilizacion de bacteriocinas de
Lactobacillus para el control utilizacion

de patdégenos y su como
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bioconservadores en alimentos ha sido reportada por varios investigadores en

afos recientes, en la tabla 6 se resumen dichos reportes.

Tabla 6. Aplicacion de Bacteriocinas de Lactobacilos como bioconservadores
alimentarios.

Bacteriocina Ejemplo de aplicacién en Actividad Referencias

alimentos antagonista
Pediocina Queso Muenster, embutidos, | L.monocytogenes Loesner y cols., 2003
AcH
Sakacina A Carne de puerco. L.monocytogenes Schillinger, 1991
Sakacina K Embutidos fermentados L.monocytogenes Katla y cols., 2002.
Sakacina P Salmon ahumado, embutidos | L.monocytogenes Katla y cols., 2002

de res, pollo
Reuterina Embutidos de res L.monocytogenes Kuleasan y cols., 2002
Curvacina Bistec de puerco L.monocytogenes Mauriello y cols., 2004
Plantaricina D | Ensalada lista para comer L.monocytogenes Franz y cols., 1998
Nisina Encurtidos, quesos, lacteos, | L. monocytogenes Loesner y cols., 2003

Modificado: Goktepe, 2006.
Entre las bacteriocinas mas representativas a nivel de la industria alimentaria

estdn la Nisina producida por Lactococos lactis y la Pediocina PA.1/AcH
producida por Pediococus acidilactici son utilizadas en la industria Alimentaria.
La Nisina y Pediocina PA.1/AcH son utlizadas en productos Illamados
Nisaplin™ y ALTA™ respectivamente (Deegan y cols, 2006; Soomro y cols.,
2002; Bromberg y cols., 2004). La Nisina, descrita en 1928, fue la primera
bacteriocina aislada a partir de Lactococcus lactis subsp lactis. Es la
bacteriocina mejor caracterizada. Es un péptido de 34 aminoacidos y bajo peso
molecular (inferior a 5 KDa), es una bacteriocina que exhibe un espectro amplio
de actividad antibacteriana contra bacterias patogénas (Listeria
monocytogenes) y deteriorativas presentes en los alimentos. Este péptido es
inocuo, la Unica reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally
Recognized As Safe), es sensible a la digestiébn de proteasas y no produce
cambios en las propiedades organolépticas de los alimentos. Por estas razones
ha sido utilizado como un bioconservador en alimentos (Guerra y cols., 2007b).

La Nisina, fue probada por ser estable a pH fisiolégico y tener alta
susceptibilidad a la degradacién enzimatica. No requiere de un receptor unido a

la membrana de la célula blanco ya que reconoce la composicion fosfolipidica
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de la célula. Su sintesis es compleja requiriendo procesos de transcripcion,
traduccién, modificaciones post-traduccionales, secrecién, procesamiento, y
sefales de transduccion. Se produce de forma natural en algunos productos
lacteos donde se utiliza como aditivo para prevenir la descomposicion
ocasionada por bacterias Gram positivas, especialmente Clostridium,
Staphylococcus, Bacillus y Listeria monocytogenes. La Pediocina es producida
por Pediococcus acidilactici se utiliza como conservador en productos vegetales
y carnicos y se ha observado una elevada actividad contra especies de Listeria
por lo que tiene un alto potencial para ser utilizado como conservador en
alimentos lacteos (Guerra y cols.,, 2007b). La aplicacion potencial de
bacteriocinas producidas por cepas de Lactobacillus para el control de
patdgenos en alimentos ha sido evaluada extensamente en el medio de cultivo
y en modelos alimenticios. El uso de bacteriocinas en combinacion con cultivos
iniciadores del género Lactobacillus deberia ser un método benéfico para la
prevencion de bacterias patogénicas y deterioradoras en productos alimentarios

(Guerray cols., 2007a; Bromberg y cols., 2004; Uteng y cols., 2002).

5. Género Lactobacillus
Los miembros del género Lactobacillus son ubicuos anaerébicos, Gram-

positivos, catalasa negativos no formadores de esporas incluye mas de 25
especies (Vandamme y cols., 1996). Estan presentes en el suelo, en el agua,
en las plantas, en los animales, en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal, y
en el tracto genital femenino (Lidbeck y Nord, 1991; Mitsuoka, 1992; Holzapfel,
2006). Los Lactobacilos, son aislados de una amplia variedad de alimentos y
bebidas fermentadas (Hans y cols., 2002; Nout y Kiers., 2005; Onda y cols.,
2002; Todorov y Dicks, 2005; Steinkraus, 2002; Powell y cols., 2007; Ampe y
cols., 1999). Ellos juegan un papel predominante en la fermentacion y desarrollo
de sabor de muchos alimentos y bebidas tradicionales, caracteristicas
extensamente utilizadas en la industria de los alimentos; como iniciadores en

productos lacteos, como queso y yogurt (Coudeyras y cols., 2008).

5.1 Fuentes de aislamiento de Lactobacilos
Los alimentos fermentados representan un tercio del total de consumo de

alimentos en el mundo. Los alimentos fermentados pueden ser clasificados en

23



un gran numero de maneras como: bebidas alcohdlicas fermentadas por
levadura, vinagre fermentado con Acetobacter, y principalmente: leche
fermentada, encurtidos, vegetales, pescado, carne y cereales fermentados con
Lactobacilos (Nout y Kiers., 2005). Una gran variedad de microorganismos
especialmente Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus, y Lactobacillus ya ha sido aislada de la fermentacion
espontanea de bebidas y alimentos fermentados tradicionales (Ampe y cols.,
1999; Cervantes y Pedroza-Rodriguez, 2007), El pulqgue es una bebida
fermentada tradicional de México obtenida por la fermentacion del aguamiel,
gue es extraido de varias especies de maguey tales como Agave atrovirens, A.
americana, A. feroz, A. mapisaga, y A. salmiana, en el proceso de fermentacién
gue inicia en el maguey participan microorganismos autoctonos como
levaduras, bacterias productoras de etanol, bacterias productoras de
exopolisacaridos, y BAL, (Cervantes y Pedroza-Rodriguez, 2007).

5.2 Aguamiel
El aguamiel es un liquido fresco no fermentado de color blancuzco,

ligeramente turbio, de olor a maguey, es rico en azucares de facil asimilacion,
gue mantiene a ciertas poblaciones autéctonas en espera de las condiciones
ambientales y nutricionales apropiadas para su propagacién. La cantidad de
aguamiel que produce el maguey varia de una planta a otra, durante los
primeros dias la produccion es escasa pero va aumentando hasta llegar a
alrededor de cinco litros por dia. Después se inicia un descenso en la cantidad
de liquido hasta que la planta muere. (Hinke, 2007). Se conoce que los agaves
se han cultivado desde tiempos prehispanicos para la obtencion del aguamiel,
esta savia se extrae principalmente de Agave atrovirens y del Agave mapisaga.
El aguamiel por lo tanto, constituye una fuente natural de azlcar, y es la
principal materia prima para la producciéon de pulque, La poblacion microbiana
del aguamiel estd compuesta fundamentalmente por levaduras tolerantes a la
acidez, entre las que se encuentran Zymomonas movilis, Leuconostoc
mesenteroides, Acetobacter aceti, Bacillus terres, Lactobacillus buchneri,
Leuconostoc dextranicum, Micrococcus candidus, M. Luteurs, M. roseus,
Sarcina flava, ademas de levaduras como Candida parapsilosis, Loeckera

apiculata, Pichia membranaefaciens, Saccahromyces cerevisae y Torulopsis
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aguamellis. (Cervantes y Pedroza-Rodriguez, 2007). En el Centro de
Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA-TLAX) en un trabajo previo
(Pérez,C. 2006), se seleccionaron cepas lacticas a partir de treinta y seis
muestras de aguamiel, de las cuales se aislaron 22 cepas, en medio MRS
modificado, se evalud la capacidad de resistencia a acido clorhidrico, a pH de
2.5, y la tolerancia a las sales biliares. Todas las cepas aisladas mostraron
resistencia a ambas condiciones extremas, sin embargo, cuando se evalud la
capacidad antimicrobiana de las cepas aisladas por el método spot, 4 cepas
denominadas, 8, 10, 17 y 22 mostraron una capacidad inhibitoria contra
Salmonella typhimurium, Salmonella Choleraesuis, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus. Las cuatro cepas seleccionadas, fueron indentificadas
como Lactobacillus para paracasei con un porcentaje de confiabilidad del 85%,
mediante analisis bioguimico y pruebas fundamentales como catalasa, oxidasa
y tincién de Gram., las cuatro cepas demostraron capacidad para degradar
fructanos, como la nistosa, ademas se evalu6 la capacidad de resistencia a
diferentes antibidticos como, Ampicilina, Tetraciclina, Trimetropin, gentamicina,
sulfametoxasol entre otros. Los resultados indicaron que la cepa 8 es sensible a
todos los antibibticos, no asi, las cepas 22 y 17 que fueron resistentes a cuatro

de los antibidticos. (Pérez, 2006).

5.3 Obtencion y conservacion de cepas de Lactobacil  os
La conservacion de cepas, es una herramienta esencial en la biotecnologia, ya

gue es necesario contar con una fuente pura y viable del microorganismo de
interés en cualquier bioprocesos, teniendo en cuenta, que los problemas de
viabilidad y de pureza en los cultivos son frecuentes y comunes. Con el fin de
evitar la pérdida de cualquier microorganismo tanto de interés industrial como
de investigacion, es necesario la implementacion de un banco de células o
abasto celular, el cual es definido como un “conjunto de alicuotas homogéneas
de un cultivo microbiolégicamente puro que se almacena bajo condiciones que
garanticen la estabilidad y la viabilidad genética” (Gonzalez, 2002). La ultra
congelacion es un método muy utilizado para la conservacién de cepas, para
congelar se usan sistemas frigorificos como nitrogeno liquido (-192°C), hielo
seco (-70°C) o bien el ultracongelador (-70°C). La congelacion puede causar
dafios a las células que se pueden prevenir mediante el uso de crioprotectores
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como el dimetil sulféxido, glicerol o leche descremada (Giono y Castro, 2007).
Existen muchos compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores pero
el que se utiliza con mas frecuencia es el glicerol, a una concentracion del 15%
al 30% (v/v), estas sustancias protegen del dafio que se pueda producir en las
células microbianas en el momento de la congelacion a temperaturas inferiores
a 0°C. De esta forma, al no disponer de agua en estado liquido, las células
permanecen en un estado inactivo metabdlicamente, sin crecimiento (Gonzalez,
2002).

5.4 Crecimiento de Lactobacilos
El crecimiento de Lactobacillus depende de factores, como temperatura, pH,

actividad de agua, potencial redox, presencia de inhibidores como el &cido
lactico, acético, etc. Las moléculas esenciales para el metabolismo celular,
incluyen compuestos energéticos y blogues de construccion (aminoacidos,
vitaminas, minerales, y nucledtidos), para la sintesis celular (Wee y cols., 2004).
Los medios: Man Rogosa Sharpe (MRS), el medio M17 y caldo Elliker han sido
desarrollados por ofrecer un buen crecimiento para Lactobacilos. Estos medios
son utilizados para estudiar procesos de fermentacion natural, cinéticas de
crecimiento, y produccion de metabolitos (Leroy y Vuyst, 2001; Rahim y
Arbakariya, 2007). Sin embargo, pueden resultar costosos, Una de las posibles
alternativas incluye la elaboracion de medios a partir componentes obtenidos de
fuentes agroindustriales residuales, tales como, suero de leche, melazas, soya
etc. Se deben considerar algunos factores en la seleccion del medio de
crecimiento como costos, habilidad para producir un gran nimero de células, el
método de recuperacién, asi como, la produccién de metabolitos. Se han
desarrollado varias formas alternativas de analizar el crecimiento bacteriano
cualitativamente y cuantitativamente. Una de los métodos mas simples para
estimar el tamafio de una poblacion es por medio de la cuenta viable, el cual es
un método indirecto para la determinacion del nUmero de bacterias presentes
en gramo o ml de muestra, y otro es por medio de la estimacién del peso de la
biomasa celular, a veces, es mas importante estimar la masa celular que el
numero, debido a que podemos conocer parametros cinéticos en la industria de

la fermentacién, como la velocidad méaxima de crecimiento.
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5.5 Medios de cultivo para el crecimiento y produc  cién de bacteriocinas
por cepas de Lactobacillus
Para el crecimiento y produccion de bacteriocinas por cepas de Lactobacillus

se han utilizado diversos medios de cultivo y la seleccion de estos medios ha
sido un elemento importante en las investigaciones sobre el potencial como
microorganismos probidtico.

Ohy cols. (1995) con un medio a base de triptona-extracto de levadura, glucosa
y tween 80, obtuvieron una biomasa de 8.423 g/L de Lactobacillus casei YIT
9018. Leroy y Vuyst. (1999) utlizaron un medio modificado al MRS
convencional, con cloruro de sodio y nitrato de sodio para obtener 2.68 g/l de
Lactobacillus sakei CTC 949 vy produjeron una bacteriocina llamada
Sakacina K. Leroy y cols. (2001) obtuvieron una biomasa méxima de 0.97 g/L
para Lactobacillus sakei CTC 494 utilizando un medio con ingredientes simples
con la adiciébn de cloruro de sodio. Atrih y cols. (2001) con Lactobacillus
plantarum C19 y el medio Elliker, obtuvieron una bacteriocina con un peso
molecular de 3. 8 Kda y una actividad total de 17,808 AU/ml. Dimitrijevic y Baras
(2001). Utilizan un medio enriquecido con levadura de cerveza como
componente extra a la fuente de nitrégeno, leche de soya, jugo de remolacha y
jugo de zanahoria para Lactobacillus sp. V3, obteniendo una biomasa de
2.10g/l. Lechiancole y cols. (2002) utilizando un medio con extracto de levadura,
triptona, sulfato de magnesio, peptona bacteriolégica, acido ascorbico, acetato
de sodio y glucosa obtuvieron una biomasa de 9.23g/L para Lactobacillus sakei
G20. Leal-Sanchez y cols. (2005) describen un medio modificado al MRS
suplementado con cloruro de sodio y obtienen una maxima produccion de
bacteriocina de 3,200 AU/ml. Todorov y cols. (2004) utilizaron el medio MRS
suplementado con sacarosa, lactosa, y una combinacion de extracto de
levadura-extracto de carne, como Unica fuente de nitrégeno para Lactobacillus
plantarum ST13BR, y obtuvieron una actividad de bacteriocina de 6,400 AU/ml.
Verluyten y cols. 2004 describen medios de cultivo a base de peptona
bacterioldgica, extracto de levadura, sulfato de magnesio, y manganeso Yy
tween 80 para Lactobacillus Curvatus LTH 1174 alcanzando una biomasa
maxima de 3.30 g/L y produciendo una bacteriocina de 2,700 AU/ml.
Maldonado y cols. (2004) con Lactobacillus plantarum NC8 y medio M17

suplementado con 1% de glucosa y la adicion de 10ug/ml de eritromicina
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obtuvieron una bacteriocina denominada plantaricina NC8. Todorov y Diks.
(2005) describen medios de cultivo con nutrientes de bajo costo como la leche
de soya y melaza, para Lactobacillus rhamnosus alcanzando una biomasa de
3.45¢g/L. Obtuvieron dos bacteriocinas: ST461B2 y ST462B2 con una
produccion maxima de 12,800 AU/ml para ambas. Todorov y Dicks. (2005)
describen diferentes medios de crecimiento suplementados con leche de soya,
melazas, ademas de la adiciobn de nutrientes organicos como la triptona,
extracto de levadura, fructuosa, y glicerol, asi como la suplementacion de
factores de crecimiento como la cianocobalamina, L-ascorbico, tiamina, y
vitamina K para, Lactobacillus plantarum ST194B2 alcanzando una biomasa de
2.30 g/L, obtuvieron dos bacteriocinas denominadas ST194B2 (a) y ST194B2
(b) con un peso molecular de 3.3 y 14 Kda respectivamente y una maxima
produccién de bacteriocina de 25,600 AU/ml. Vamanu y cols. (2005) con
Lactobacillus plantarum y un medio enriquecido con peptonas y carbonato de
calcio, obtienen una biomasa de 2.0 g/L. Delgado y cols. (2007) utilizando un
medio con niveles reducidos de glucosa (0.2%) y componentes simples como
fuente de carbono y nitrégeno obtuvieron después de 24 h una biomasa de
8.80g/l para Lactobacillus Plantarum. Zarate y Macias. (2006) describieron un
medio llamado LAPTg con peptonas y extracto de levadura como fuentes de
nitrogeno y 1% de glucosa para Lactobacillus acidophilus obteniendo una
biomasa de 9.8g/L. Tobajas y cols. (2007) utilizaron el medio MRS con
bactopectona, extracto de carne, extracto de levadura y acetato de sodio para
Lactobacillus reuteri PRO 137 y obtuvieron una biomasa de 5g/l y una

concentracion de reuterina de 45.7 mM.
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6. JUSTIFICACION

En nuestro pais se ha incrementado la elaboracién y consumo de los alimentos
funcionales, debido a la tendencia actual de los consumidores, de buscar
alimentos que aporten un beneficio a la salud, mas alla del aspecto nutritivo.

En Meéxico el aguamiel y pulque han sido reconocidos como bebidas
saludables por siglos, sin embargo el cultivo del agave atrovirens y la
produccion de pulque han disminuido rapidamente en los ultimos afios. Su valor
comercial se ha mermado significativamente, aunado a que no existe, un
producto que en la actualidad utilice, con tecnologia microbiana, cultivos
derivados del aguamiel o del pulque con fines comerciales, por lo que las cepas
probidticas que se aplican en la elaboracion de alimentos funcionales son
importadas, naturalmente aumentando el costo de produccion |y
comercializacion. En el presente estudio se ha planteado la utilizacion y
seleccibn de cepas autéctonas de aguamiel, evaluando su capacidad
probidtica, mediante pruebas de capacidad antimicrobiana y ensayos de
adherencia celular, asi como la determinacion de la viabilidad celular en
medios de cultivo de bajo costo, con el fin de su posible aplicacion a un
producto alimentario, destinado en diferentes bebidas y alimentos para

otorgarles un alto valor nutricional al menor costo.
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7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial probidtico de cepas de Lactobacillus para su uso en un

alimento funcional.

7.1 Objetivos especificos
Evaluar la viabilidad y sobrevivencia del cultivo de Lactobacillus durante

el proceso de conservacion con crioprotectores.

Seleccionar y evaluar medios de cultivo para la obtencién de mayor

produccién de biomasa.

Determinar la viabilidad del cultivo de Lactobacillus.

Evaluar la capacidad antimicrobiana del sobrenadante del cultivo de

Lactobacillus sobre E.coli 0157:H7 y Salmonella thypi.

Evaluar la capacidad antimicrobiana de las cepas de Lactobacillus

sobre E.coli O157:H7 y Salmonella thypi

Evaluar la adherencia de las cepas de Lactobacillus a la linea celular
Hela.

Establecer los parametros para la produccion del cultivo probiético a
escala laboratorio.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material biol6gico

Se utilizaron cepas de Lactobacillus para paracasei a partir de la coleccion de
CIBA provenientes del Aguamiel extraidos del maguey especie Agave
atrovirens originario de Zacatlan Puebla. En la tabla 7 se describen la cepas
utilizadas, el género y la especie a la cual pertenecen, asi como, la linea celular

utilizada y la fuente de aislamiento.

Tabla 7. Procedencia del material biologico utilizado en la investigacion.

Cepas Género Fuente de Lugar
aislamiento
Lactobacillus  para
8 paracasei Aguamiel CIBA-TLAX
Lactobacillus para
10 paracasei Aguamiel CIBA-TLAX
Lactobacillus  para
17 paracasei Agua miel CIBA-TLAX
Lactobacillus para
22 paracasei Agua miel CIBA-TLAX
Escherichia coli
EDL933 enterohemorragica ICUAP
0157:H7
Salmonella entérica
Salmonella serovar typhi ICUAP
Linea celular Fuente Lugar
HelLa Carcinoma de céancer cervico- | E.N.C.B-IPN
uterino.

8.2 Conservacion y propagacion de cepas.
Las cepas de Lactobacillus para paracasei se crecieron en caldo MRS a

condiciones de anaerobiosis a 37C de 24-48 horas. El cultivo se centrifugo a
10,000 rpm durante 10 min, el sobrenadante se almacend a -2<C para pruebas
posteriores de actividad antimicrobiana y el paquete celular se resuspendi6 en
medios de cultivo que contenian por un lado al agente crioprotector glicerol al
20% glicerol-80% medio MRS, (Oxoid) y por otro lado al otro medio que
contenia el segundo agente crioprotector la leche descremada en polvo 20%
leche descremada en polvo-80% medio MRS). Los viales se almacenaron a

ultracongelacion a -70C.
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8.3 Condiciones de cultivo para la determinacion de viabilidad de las
cepas.
Para determinar la viabilidad de las cepas en los dos crioprotectores, se

descongelaron las 4 cepas de Lactobacillus para paracasei conservadas en los
dos agentes crioprotectores cada 3 meses, Se determino la viabilidad por la
técnica de conteo en placa por extension en superficie, por triplicado, por medio
de la siguiente metodologia: Las cepas de Lactobacillus para paracasei se
incubaron en caldo MRS, a 37T de 24 a 48 h. en con diciones de anaerobiosis,
se prepararon diluciones seriadas con buffer fosfatos sodico (PBS) se
depositaron 100 pl de las diluciones: 10> 10 © y 107, sobre la superficie de la
placa agar MRS y se extendié uniformemente con una varilla de vidrio, y se
incubaron a las mismas condiciones de crecimiento. Se contaron las colonias y
se reportaron los resultados en UFC/ml. Para determinar la viabilidad de las
cepas en los medios de cultivo seleccionadas para lactobacillus, se utilizo el

mismo método de extensidn en superficie por triplicado.

8.4 Seleccién y Evaluacion de Medios de cultivo
Se busco en la literatura medios de cultivo para Lactobacillus, se seleccionaron

8 medios de cultivo reportados y se analizaron los siguientes parametros: a)
composicion del medio de cultivo, b) Produccion de biomasa, c) viabilidad
celular y d) Actividad de bacteriocinas reportada en AU/ml. (Vamanu y cols.,
2005; Zarate y Macias., 2006; Tobajas, 2007; Todorov y Dicks 2005a.,Todorov y
Dicks,. 2005b, Dimitrijevi y Baras., 2001; Todorov y Dics; 2005; Leal-Sanchez,
2002. Se prepararon tres medios de cultivo a nivel matraz; dos seleccionados
a partir de los medios analizados (Todorov y Dicks 2005a y Todorov y Dicks,
2005b) y el otro correspondiente al MRS convencional. (Oxoid). En la tabla 8 se
describen los componentes de los dos medios seleccionados, y los pardmetros:
biomasa, composicion y unidades de actividad bacteriocina AU/ml. reportados

para estos medios, asi como, el medio control MRS convencional.
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Tabla 8. Medios de cultivo utilizados para Lactobacillus.

g/L
Componentes

MSB MRS MRS*
Glucosa 20 20 20
Triptona 20 12.5
Extracto de levadura 4 7.5
Leche de soya 100
Peptona 10
Fosfato 4cido de potasio 5 2
Extracto de carne 8
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
Sulfato de manganeso 0.2
Tween 80 1
Melaza 100
Cianocobalamina 0.01
Sulfato de magnesio 0.2
Biomasa 3.45 N.R 2.30
Composicion 245 56.36 42
Unidades de actividad 12,800AU/ml N.R 25,600AU/mL
bacteriocinas
Costo (pesos M.N.) $ 54.56 $ 103.68 $50.56

N.R: No reportado

Preparacion de la leche de soya: La leche de soya fue preparada a partir de
granos de soya. Se molieron granos de soya con agua, la preparacién se
coloco en bafio Maria a 60°C por 30 min. Se ajusto el pH a 6.5 y la solucién se
filtro con una gaza varias veces. Para la posterior adicion al medio de cultivo.
(Dimitrijevic y Baras, 2001).

Tratamiento de la Melaza: Teniendo en cuenta que la melaza es un residuo de
la industria azucarera y que tienen impurezas y contaminantes en su
composicion, se realizé un pretratamiento en el cual se centrifugo tres veces y
se esterilizo a 20 Ib de presion durante 20 min para inhibir la microbiota
acompanante.

Se realiz6 una cinética de crecimiento de la cepa 22 en el medio seleccionado
MSB en base a los parametros evaluados como; viabilidad, biomasa, unidades
de actividad de la bacteriocina, Se tomaron muestras de cultivo cada 2 h.
durante 72 h.
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8.5 Determinacion de peso seco (biomasa)
Para la determinacion de peso seco se elaboraron charolas de aluminio de un

area de 6 x 6 cm?, se pesaron en una balanza (peso inicial) (Marca Acculab, LA-
200) y se colocaron en una estufa (Marca Buekerl modelo 107905) a 50C
hasta peso constante (peso final).

Por otro lado se crecieron las cuatro cepas de Lactobacillus para paracasei en
cada uno de los medios a probar MSB, MRS y MRS* (seleccionados en base al
analisis realizado). Los cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min,
se guardo el sobrenadante a -20C para pruebas posteriores de actividad
antimicrobiana y el paquete celular se lavo dos veces con agua destilada,
después se resuspendio en 1 ml de agua destilada y se coloco en las charolas,
éstas, se pesaron antes y después de colocarlas en la estufa de 50°C, hasta
peso constante (Peso final) (Modificado de Hoek y cols., 1999).

8.6 Evaluacion de la Capacidad antimicrobiana del ~ sobrenadante y el
cultivo.
Para realizar el ensayo de evaluacion de la capacidad antimicrobiana del

sobrenadante, se crecieron las cuatro cepas de Lactobacillus en los tres
medios MRS, MRS* y MSB, los cultivos obtenidos se centrifugaron a 10,000
rpm, durante 10 min. Los sobrenadantes obtenidos se ajustaron a pH 6 con 1
N de NaOH, y se depositaron 30 pl de éstos sobre cada una de las placas con
las cepas patogenas, sembradas en masivo: Salmonella thypi y EHEC
0157:H7, previamente inoculadas y crecidas por separado, en tubos de ensayo
con caldo TSB (caldo soya tripticaseina) a 37C por 24 h. Las placas se
incubaron a 37°C, en condiciones de aerobiosis por 24 h. y se midi6 el halo de
inhibicion (modificado de Wen-Hsin y cols., 2006). Para realizar el ensayo de
evaluacion de la capacidad antimicrobiana del cultivo, se crecieron las cuatro
cepas de Lactobacillus en caldo MRS, se deposito 5ul del cultivo en placas
con medio MRS y se crecieron, por otro lado las cepas patdgenas se vertieron
sobre las placas con el cultivo de Lactobacillus, las placas se incubaron a 37°C,

en condiciones de aerobiosis por 24 h. y se midi6 el halo de inhibicion
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8.7 Adherencia a cultivos celulares
El método utilizado para el ensayo de adherencia fue de acuerdo al descrito por

Crociani y cols (1995) y Sarem y cols (1996). Células HeLa se incubaron a
37°C una presion parcial de 5% CO, y 95% de aire, utilizando un medio minimo
esencial (MEM) suplementado con 15% de suero bovino fetal, hasta observar la
monocapa o confluencia celular. Las células fueron usadas después de tres
dias de incubacion hasta que alcanzaron un estado de confluencia celular. Las
células fueron lavadas dos veces con solucion salina de fosfatos PBS y se
disgregaron las células con el complejo tripsina-EDTA. Se transfirieron a una
microplaca de 24 pozos conteniendo cada pozo medio de cultivo para tejidos.
(Gibco). La mezcla se mantuvo a 37°C a una presion parcial de 5% CO, y 95%
aire, hasta que crecimiento celular de la monocapa alcanzara el 70-80% de
confluencia celular. Por otro lado se crecieron las cepas de Lactobacillus para
paracasei en caldo MRS a condiciones de anaerobiosis a 37° C se adicionaron
100 pl del cultivo de Lactobacillus a las microplacas y se incub6 a 37C a
condiciones de anaerobiosis por 6 h se fijo con metanol frio los cubreobjetos
con las células HelLa y los Lactobacillus, y se tifieron las preparaciones con el
colorante Giemsa y se observo al microscopio. (Marca Olimpos BX51) (Crociani
y cols; 1995; Sarem y cols; 1996).

El Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM), que provee nutrientes basicos a las
células, ya sea que se encuentren en solucibn o ligados a proteinas,
favoreciendo o estimulando el crecimiento celular, los factores de adhesién y
propagacion en los cuales se proporciona el transporte de hormonas, vitaminas
y lipidos. Se emplea de manera generalizada una adicion al 10% (v/v) de suero
fetal bovino inactivado (SFB), con el fin de destruir inmunoglobulinas que
puedan llevar a la lisis celular. Adicionalmente este medio debe ser
suplementado con L-Glutamina, que es un aminoacido esencial para las células
en cultivo, ademas debe suplementarse con antibiéticos como Penicilina y
Estreptomicina, que eviten contaminacién microbiana. (Fresney, 1990).

8.8 Determinacion del acido lactico por el método de acidez titulable.
Se midié 1 ml de muestra en un vial y diluyé agregando 9 ml de agua destilada

hasta obtener un volumen de muestra de 10 ml. Se midié el pH inicial de la
muestra y se afiadié una gota de solucion de fenolftaleina al 1% y se tituldé con
Hidréxido de sodio 0.1 N hasta la aparicion de un color rosado que persistia de
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15 a 30 segundos. Se determind el pH final de la muestra. Los resultados se
reportaron en g/L. En donde la acidez en la muestra expresada como &cido
lactico se calcula con la siguiente férmula:

Acidez g/L (acido lactico) =V x N x 90 /M

En donde:

V= Volumen de solucion de hidroxido de sodio 0.1N gastado en la titulacién de
la muestra, en ml.

N= Normalidad de la solucion de hidréxido de sodio.

M=Volumen de la muestra en cm®.

NOTA: un ml de NaOH 0.1N es igual a 0.0090 g de acido lactico.

90= peso molecular del acido lactico.

8.9. Determinacién de glucosa y acido lactico por e | analizador bioquimico
YSI.
Durante la cinética de fermentacion de Lactobacillus, se tomaron los muestras

del cultivo a diferentes tiempos, los sobrenadantes se centrifugaron a 10,000
rpm durante 10 min, se diluyeron 1:1 en agua destilada estéril. Se determino la
cantidad de glucosa y acido lactico por el analizador bioquimico, basado en

enzimas inmovilizadas lactasa. Los datos obtenidos se reportaron en g/ L.

8.9.1 Determinacion de la velocidad especifica de ¢ recimiento ( W)
La velocidad especifica de crecimiento (u) se determind Rx por diferenciacion

numérica mediante la siguiente formula:
RXx2= X3-X1/ts-t1

M= Irx/X

En donde:

X= Biomasa

T=Tiempo

8.9.2 Anédlisis estadistico
Los resultados se sometieron a un analisis estadistico con Prueba t student,

para muestras suponiendo varianzas iguales, en el paquete estadistico
Microsoft Exel con un nivel de significancia de a =0.05. Los datos se graficaron

el programa Origen 6.1.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Evaluacién del efecto de los crioprotectores so bre la viabilidad de las
cepas de Lactobacillus.

En la figura 7 se muestran los recuentos celulares realizados cada 3 meses de
las cepas crioconservadas, para evaluar el efecto de los dos agentes
crioprotectores: glicerol y leche descremada, sobre la viabilidad de las cepas de
Lactobacillus en funcién del tiempo, como puede observarse, el recuento de
bacterias fue mayor cuando las cepas fueron crioconservadas en glicerol que

cuando se conservaron en leche descremada.
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Figura 7. Recuento celulares de las cepas de Lactobacillus conservados en los dos
crioprotectores: G: Glicerol, L: leche en polvo, en funcidon del tiempo.

Al observar los resultados presentados en la figura anterior se aprecia que la
viabilidad de la cepa 22 conservada en glicerol se mantiene casi constante, sin
embargo la misma cepa cuando es conservada en leche en polvo hay un
decaimiento notable a partir de la cuarta fase de descongelamiento
correspondiente a las 12 meses de crioconservacion, En la cepa 17 se observa
el mismo efecto de los crioprotectores pero a diferencia de que el decaimiento
se observa a partir de la tercera fase de descongelamiento, correspondiente a 9
meses de crio conservacion. La viabilidad de la cepa 10, conservada en glicerol
se mantiene casi constante, sin embargo cuando la cepa fue crecida en leche

en polvo decayo drasticamente en la fase 6, correspondiente a 18 meses de
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congelacion, la cepa 8 se mantuvo constante en los dos agentes
crioprotectores. Esta diferencia puede explicarse debido a él glicerol al ser un
agente estabilizante altamente hidrofilico que permea la pared y la membrana
celular microbiana con lleva a que este crioprotector forme enlaces con el agua
intracelular y de esta forma disminuya el efecto soluto, impidiendo de esta forma
la muerte celular (Voget, 2005), en cambio la leche descremada al contener
proteinas como la caseina, y la lactoglobulina le confieren la caracteristica de
ser un crioprotector semipermeable ya que forman entre la pared y la
membrana celular una capa que protege la célula del dafio mecéanico, sin
embargo, esto también significa que protege solamente a la pared y no, a la
membrana celular debido al impedimento estérico de las proteinas, lo cual es
un factor que probablemente este disminuyendo el recuento de las cepas de
Lactobacillus. En la industria alimentaria en donde se enfoca este trabajo se
debe tener en cuenta varios criterios al intentar seleccionar el mejor agente
crioprotector, se deben considerar ciertos aspectos como: reduccion del dafio a
las células, no debe ser toxico, debe ser altamente permeable, y de féacil
penetracion en la membrana celular y por lo tanto debe ayudar a disminuir los
efectos agresivos de la congelaciéon (Marin, 2003). El glicerol, se ha utilizado
como agente crioprotector para Lactobacilos por lo que se da una mayor
prioridad a la utilizacién de este crioprotector aunque un crioprotector derivado
de fuentes naturales como la leche descremada, podria ser muy atractivo, ya
gue cumple con los criterios descritos anteriormente, ademas,. La disminucion
de la viabilidad entre los periodos de tiempo, se debié probablemente, al
cambio brusco de temperatura que tuvieron las cepas afectando la viabilidad
debido a que al utilizar a los dos crioprotectores inicialmente a una temperatura
de -70°C y luego pasar a -20°C se formaron cristales, los cuales posiblemente
dafaron la pared celular de las células, por lo tanto, se recomienda que las
variaciones de la temperatura sean rapidas tanto para la congelacion, como
para la descongelacion. En la industria alimentaria atn existen varios problemas
con respecto a la baja viabilidad de probidticos en alimentos lacteos y otros; la
micro encapsulacion es una posible solucidn para incrementar la viabilidad de
los probidticos durante el proceso de manufactura y su paso a traves del tracto

gastrointestinal (Anal y Singh, 2007).
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9.2 Seleccion de Medios de cultivo para el crecimie  nto y produccion de
bacteriocinas por cepas de Lactobacillus
Se realiz6 una busqueda de varias referencias bibliograficas sobre medios de

cultivo reportados para Lactobacilos, asi como, nutrientes especificos que
permitieron el crecimiento o recuperacion de especies de Lactobacillus. Los
componentes presentes en los medios de cultivo, pueden influir de manera
significativa en el potencial probiotico y las caracteristicas siguientes: viabilidad,
biomasa, capacidad de producir sustancias antimicrobianas, como las
bacteriocinas (Vamanu y cols., 2005; Zarate y Macias, 2006; Tobajas, 2007;
Todorov y cols., 2004; Dimitrijevi y Baras, 2001; Todorov y Dicks, 2005a;
Todorov y Dicks, 2005b, Leal-Sanchez, 2002). El andlisis realizado, se puede
sintetizar en la tabla 9, en la cual se muestran los componentes de cada medio,
la biomasa, las unidades de actividad de bacteriocina (AU/ml) y la composicion.
Los reportes de Todorov y Dicks 2005 (ab) describen valores de biomasa entre
3.45y 2.30 g/L; valores de unidades de actividad entre 12,800 y 25,600 AU/mlI;
y una composiciéon de 42.01 y 245 g/L. Por lo que se seleccionaron dichos
reportes para realizar dos formulaciones de medios de cultivo denominandolos
MSB, y MRS* (medio MRS modificado). El medio MRS (marca, Oxoid) se tomo
como control ya que es el medio que mas se ha utilizado en el crecimiento de
los Lactobacilos, existen reportes que este medio produce un gran niamero de
células viables (Oh y cols., 1995). Sin embargo, el medio MRS es un medio
costoso, con componentes complejos. En la tabla 10 se comparan cada uno de
los componentes de los medios formulados, asi como, el costo por litro de
estos, podemos notar que los medios MSB y MRS* tienen costo por litro de
$54.56 y $ 50.56 respectivamente, Costos significativamente menores en
comparacién al Costo del MRS estandar que fue de $103.68. Resulta evidente
gue los componentes obtenidos de fuentes agroindustriales como la Melaza,
suero de leche le confieren al medio la caracteristica de ser altamente atractivos
para el desarrollo de probiéticos a nivel industrial, ya que lo que se busca en la

industria de la fermentacion es obtener los mismos beneficios al menor costo.
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Tabla 9. Composicion de medios de cultivo elegidos para Lactobacillus reportados en la literatura.

*MSB .
MEDIO MRS Vamanu y cols. Z,v’cllillgt:aoyli\l/?:c]i-gs Tobajas, 2007 T9dorov y Dimitrjevi y Todow\alsy Dics. .
COMPONENTES g/L OXO0ID 2005 ' 2006 ’ Dicks., Baras., 2001 2005 (a) ’ Leal-Sanchez, 2002
2005 (b)
Peptona 10 10 10 10 10
Extracto de levadura 5 10 4 5 7.5 4
Extracto de carne 10 8 5
glucosa 20 20 10 20 20 20 20 20
Fosfato di potasico 2 2 2 2
Citrato de amonio 2 2 2 1.84
dibasico
Acetato de sodio 5 5 5
Sulfato de mg .0.58 .200 A 0,2
Sulfato de Mn .0.28 .5 5 0.04
Tween 80 1 1 1 1
L-Cisteina 0.5
CaCOs 1 1
Triptona 10 20 12.5
Melaza 100
bactopectona 10
Fosfato acido de 2 5 2
potasio
Leche de soya 100 50
Jugo de zanahoria 50
Jugo de remolacha 50
cianocobalamina 0.01
Lab- lemco 100 8
Levadura de cerveza
Biomasa g/L - - 2 5 3.45 2.10 2.30 2.35
UFC/ml B
Composicion g/L 56.36 31 41 52.7 245 219.6 42.001 39.081
Unidades de 5,200 _ _ 12,800AU/mL 25, 600AU/mL 3,200 AU/ml;
actividad AU/mlI

Bacteriocina
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Tabla 10. Evaluacion de costos de medios de cultivo para Lactobacillus
seleccionados en este estudio.

Composicién MSB MRS MRS*
Glucosa 2049 2049 2049
Triptona 20g¢ 125¢

Extracto de levadura 49 7549
Leche de soya 100 g
Peptona 10g
Fosfato 4cido de potasio 59 29
Extracto de carne 8¢
Acetato de sodio 549
Citrato de amonio 249
Sulfato de manganeso 0.2¢g
Tween 80 1ml
Melaza 100 g
Cianocobalamina 1.0 mg
Sulfato de magnesio 029
Biomasa (3.45 g/L) N.R 2.30 g/L
Composicién 245¢g 56.36 g 42.9
Unidades de actividad 12,800AU/ml N.R 25,600 AU/mL
bacteriocinas
COSTO (pesos M.N.) $54.56 $103.68 $50.56

N.R: No reportado

En la tabla 11 se muestra el costo por litro del medio de cultivo MSB y de cada

uno de los componentes del medio en M.N, podemos observar que la Melaza

tiene un Costo de $0.16. a pesar de tener un costo muy bajo contiene

aproximadamente el 50.0% (w/w) de azucares, la sacarosa es el compuesto

mayoritario con un 35.9 %, la fructuosa al 5.6 %, la glucosa al 2.6%, la

dextrosa al 11.5%,

proteina cruda al 6.30% como fuente de nitrogeno,

algunos oligoelementos como el calcio, fierro, cobre, zinc, etc como factores

de crecimiento necesarios para el metabolismo celular de un microorganismo

(Wee y cols., 2004).

Tabla 11. Costo por litro de cada uno de los componentes del medio MSB.

Componente Gramos/litro Costo por Costo Total
litro por litro M.N
M.N

Glucosa 20 2.80

Triptona 20 46.76 $ 54.56

Leche de soya | 100 2.00

Fosfato 4cido 5 2.84

de potasio

Melaza 100 0.16
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En la tabla 12 se muestra el Costo total por litro y por componente del medio
MRS (Oxoid) Como se puede observar, los componentes del medio
representan un alto costo siendo las peptonas los que aumentan el Costo y
producen una desventaja para la produccion de los microorganismos a gran
escala. El medio Man Rogosa- Sharpe (MRS) (tabla 12), ha sido desarrollado

para ofrecer un buen crecimiento para Lactobacilos, (Leroy y Vuyst, 2001).

Tabla 12. Costo por litro de cada uno de los componentes del medio MRS.

Componente Gramos/ | Costo por Costo total
litro litro $ M.N flitro

Peptona 10 38.5

Extracto de carne 10 44.0

Extracto de levadura |5 55

KoHPO, 2 1.113

Citrato de amonio 2 1.87

Glucosa 20 2.8. $103.68

Tween 80 1 0.8

Acetato de sodio 5 1.87

Mg SO4. 7H,O 0.58 2.84

MNSO,. 4 H,0 0.28 1.50

- cisteina 0.5 2.89

En la tabla 13 se muestra el costo por litro del medio MRS*, asi como, de
cada uno de los componentes presentes en el medio en M.N. Lo que
podemos resaltar de los componentes es la presencia de la vitamina
cianocobalamina la cual es un factor de crecimiento para los Lactobacilos,
Todorov y Dicks., en 2005 a, reportd que al crecer Lactobacilos con esta
vitamina se obtiene un valor de 25, 600 UA/mI de bacteriocinas, lo que resulta
altamente atractivo para considerar este componente y utilizarlo en la

produccion de Lactobacilos.

Tabla 13. Costo de cada uno de los componentes del medio MRS* por litro

Componente Gramos/litro Costo por Costo total
litro $ M.N M.N
Glucosa 20 2.8
Triptona 12.5 29.25
Extracto de 7.5 9.5
levadura
Fosfato de 2 1.113
potasio $50.56
Cianocobalamina | 0.001 7.9
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Debido a esto se plantea que fuentes econdmicas de carbono y nitrégeno
pueden ser encontradas en la forma de desechos industriales o subproductos.
Ejemplos son las melazas, soya, suero hidrolizado, suero de queso y jarabe
de licor de maiz (Guerra y cols; 2001; Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000; Oh
y cols; 2005; Wee y cols; 2004). Uno de los factores mas importantes de
buscar en una fuente de carbono industrial es el tipo de carbono presente. La
fuente de carbono deberia estar en concentraciones suficientes segun lo que
se quiera producir. Ademas de considerar si el medio favorece la produccion
sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas, en el medio MSB
formulado con melaza, se adicion6 este compuesto debido a que Todorov, y
Dicks., 2005(b) reporta hasta 12800 UA/mI, en un medio adicionado con este

compuesto, lo qgue nos motivo a incluirlo en el medio MSB

9.3 Comparacion del crecimiento de Lactobacillus en los medios
utilizados (Viabilidad y biomasa).
Se evalué el efecto de los tres medios de cultivo sobre el crecimiento de las

cuatro cepas de Lactobacillus. En la figura 8 y 9 se muestra la comparaciéon
entre el nimero de bacterias viables y la biomasa celular de las cuatro
cepas, de Lactobacillus para paracasei crecidas en los tres medios de cultivo
MSB, MRS y MRS*

I Viabilidad

1,40E+009
l,20E+009—-
1,00E+009
8,00E+008

6,00E+008

UFC/ML

4,00E+008

2,00E+008

0,00E+000 -

8S 8M* 8M 10S 10M* 10M 17S 17M* 17M 22 S 22M* 22M
Cepa/Medio

Figura 8. Recuento del nimero de microorganismos de Lactobacillus viables, expresado en
UFC/ml. UFC/ml de las cepas crecidas en los medios MSB (S), MRS (M) y MRS* (M*).

*
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G/L

8S 8M* 8M 10S 10M* 10M 17S 17M* 17M 22 S 22M* 22M
Cepa/Medio

Figura 9. Biomasa producida por Lactobacillus, expresada en g/L. Se muestran los valores
del peso seco de cada una de las cepas (8, 10, 17 y 22), obtenido después del crecimiento en
los medios de cultivo MSB (S), MRS (M) y MRS* (M*).

El medio MSB fue el mas adecuado para el crecimiento de las cepas,
comparado con los demas medios evaluados en orden decreciente: MRS y
MRS*. El medio de cultivo MSB favorecié el crecimiento de todas las cepas de
estudio en especial la de la cepa 22, la cual alcanz6 un recuento maximo de
14.4 x 108 UFC/ml, y de 8.833 g/L, la cepa 17 alcanzo un recuento de 13.4 x
10%UFC/ml y 8.2g/L, valores muy superiores a los alcanzados por la cepa 8 en
el mismo medio que fueron de 2.04 x 10® UFC/ml y 3.1 g/L. La respuesta
Optima de crecimiento de las cepas mostrada en el medio MSB, esta
soportada debido a que el medio MSB tiene la mayor concentracion de
nutrientes: 245 g/L comparada con una concentracion de nutrientes de 56.36
y 42 g/L para MRS y MRS* respectivamente. Sin embargo, el crecimiento es
parecido a pesar de la gran diferencia en las concentraciones de cada medio.
Aungue también se especula podria deberse al aporte de nutrientes
obtenidos de la melaza y la leche de soya, Dado que la melaza de cafia es un
componente con una alta concentracion de carbohidratos y ademas contiene
compuestos tales como, calcio, magnesio, fésforo y potasio, que son
indispensables para el funcionamiento celular. Ademas, los azucares del

medio pudieron incrementar significativamente el crecimiento, nimero y peso
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de los Lactobacilos, asi como, su capacidad de producir acidos organicos,
etc., Esta hipoétesis, es apoyado por Verluyten y cols., 2004, quien reporté que
altas concentraciones de nutrientes, permitieron mejorar el crecimiento de L.
curvatus LTH 1174, asi como, la obtencion de una alta concentracion de
biomasa y una alta actividad de bacteriocina en el sobrenadante, con la lenta
produccion de acido lactico. Se sabe, que el crecimiento de Lactobacillus es a
menudo inhibido, no solo por la produccion de acidos organicos
(principalmente acido lactico y en algunos casos acidos acético), sino también
a la limitacibn de nutrientes. Este hecho, puede explicar el porqué las
diferencias en cuanto a viabilidad y biomasa del las cepas en comparacién a
los otros medios que como se observa en la figura 8 y 9, el medio MRS* es el
gue presenta un recuento menor entre un rango de 0.532 x 10® UFC/ml a
10.5 x 10 ® UFC/ml y valores de biomasa de 1.5 g/L a 8.23 g/L Debido a la
complexidad de los requerimientos nutricionales resulta confuso saber cuales
compuestos son precisamente responsables de la limitacion del crecimiento
celular en el medio MRS*, una posible explicacion al bajo recuento celular en
este medio, segun reportes, de Lechiancole y cols., en 2002, se encontrd que
la triptona utilizada en combinacion con otras fuentes de nitrégeno como el
extracto de levadura, tiene un efecto negativo sobre el crecimiento de L. sakei
asi también se ha encontrado que, la interaccion de extracto de levadura y
peptona puede resultar en una disminucion del crecimiento cuando ambos
factores estdn presentes en alta concentracion, debido sobre todo a la
composicion y longitud promedio de los péptidos derivados de fuentes de
nitrogeno. Estas diferencias entre péptidos, dan como resultado una
competicion entre estos di-, tri- y oligopétidos derivandose en una limitada
captacion de los péptidos esenciales y aminoacidos por parte de los
microorganismos, observando como resultado una limitacion del crecimiento
microbiano. Aunado a esto, se debe considerar el medio de cultivo que
estimule o favorezca la produccion del nimero de microorganismos vivos mas
alta, asi como, la produccién de biomasa, en el menor tiempo posible. El
Costo de los sustratos a menudo representa la mayor parte del costo de
produccion de cultivos microbianos de interés en la industria alimentaria

(Juarez y cols., 2002). Es importante tener en cuenta estos parametros para la
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seleccion de un medio de cultivo adecuado para el crecimiento y produccion

de microorganismos con potencial biotecnolégico.

9.4 Evaluacioén de la capacidad antimicrobiana de la s cuatro cepas de
Lactobacillus
En varios estudios, se ha reportado que los probiéticos incluyendo los géneros

de Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, y Enterococcus entre otros, y
pueden inhibir el crecimiento de un amplio nimero de bacterias patégenas por
diferentes mecanismos como la produccion de sustancias inhibitorias como el

peréxido de hidrogeno, acido lactico y bacteriocinas (Piyawan y cols., 2006).

Este efecto antagdnico se pudo comprobar en este trabajo al evaluar en
primera instancia la capacidad antimicrobiana de los cultivos de Lactobacillus
en medio MRS contra cepas indicadoras de Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella typhi. Se observa en la tabla 14 y figura 10, que las cepas
patdogenas mostraron halos de inhibicion mayor a 5 mm, lo que evidencia la
capacidad de los Lactobacilos para inhibir bacterias patdgenas. Las cepas
8,17, 22 de L. para paracasei inhibieron el crecimiento de ambas cepas
indicadoras (Escherichia coli O157:H7 y Salmonella typhi), mientras que la
cepa 10 solo inhibié el crecimiento de Salmonella typhi. Los resultados
obtenidos con respecto a la actividad antimicrobiana de los probiéticos en
general, demuestran la capacidad que tienen los cultivos probidticos de
eliminar y competir contra ciertos patogenos intestinales, de ahi el gran

potencial que representan para la industria alimentaria.

Tabla 14 .Capacidad antimicrobiana de Lactobacillus para paracasei crecido en medio

MRS contra Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) cepa O157:H7 y Salmonella

CEPA 8 22 10 17 INHIBICION
EHEC ++ ++ + ++ SENSIBLE
Salmonella |[++ ++ ++ ++ SENSIBLE
typhi

Halos de inhibiciéon: - menos de 1 mm, + de 2 a 5 mm, ++ de 5 mm en adelante
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Figura 10. Actividad antagonista de las cepas de Lactobacillus para paracasei expresada
mediante los halos de inhibicion de las cepas indicadora O157:H7 y Salmonella typhi. A.
Halos de inhibicion de EHEC en medio MRS. B. Halos de inhibicién de Salmonella en medio
MRS.

Se realizdé un segundo ensayo de antagonismo con la finalidad de evaluar la
capacidad de los sobrenadantes de los cultivos crecidos en los tres medios,
sobre los mismos microorganismos patégenos (Salmonella thypi y EHEC
0157:H7). Ensayos similares se han realizado en otros articulos en donde se
ha reportado que el sobrenadante libre de células de cepas de Lactobacillus
inhibe el crecimiento de EHEC 0157:H7 y Salmonella, Listeria
monocytogenes, Enterococos mundti, Listeria inocua entre otros patdgenos,
debido a la presencia de sustancias presentes en el sobrenadante como las
bacteriocinas (Todorov y cols., 2004; Powell y cols., 2007).

En la tabla 15, y figura 11 se muestran los resultados del ensayo de la
capacidad antimicrobiana del sobrenadante correspondientes al cultivo de las
cepas 8, 10, 17, 22 crecidas en los tres medios de cultivo MRS*, MRS, y MSB
contra Salmonellay EHEC O157:H7
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Tabla 15.Halos de inhibicién del sobrenadante de cultivos de Lactobacillus sobre
Salmonella typhi y EHEC 0157:H7

Salmonella EHEC
Cepa |Medio| entérica serotipo [0157:H7
Typhimurium

8 MRS* - -
8 MRS + +
8 MSB - +++
10 |MRS* - -
10 MRS + +
10 MSB - +++
17 |MRS* - +
17 MRS + +
17 MSB - +++
22 |MRS* +++ -
22 MRS + +
22 MSB ++ +

Halos de inhibicion en mm. (=) menor de 1 mm (no sensible),
(+) de 2 a5 mmy (++) de 5 mm en adelante (sensible).

Figura 11 . Actividad antagonista de los sobrenadantes de Lactobacillus para paracasei A. Se
observa el halo de inhibicion de la cepa indicadora EHEC O157:H7. B. Se observan los halos
de inhibicién de Salmonella thypi.

En tabla 15, se muestra que el sobrenadante correspondiente a la cepa 8 de
Lactobacillus crecida en el medio MRS, el cual inhibio el crecimiento de EHEC
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0157:H7 y Salmonella thypy. Las cepas 8,10 y 17, crecidas en medio MSB,
inhibieron fuertemente a EHEC 0157:H7, en comparacion con el
sobrenadante obtenido del cultivo en los otros medios MRS y MRS*. La cepa
22 en el medio MSB, presentd una actividad antimicrobiana mayor contra las
dos cepas patégenas. Lo que la convierte en la cepa candidata para utilizarla
en el desarrollo de probioticos, asi como, al medio MSB. En el caso de la
cepas 8, 10, y 17 crecidas en medio MSB inhibieron el crecimiento de EHEC
pero no de salmonella debido a que el medio MSB quiza favorece la expresion
de una posible bacteriocina especifica para EHEC, y ésta, no tiene efecto
sobre Salmonella. Los resultados de inhibicion de la cepa 22 mostraron que la
cepa crecida en el medio MRS*, inhibi6 el crecimiento solo de Salmonella, por
lo que se puede pensar es que este medio favorece la expresion de una
posible bacteriocina especifica para esta enterobacteria, en cambio la misma
cepa pero crecida en medio MSB inhibié el crecimiento de ambas cepas
patdgenas, por lo que se postula que el medio quizas esta favoreciendo la
expresion de dos posibles bacteriocinas con actividad antimicrobiana para las
cepas patdégenas. En base a los resultados mostrados anteriormente podemos
decir que el medio de cultivo, esta influyendo en la produccién diferencial de
bacteriocinas y la actividad antimicrobiana contra las cepas patdgenas, de
acuerdo a los resultados en cuanto a las diferencias tan grandes en cuanto a
crecimiento de las cuatro cepas y en base a los resultados obtenidos en este
ensayo se sugiere que probablemente no es la misma especie de
Lactobacillus. Por otro lado la posible produccion de bacteriocinas es
fuertemente dependiente del pH inicial del cultivo, de los nutrientes y la
temperatura de incubacion (Hassan y cols., 2006). Los niveles de actividad de
bacteriocinas han sido correlacionados con la masa celular o la velocidad de
crecimiento. El aumento del nivel de produccion de bacteriocinas es a menudo
obtenido en condiciones de estrés, cuando los nutrientes se encuentran
limitados. La produccion de bacteriocinas parece depender del crecimiento y
actividad fisiolégica de la cepa productora. De hecho, la mayoria de las
bacteriocinas que se han estudiado hasta el momento presentan una cinética
de metabolito primario y, en consecuencia, su produccion esta correlacionada
con el aumento de la biomasa. Por otro lado, el control del pH a lo largo de la

fermentacion puede resultar en titulos mas altos de actividad (De Vuyst y
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Vandame, 1994). Sin embargo, en otros estudios se reporta la produccién de
bacteriocinas sobre medios complejos y sustratos residuales (Hassan y cols.,
2006). Esta dependencia es debido a la calidad y cantidad natural de la fuente
de nutrientes de los medios, que en si mismo, provoca valores de pH finales
diferentes que también determinan el rendimiento de bacteriocinas. Medios de
cultivo complejos de alto costo han sido utilizados para la produccion de
bacteriocinas, pero un medio de cultivo de bajo costo a partir de fuentes de
carbono y nitrégeno econdémicas como la melaza y la soya es una alternativa
para la produccién de estos compuestos antimicrobianos. Se han reportado
altos niveles de actividad de bacteriocinas hasta de 6, 400 AU/ml cuando las
cepas de Lactobacillus crecen en presencia de triptona, extracto de carne o
extracto de levadura, como Unica fuente de nitrdgeno o una combinacion
(relacion 1:1). El éptimo nivel de K;HPO,4 para la produccidén de bacteriocina
se encontrd entre 0.2% y 0.5%. La presencia de 2.0 % de glucosa resulto en
una produccion de hasta 3,200 AU/ml para la cepa de Lactobacillus ST13B3,
la adicion de cianocobalamina y tiamina en el medio favorecieron una
actividad maxima de 6400 AU/ml (Todorov y cols., 2004). El incremento en la
actividad de las bacteriocina, podria ser debido al metabolismo de los
nutrientes remanentes o componentes del medio no requeridos para el
crecimiento celular, la produccion de plantaricinas es estimulada por la
glucosa y sacarosa (Powell y cols., 2007). La produccién de bacteriocinas de
BAL se ve favorecida en medios que contienen cantidades significantes de
péptidos nitrogenados con peso molecular en el rango de 3000 a 6000 Da. En
algunos casos el aumento de nutrientes no ocasiona un aumento en la
produccion de bacteriocinas Se piensa que las BAL, no producen mas, debido
a que existe una inhibicion por parte del producto final de su metabolismo. Las
condiciones 6ptimas de produccion deben ser determinadas para cada
organismo y la concentracibn maxima de bacteriocina parece depender de la
especie y aun de la cepa. La hipdtesis mas aceptada sobre como las
bacteriocinas desestabilizan las membranas es que, en funcion de su caracter
cationico, éstas serian inicialmente atraidas electrostaticamente por la
superficie celular (las bacteriocinas se adsorben inespecificamente a células
sensibles, a resistentes y a las propias células productoras) (Barefoot y

Nettles, 1993). Posteriormente, bien por la presencia de un determinado
50



potencial de membrana (lantibidticos) o por la interacciébn con un receptor
especifico o no, adoptarian una conformacion tal que les permitiria agregarse
entre si formando aglomerados que se reordenarian para dar lugar a una
especie de cilindro hueco (poro) que atravesaria la matriz membranal,
manteniendo las zonas hidrofilicas hacia la parte interior del poro (Barefoot y
Nettles., 1993; Oscériz y Pisabarro, 2001). A pesar de que no hay evidencia
fisica de estos poros, los resultados de numerosos experimentos apoyan esta
hipdtesis frente a la desestabilizacion de la membrana mediante una accion
de tipo detergente. Ademds, las bacteriocinas pueden formar laminas 3 y
hélices a anfipaticas, estructuras asociados a proteinas que interaccionan con
la membrana plasmatica y que abren poros en la misma (Castellano y cols.,
2003).

En general, los poros son inespecificos y permiten la salida de cualquier
soluto intracitoplasmatico, inicamente limitado por el tamafio. No obstante, en

algunas ocasiones, como ocurre con la lactococina G, el poro generado es

especifico para iones K+ (Castellano y cols., 2003; Rojas y Vargas, 2008). Se
ha demostrado que la nisina activa las autolisinas de la pared,
predominantemente en el area de formacion del septo y que la accion
complementaria de las lactococinas A, B y M provoca la lisis celular en L.
lactis, en contra de lo que ocurre con cada una por separado (Barefoot y
Nettles, 1993). Los efectos anteriormente mencionados se han observado en
estudios con microorganismos especificos. Por ejemplo la cepa RC14 de
Lactobacillus reuteri produce una sustancia surfactante que reduce la
capacidad de adhesién a la mucosa intestinal de Clostridium difficile, patdgeno
oportunista intestinal. Asi mismo la cepa CRL-431 de Lactobacillus casei ha
reducido microorganismos patégenos del intestino, como cepas
enterotoxigénicas de E. coli, Listeria monocitogenes, Shigella sunnei y
Salmonella typhimurium tanto en estudios in vitro como en animales in vivo

(Figueroa y cols., 2006).

9.5 Evaluacién de la capacidad de adherencia de ce pas de Lactobacillus

a la linea celular HelLa

]1
[La adhesion bacteriana a las células intestinales es considerada uno de los

criterios mas importantes para la seleccion de cepas probioticas. La adhesion
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y colonizaciébn de bacterias probidticas en el colon es un requerimiento
esencial para el beneficio a la salud.

En la figura 12, se muestra la adherencia de la cepa 8 y EHEC O157:H7
(Control positivo), sobre células Hela, asi como, las células HeLa como

control negativo.

Figura 12 . Adherencia de la cepa 8 y E.coli a células HelLa. A. Células HelLa. B, Adherencia
agregativa de EHEC 0157:H7 (control positivo). C, Adherencia localizada de la cepa 8
cultivada en medio SB. Resolucién 100x (Olympus BX51).

Las células Hela sin infectar, fijadas con metanol y tefidas, control negativo
de adherencia (Figl2A) presentan una morfologia caracteristica de células
HelLa normales, sin presentar pérdida del material citoplasmatico, o algun
dafo a las células por el tratamiento llevado a cabo sobre ellas. En la figura
12C observamos la adherencia de la cepa 8 cultivada en medio MSB sobre
las células Hela, los Lactobacilos se adhieren de manera uniforme en
agregados o empalizados sobre la superficie de las células, esto corresponde
a un patrén que se conoce como patron agregativo el cual ha sido reportado
en E. coli por Sansonetti y cols., 1986, donde describe tres patrones de
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adherencia a células HEp-2 (agregativo, localizado y difuso) y por Paez y
cols., 2000, quienes describen un patron de adherencia agregativo y difuso
para cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca, (Martinez y cols., 2002) a si
también  Zepeda-Loépez y Gonzalez-Lugo, en 1995. Describieron tres
patrones distintos de adherencia a lineas celulares: Adherencia Localizada
(AL), en el cual la bacteria invade y forma microcolonias en distintas regiones
de la superficie, Adherencia difusa (AD) en el cual la bacteria se adhiere
eventualmente a la superficie celular y adherencia agregativa ( AggA),en el
cual agregados de bacterias invaden la célula en arreglos empalizados.

Por otro lado el patron agregativo presentado en la cepa EHEC O157:H7,
(fig. 12B) mostro una buena definiciébn por parte de la cepas al formar
conglomerados en algunas zonas de las células Hela, caracteristicos de este
patron de adherencia. En la figura 13 observamos la adherencia de la cepa 8
cultivada en los tres medios de cultivo: MRS, MRS* y MSB (figura 13B, 13C,
13D respectivamente) y, se muestra el control positivo de EHEC O157:H7 (fig.
13A).

Figura 13 . Adherencia de la cepa 8 de Lactobacillus para paracasei en los tres medios sobre
células HelLa. A. Control positivo de EHEC O157:H7 (adherencia agregativa). B, Adherencia
difusa (medio MRS). C. Adherencia localizada (MRS*). D. Adherencia agregativa (medio
MSB). Resolucién 100x (Olympus BX51)
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La cepa 8 se adhiere de manera diferente cuando se cultiva en los medios,
MRS y MRS* , como se observa en la figura 13B y 13C , la cepa 8 cultivada
en medio MRS presento un patrén de adherencia tipo difuso, lo que significa
gue se adhieren eventualmente a la superficie celular, los cual no es
recomendable debido a que se requiere que la cepa permanezca por un
tiempo mas definido para que cumpla con la caracteristica probiotica., a
diferencia de lo que observamos en la figuras 13C y 13D correspondiente a la
cepa crecida en medio MRS* y MSB respectivamente, donde se observa un
patron de adherencia tipo agregativo, cabe destacar en la figura 13D, se
observa que existe un mayor namero de microorganismos adheridos a las
células Hela, En general, se puede especular que la capacidad de adherencia
de la cepa 8 esta relacionada con la composicion de los medios de cultivo, lo
cual podria ser sustentado por otras investigaciones como la de Schér-
Zammaretti y cols., 2005, donde se reporta que las estructuras de superficie
de los microorganismos determinan la capacidad de adherencia y es
dependiente de las condiciones de crecimiento y la composicién del medio de
fermentacién. Como consecuencia, las interacciones de una cepa especifica
con el epitelio gastrointestinal o con las superficies de un alimento durante los
bioprocesos, pueden depender de la composicion del medio de fermentacion y
las condiciones de crecimiento. Sin embargo, se tienen pocos conocimientos
sobre la relacion entre las condiciones de fermentacion y cambios en las
estructuras de superficie bacteriana y sus efectos sobre la interaccion
bacteria-célula. Sin embargo se han realizado cambios en las estructuras de
superficie realizando pequefias variaciones en la formulacion de los medios
comerciales, usando varias fuentes de carbono, o variando la concentracion
de un carbohidrato simple en un medio complejo contando con componentes
como el extracto de levadura, extracto de carne, concentrados lacteos, y

peptonas (Schar-Zammaretti y cols., 2005).

Por otro lado, Servin A y Coconnier concluyeron que el mecanismo de
adhesion de probioticos puede estar dado por interacciones electrostaticas,
hidrofobicas, fuerzas estéricas, y estructuras especificas, sin embargo aun no

esta del todo claro. (Farid y cols., 2008). Sin embargo se conoce que la
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presencia de subunidades proteicas arregladas bidimensionalmente (capa S),
sobre la superficie de Lactobacillus explica probablemente la adhesion al
intestino. La capa S de Lactobacillus ha mostrado interactuar con receptores
sobre células epiteliales del huésped, y por lo tanto bloguea sitios receptores
sobre la mucosa superficial para la adherencia de especies patdgenas. Se
tiene conocimiento, que la capa S confiere hidrofobicidad a la superficie
celular de Lactobacillus, sin embargo las cepas con lipopolisacaridos (LPS),
no necesariamente se adhieren mejor a los sustratos de las cepas
hidrofébicas sin SLP 'y un cambio de la superficie celular hidrofébica fue
reportada para L. acidophilus ATCC4356 and L. casei ATCC393 al aumentar
la fuerza idnica.

Se ha observado que cultivos de cepas de L. casei ATCC393 crecidos bajo
condiciones hiper-osmoticas mostraron una hidrofobicidad significativamente
mayor que en cultivos controles que en primera instancia resultaron mas
hidrofilicos. Esto sugiere que los glicolipidos presentes en la membrana
envolvente estan relacionados con el aumento de la hidrofobicidad de la
superficie celular inducida por fuerza i6nica externa del medio Ademas, se ha
reportado que algunas especies de L. acidophilus también son sensibles a la
fuerza ionica de los cambios de la permeabilidad de las propiedades de la
membrana de la célula y, por tanto, con un probable impacto sobre las
propiedades fisico-quimicas de la superficie celular bacteriana. Por lo tanto,
estos estudios sugieren que la superficie celular de Lactobacillus puede
adaptarse a hidrofobicidad de superficie celular en respuesta a los cambios
del medio ambiente con un probable efecto potencial sobre el comportamiento
de su adhesion. (Vadillo y cols., 2005). Las proteinas de la capa S pueden
diferir marcadamente incluso entre especies relacionadas y pueden
representar hasta el 10-15% del contenido proteinico total de una célula.
Dependiendo de la especie, la capa S puede tener un grosor entre 5y 25 nm
y todos los poros tienen un diametro idéntico comprendido entre 2 y 8 nm.
Esto puede explicar porque la misma cepa se adhiere de manera distinta a la
superficie de las células Hela.

En la figura 14 observamos la adherencia de la cepa 10 cultivada en los tres
medios de cultivo: MRS, MRS* y MSB (figura 14B, 14C, 14D
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respectivamente), y en la figura 14 A, se muestra el control positivo de EHEC
0157:H7.

Figura 14 . Adherencia de la cepa 10 de Lactobacillus para paracasei en los tres medios sobre
células HelLa. A. Control positivo de EHEC O157:H7 (adherencia agregativa). B, Adherencia
agregativa (medio MRS). C. Adherencia agregativa (MRS*). D. Adherencia agregativa (medio
MSB). Resoluciéon 100x (Olympus BX51)

Como puede observarse esta vez, los tres medios estan favoreciendo la
adherencia agregativa de la cepa 10, sin embargo, el nimero de Lactobacilos
adheridos es diferente como se observa en la figura 14B , la cepa 10 cultivada
en medio MRS presentd un patron de adherencia tipo agregativo,
observdndose una menor cantidad de Lactobacilos unidos a las células, a
diferencia de lo que observamos en la figuras 14C y 14D correspondiente a la
cepa crecida en medio MRS* y MSB respectivamente, donde se observa un
mayor numero de Lactobacilos adheridos, cabe destacar que el medio MSB
esta favoreciendo la capacidad de adherencia (figura 14D). En general

podemos concluir que el medio MSB favorece la adherencia agregativa de la
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cepa 10, y el numero de microorganismos adheridos seria de gran potencial
en el desarrollo de un probi6tico comercial.

En la figura 15, observamos la adherencia de la cepa 17 cultivada en los tres
medios de cultivo: MRS, MRS* y MSB (figura 15B, 15C, 15D
respectivamente), también, se muestra el control positivo de EHEC O157:H7.
(Fig. 15A)

Figura 15 . Adherencia de la cepa 17 de Lactobacillus para paracasei en los tres medios sobre
células HelLa. A. Control positivo de EHEC O157:H7 (adherencia agregativa). B. Adherencia
localizada (medio MRS). C. Adherencia agregativa (MRS*). D. Adherencia agregativa (medio
MSB). Resolucién 100x (Olympus BX51)

La cepa 17 crecida en medio MRS* y MSB, correspondientes a las figs. 15 C y
15D respectivamente presentan el mismo patron de adherencia agregativo,
sin embargo, podemos notar que hay diferencias en cuanto al grosor y
longitud de los microorganismos, por lo que sugerimos que probablemente no
se trata de la misma especie de Lactobacillus, habria que realizar pruebas de
identificacion molecular para confirmar esto. La cepa 17 cultivada en medio
MRS (figura 15B) presenté un patrén de adherencia localizada, y los

Lactobacilos son mas largos, esta vez también cabe destaca que existe un

57



mayor numero de Lactobacillus adheridos a células HelLa, cuando la cepa es
crecida en medio MSB, y se concluye que la capacidad de adherencia de la
cepa 17 se ve favorecida por la composicion del medio de cultivo.

En la figura 16 se muestra la capacidad adherente de la cepa 22 crecida en
los 3 medios MRS, MRS* y MSB, (Figura 16B, 16C y 16D respectivamente),
asi como, el control positivo de EHEC O157:H7 se puede observar en la fig.
16 A

Figura 16 . Adherencia de la cepa 22 de Lactobacillus para paracasei en los tres medios sobre
células HelLa. A. Control positivo de EHEC O157:H7 (adherencia agregativa). B. Adherencia
agregativa (medio MRS). C. Adherencia agregativa (MRS*). D. Adherencia agregativa (medio
MSB). Resolucién 100x (Olympus BX51)

La cepa 22, presentd el mismo patron de adherencia agregativa en los
medios evaluados (fig. 16 B, C, y D), en el medio MRS se observan muy
pocos Lactobacilos adheridos a las células Hela, a diferencia del niumero
observado en los medios MRS* y MSB, los cuales favorecen un mayor
numero de Lactobacilos adheridos a las células, probablemente a que estos
medios estén favoreciendo las expresion de estructuras de superficie. De
manera general podemos concluir que la capacidad de adherencia de la cepa

22, se observa mejor cuando es crecida en el medio MSB. La pared celular
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de microorganismos Gram-positivos como los Lactobacilos estd compuesta de
peptidoglicano, recubierta por lipidos, proteinas de superficie y polisacéaridos
anionicos y neutrales. Las proteinas de capa S son de interés particular para
Lactobacillus porque cubre la pared celular en arreglos bidimensionales. Los
componentes de los medios de cultivo posiblemente estan modificando las
estructuras de  superficie, como proteinas, exopolisacaridos y acidos
lipoteicos presentes en la pared celular de las bacterias, estas estructuras,
contribuyen a las propiedades de adherencia y deberian tomarse en
consideracion para el proceso de adhesion al tracto gastrointestinal. (Schéar-
Zammaretti y cols., 2005). En la figura 17 se muestran los controles de
células, en la fig.17 A podemos observar la adherencia positiva de EHEC que
corresponde a una adherencia agregativa, y en el panel B, C y D se observan
las células HelLa solamente con el medio de cultivo MRS, MRS* y MSB
respectivamente, se muestra que no hay un efecto citopatico de los

componentes del medio sobre las células HelLa.

Figura 17 . Adherencia control. A. Se muestra el control positivo de EHEC O157:H7 B. se
observan las células HelLa con el medio MRS. C. Se observan las células HelLa con el medio
MRS *. D. Se observan las células HelLa con el medio MSB. Resolucién 100x (Olympus
BX51).
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Este ensayo se realiz6 con la finalidad de evaluar el efecto de los tres medios
de cultivo sobre las células HelLa, como puede observarse que el medio no
estd modificando la morfologia de las células. Es importante tomar en cuenta
gue otros investigadores han encontrado que productos comerciales que
contienen Lactobacilos, éstos no se adhieren o se adhieren débilmente al
epitelio intestinal humano (Wen-Hsin y cols., 2006), y la funcién probidtica se
ve reducida. Por lo tanto, es de gran importancia, que las cepas de estudio
hayan presentado la habilidad de adherirse a lineas celulares y esto podria
verse reflejado en la capacidad de L. para paracasei para adherirse a la
superficie de células intestinales, colonizar el tracto gastrointestinal humano e
iniciar los mecanismos involucrados en evitar el establecimiento de bacterias
patogenas, (Wen-Hsin y cols., 2006).
Por lo tanto, la adherencia es un factor clave que se refiere a la colonizacion
de algunos sitios especificos y la sobrevivencia de microorganismos en
diferentes habitats que depende de su habilidad para adherirse a varias
superficies o capas. Los procesos de adherencia involucran una interaccion
entre moléculas complementarias sobre la superficie del microorganismo
(adhesinas) (Barbu y Balotescu, 2007). La adherencia del patégeno puede
también inhibirse por el impedimento estérico, donde un gran namero de
bacterias beneficiosas puede cubrir sitios del receptor de una manera
especifica, o compitiendo por receptores especificos, que estarian de otra
manera disponibles para los patdgenos. Varias especies probidticas, tales
como L. salivarius, L. gasseri, L.acidophilus, han demostrado capacidad de
inhibicion contra la adherencia del crecimiento de H. pylori, en un modelo
gastrico en célula epiteliales (Garcia y cols., 2007). Por otra parte, varios
probiéticos pueden inhibir la adherencia de microorganismos patdégenos
modificando el estado del glicosilacion del receptor en células epiteliales
usando el factor soluble excretado por los probioticos. Varias bacterias
probidticas previenen y repararan la mucosa inhibiendo el dafio a las
proteinas de ensamble. Los probidticos previenen la unién del patdgeno a las
proteinas cito esqueléticas de las células epiteliales, funcionando, asi como,
una barrera en la mucosa previniendo la secrecion de electrolitos (Garcia y
cols., 2007)
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En el medio MSB se presentaron los mejores resultados en cuanto a:
obtencion de biomasa y recuento bacteriano de cepas de Lactobacillus,
capacidad antagdnica de las cepas hacia E.coli 0157:H7 y Salmonella,
capacidad de adherencia de tipo agregativa de las cepas a lineas celulares.
Hela y la cepa 22 crecida en este medio, fue elegida por cumplir con las
caracteristicas para ser considerada como un probiotico, ya que resulto ser la
gue tuvo mayor crecimiento, y su sobrenadante resulto tener mayor capacidad
antimicrobiana contra los patdogenos evaluados ademas se confirmo su
potencial probidtico descrito por Pérez, 2006. Por tal motivo, se realiz6 la
cinética de crecimiento para evaluar los pardmetros realizados con
anterioridad, ademas de conocer la produccion de acido lactico y el consumo

de glucosa.

9.6 Cinética de crecimiento de la cepa 22 en el med io MSB

Para caracterizar los procesos de fermentacién se evallan los siguientes
parametros: viabilidad, biomasa, produccion de acido lactico, velocidad
maxima de crecimiento (4 max.) que tienen influencia en la optimizacion del
cultivo a escala industrial. En la figura 18, se muestra la comparacién entre los
parametros evaluados durante la cinética: viabilidad, biomasa, &cido lactico
producido, glucosa consumida y pH en condicion estacionaria y en agitacion.
En la figura 18 A, se muestra la Comparacion del recuento de Lactobacilos
con la biomasa alcanzada, bajo condicion estacionaria. En la figura 18 B se
muestra la comparacion de Lactobacilos con la biomasa alcanzada en
condiciones de agitacion. En la figura 18C se muestra la relacion entre el
recuento de Lactobacilos, la glucosa consumida y el acido lactico producido
bajo condicién estacionaria. En la figura 18D se compara el recuento de
Lactobacilos, la glucosa consumida y el acido lactico producido bajo
condiciones de agitacién. En la figura 18 E, se muestra la comparacion entre
el recuento de Lactobacilos con el pH alcanzado durante condicion
estacionaria. En la figura 18 F, se muestra la comparacion entre el recuento

de Lactobacilos con el pH alcanzado durante condicion de agitacion.
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Figura 18 . Cinética de crecimiento del cultivo de Lactobacillus en medio MSB comparando las

condiciones de aireacion. A. Comparacion del recuento de Lactobacilos, con la biomasa

alcanzada, en condicién estatica. B Comparaciéon del recuento celular del cultivo, con la

biomasa, en condicién de agitacion. C. relacién entre el recuento de Lactobacilos, glucosa y

a. lactico. en condicion estacionaria. D comparacion del recuento de Lactobacilos, glucosa y

a. lactico, bajo condicién de agitacion. E, comparacion entre el recuento de Lactobacilos y el

pH alcanzado durante condicion estacionaria. F. comparacion entre el recuento de

Lactobacilos y el pH alcanzado, durante condicién de agitacion.
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Como puede observarse, Enla Fig. 18 Ay 18 B, hubo un mayor recuento de
células viables y de biomasa de Lactobacilos cuando el cultivo se sometié a
condiciones de agitacion en contraste a los datos obtenidos en el cultivo
estatico, esto se explica debido a la presencia y distribucion uniforme de
oxigeno y nutrientes durante la agitacion del cultivo, que permite se
incremente la velocidad de crecimiento y los indices de biomasa. Existen
reportes de Estela y cols., 2007 en los que concluyen que la incorporacion de
cantidades minimas de oxigeno ( condicidon de agitacion ) en el sistema tuvo
un efecto favorable sobre el crecimiento de Lactobacillus plantarum .En la
figl8A, se observa que la fase de adaptacion (lag) fue muy corta, dando inicio
la fase exponencial (log), a las 2 h, de incubacién, periodo relativamente corto,
debido a que el in6culo provenia de un cultivo fresco de 24 h. también se
observa que la fase logaritmica tanto en condiciones estaticas como de
agitacion, se mantuvo hasta las 20 h, alcanzando en este tiempo de
incubacion un recuento méximo de 4.25x10° UFC/ml y 4.95x10° UFC/ml, en el
cultivo estacionario y de agitacion, respectivamente. El recuento de células
vivas durante la cinética no fue estadisticamente significativo, indicando que
condiciones de aerobiosis/agitacién, no influyen en el crecimiento de la cepa
en el mismo medio, y la opcidn de un cultivo estacionario a escala es viable
y de esta manera se evitarian los costos que conlleva un cultivo bajo
condiciones de aerobiosis. En la fig. 18B, se muestran los valores de biomasa
alcanzados durante el crecimiento de Lactobacillus en medio MSB a partir de
las 24 h de crecimiento, de 8.65 g/L en condiciones estacionarias y de 8.7
g/L, en condiciones de agitacion, no encontrando diferencias significativas
entre estas condiciones, estos resultados concuerdan con los datos
reportados por Guerra y cols, donde obtienen valores de 8.63 g/L de
biomasa alcanzados por Lactococos lactis, con un rapido crecimiento
agotando la fuente de carbono presente en el medio (Guerra y cols, 2006).
Después de las 28 h de crecimiento los valores de biomasa de Lactobacillus
permanecieron constantes a través del tiempo en ambas condiciones de
cultivo, debido a que no hay lisis celular (Fig. 18B), en cambio el recuento
de UFC/ml ( Fig. 18A) alcanz0 la fase estacionaria en la curva de
crecimiento a las 20 h hasta las 24 h , al término de esta fase, se observa una
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rapida disminucion en el recuento celular en funcion del tiempo, lo que nos
indica el inicio de la fase de muerte celular, iniciando a las 26 h con un
recuento de 3.70x10® UFC/ml (CE) y 3.95x10® UFC/ml (CA), obteniendo
recuentos cada vez menores hasta las 72 h, la fase de muerte se debe al
agotamiento de nutrientes y reservas de energia y nos indica los tiempos
especificos para detener la cinética de crecimiento, después de hacer la
determinacibn de metabolitos (ac. Lactico, bacteriocinas), de interés. En
ambos figuras, (18 A y 18 B), se observa una relacion entre estos dos
parametros, que va desde la fase de lag hasta la fase estacionaria. Es en esta
fase estacionaria donde los microorganismos suelen adaptarse a la falta de
nutrientes (condicion de latencia): supervivencia prolongada, incremento en la
resistencia a condiciones de stress (salino, térmico, oxidativo, osmatico), etc.
Hay expresion diferencial de genes al entrar al estado estacionario Algunas
células pierden la capacidad de reproducirse, pero se mantienen viables
(viables no cultivables), sin embargo, la produccion exponencial de los
metabolitos, y la velocidad de crecimiento es proporcional al niamero de
microorganismos y nutrientes presentes en el medio (Voget, 2005). Como
puede observarse a partir de las 28 h los valores de biomasa alcanzada
permanecen constantes con respecto al tiempo, se determind la velocidad
especifica de crecimiento (u), para cada uno de los tiempos, y la velocidad
maxima de crecimiento (u max.), de la cepa 22 crecida en medio MSB a las 8
h de incubacién con un valor de 0.2962 y 0.300 bajo condiciones estacionarias
y de agitacion, respectivamente, estos valores son practicamente iguales
comparables por los reportados por otros autores (Rodriguez y cols., 2006) en
donde la p max encontrada fue de 0.234 h™. diferente en un 33% , En la
figl8C, se muestra la comparacion entre el nimero de células de la cepa 22,
la glucosa consumida y el acido lactico producido en funcién del tiempo, bajo
condicion estacionaria , En la fig 18D se muestra la comparacion entre el
acido lactico producido y la glucosa consumida, en funcion del tiempo bajo
condicion de agitacibn, como puede observarse a medida que el
microorganismo entra en la fase de crecimiento exponencial la glucosa
empieza a consumirse, este mismo patron se observa en ambas condiciones
de aireacion ( figl8C y fig. 18D), en donde hay una relacion entre el nimero

de células producidas y el consumo de glucosa, En el tiempo 24 cuando se
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alcanza el maximo numero de células viables, la glucosa tiene una
disminucién del valor inicial de 20g/L, tiempo 0 h, encontrando 13.95 g/L y
14.1 g/L bajo condiciones estacionarias y de agitacion respectivamente, como
puede observarse la velocidad de consumo de glucosa es mayor bajo
condiciones de agitacion, con lo que concuerda con lo ya descrito
anteriormente que durante la agitacion se obtiene una distribucion uniforme de
oxigeno y nutrientes, que permite se incremente la velocidad de crecimiento y
por lo tanto el consumo de glucosa es mayor. El consumo de glucosa no
permite determinar la afinidad del microorganismo por el sustrato y su
efectividad en la produccion de metabolitos de interés como las bacteriocinas.
En la figura 18C y 18D observamos que a medida que se consume la glucosa
la produccién de acido lactico en el medio aumenta, como se muestra una
clara correlacion entre la glucosa consumida y el &cido lactico producido bajo
condiciones estaticas y de agitacion en las que no se encontrd diferencia
significativa entre estos valores. Como se observa la glucosa alcanza su
minima concentracion a las 72 h con 7.02 g/L (fig. 18C) y 7.47g/L (Fig. 18D),
bajo condicion estacionaria y de agitacion respectivamente, y el acido lactico
producido fue de y 9.18 g/L para condicion estacionaria y 9.15 g/L, en
condicion de agitacion, tampoco se encontré diferencia significativa entre
ambas condiciones. Este comportamiento puede describirse como un
proceso con generacion de metabolitos primarios que estan parcialmente
asociados al crecimiento celular y se dan luego de que las células han
alcanzado su madurez. La presencia de altas cantidades de azucares en el
medio de fermentacion y al final de la fermentacion 16 g/L indican que otro
factor (algunos compuestos como los aminoacidos, péptidos, vitaminas o
cationes, suplementados con el extracto de levadura empezaron a limitar el
crecimiento que fue severamente inhibido por el pH final cerca de 4.6
alcanzado al final de la fermentacion, se hace mas pronunciado debido al
consumo doble entre el microorganismo y la generacion de metabolitos. La
cinética de generacion del acido lactico, como producto de fermentacion de la
cepa de Lactobacillus para paracasei presenté un comportamiento similar bajo
las diferentes condiciones de aireacion, encontrandose a las 24h un valor de
1.34 g/L bajo condicién estacionaria (Figura 18 C) y de 1.74 ¢g/L, bajo

condicion de agitacién (Figura 18D) no se encontré diferencia significativa
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entre estos valores. Como se observa en las figuras 18C y 18B, hay una
relacion ente la generacion de acido lactico y el crecimiento es decir a medida
gue aumenta el crecimiento hay mas generacion de producto esto se observa
claramente en la fase exponencial este comportamiento indica una produccion
de metabolitos generados por el microorganismo, podria ser en una
proporcién de acido lactico y otros compuestos que acidificaron el medio,
como se describe en la literatura, El tiempo en el que se logra una
concentracion maxima de acido lactico en el medio coincide con el maximo
valor de recuento celular obtenido, lo que indica que es un producto asociado
parcialmente al crecimiento celular. Por ello en la etapa primera del proceso,
gue coincide con la fase de adaptacion del microorganismo, existe una
concentracion de acido lactico inicial; esto es similar con lo reportado por
(Tsuchiya, 2003). En la figura 18E y 18F se muestra la correlacion, entre el
recuento de Lactobacillus y el pH alcanzado bajo diferentes condiciones de
aireacion, un valor de pH, que tratandose de una bacteria lactica cuya ruta
metabdlica es heterofermentativa, es muy importante saber, el valor de pH de
4,7 alcanzado al final de la fermentacion; este valor no es muy adecuado para
la produccién, se inhibe a valores de pH bajos entre 5 y 4,5 De acuerdo a
otros investigadores el pH 6ptimo para el transporte de nutrientes usualmente
varia entre 6.0 y 6.5 disminuyendo rapidamente por esta razén la falta de
crecimiento a pH &cido es probablemente ser la causa por una limitacion de
los procesos citoplasmaticas como acidificacion del citoplasma o el colapso de

la fuerza motriz.
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10. CONCLUSIONES

> El crioprotector glicerol resulto ser el mejor para la conservacion de las
cuatro cepas de Lactobacillus.

» El medio MSB favorecié un recuento viable y produccion de biomasa,
mejor comparado con los demas medios evaluados.

> El medio MSB, resulto ser significativamente mas econémico, con un
costo de $54.56, MN en comparacién con $103.68 MN, del medio MRS
(Oxoid).

» Las cepas de estudio crecidas en el medio MSB y los sobrenadantes
presentaron actividad antagonista contra EHEC y Salmonella entérica
serovar Typhi lo que resulta de gran interés para la industria de los
alimentos y conservacion de estos.

» La actividad antagonica de los sobrenadantes es indicativo de la
presencia de sustancias antimicrobianas, como las bacteriocinas.

» Las cepas de Lactobacillus para paracasei presentaron un patrén de
adherencia agregativa sobre las células HelLa, confirmando una de sus
caracteristicas probioticas.

» Se observO un mayor numero de microorganismos adheridos
previamente crecidas en el medio MSB, seguido del medio MRS* y al
final del medio MRS.

» Se mostraron algunas diferencias en cuanto a tamafio y grosor de los
Lactobacilos adheridos a las células, debido quiza a la composicién del
medio de cultivo.

> La cepa 22 fue elegida para realizar la cinética, por los resultados
obtenidos en los parametros evaluados, biomasa, antagonismo,
adherencia, etc.

» Los recuentos bacterianos en condicion estacionaria y de agitacion, no
presentaron diferencias significativas, es decir, no hay un efecto
significativo de ésta condicion de aireacion, sobre el recuento de la
cepa 22.

» La biomasa producida durante la cinética de crecimiento no fue

estadisticamente significativa, presentando un valor maximo a las 24h
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de crecimiento de 8.65 g/L en condicidn estacionaria, y un valor 8.7
g/L en condicion de agitacion.

El consumo de glucosa durante la fermentaciéon en ambas condiciones
no fue estadisticamente significativo presentando un valor maximo de
consumo a las 24 h. de 13.95 g/L y 14.1 g/L bajo condicion estacionaria
y de agitacion, respectivamente.

El &cido lactico producido en condiciones de agitacion fue de 1.74 g/L y
en cultivo estatico 1.34 g/L. Los valores fueron muy similares y no
tuvieron significancia estadistica.

Las bacterias se adaptan durante su crecimiento a la presencia de
acido Lactico producido en el Medio MSB.

La produccion biotecnolégica de este microorganismo, puede llevarse a

cabo en cultivos estaticos, reduciendo costos para su elaboracion.
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11. PERSPECTIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Desarrollo a escala piloto e industrial del cultivo con potencial
probidtico.

Realizar la microencapsulaciéon de la cepa probidtica y evaluar la
sobrevivencia de la cepa Lactobacillus para paracasei adicionada en un
alimento

Aislamiento y purificacion de las bacteriocinas producidas.

Acondicionar el medio con otros componentes para optimizar la
produccion de biomasa y bacteriocinas

Realizar estudios clinicos en seres humanos, utilizando la cepa de

Lactobacillus aislada de aguamiel, para evaluar su potencial probiotico
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13. ANEXOS

< BUFER DE FOSFATOS SALINO (PBS)
NaCl 8.0 gr
KCI 0.2 gr
Na,HPO4 1.44 gr
KH,PO, 0.24 gr

Disolver en 800 ml de agua destilada. Ajustar pH 7.2 .Aforar a un litro.

Mantener a T° ambiente.

Calentar un poco hasta disolver la sal. Dejar enfriar y guardad a 4°C

TINCION DE GRAM :

< COLORANTE YODO GRAM
Yodo 1g
Yoduro de potasio 2 gr
H20 destilada 100 ml

Mezcle en un mortero, el yodo y el yoduro de potasio moler finamente y afadir

una pequefa cantidad de H,O para lavar el material, agregar el resto de agua

s COLORANTE SAFRANINA GRAM

Safranina 0.25 gr
Etanol 95% 10 ml
H20 destilada 100 ml

Disolver la safranina en el alcohol, mezclar bien y disolver. Filtrar la solucion

para Su uso.
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% ALCOHOL/ACETONA VIV

Alcohol 95% 50 ml

Acetona 50 ml

s COLORANTE CRISTAL- VIOLETA GRAM

SOLUCION A
C. VIOLETA 2.0 gr
ETANOL 95% 20 ml

SOLUCION B
Oxalato de amonio 0.8 g
H,O destilada 80 ml

Se mezclan las 2 soluciones 1 en otra hasta disolver

AGAR MRS AGAR MAN, ROGOSA Y SHARPE (SELECTIVO, OXOID)
Peptona 10 g

Extracto de carne 8 gr
Extracto de levadura 4 gr
D-Glucosa 20 gr

Acetato de sodio 5 gr
Citrato triamonico 2 gr
Sulfato de magnésio 0.2 gr
Sulfato Manganeso 0.05 gr
Agar-Agarl/ g

Tween-80 1 ml/Lt

MEDIO DE CULTIVO MSB
Glucosa 20 g/L
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Triptona 20 g/L
Melaza 20 g/L

KHPO4 5 g/L

Leche de soya 100 g/L

MEDIO DE CULTIVO MRS MODIFICADO (MRS*)
Extracto de levadura 7.5 g/L

Glucosa 20g/L

Fosfato dipotasico 2 g/L

Triptona 12.5 g/L

Cianocobalamina 1.0mg/L

96






