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RESUMEN

El pulque es una bebida alcohdlica tradicional mexicana, no destilada, producida por la
fermentacion del aguamiel, que se extrae a partir de diversas especies de agave. El
pulque se considera por tradicién una bebida saludable y se ha usado en la medicina
tradicional, sobre todo en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales. Estas
propiedades benéficas en la actualidad pueden explicarse por la actividad probittica y
prebidtica de los microorganismos y compuestos del pulque, respectivamente. La
actividad probiética se asocia a la presencia de una gran diversidad de bacterias acido
lacticas (BAL), destacando las pertenecientes al género Lactobacillus. Este grupo
bacteriano también ha sido relacionado con la produccion de péptidos antimicrobianos,
qgue pueden ser utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica (bacteriocinas y
peptidoglucano hidrolasas). En este trabajo se evalué el potencial probiético y la
produccion de péptidos antimicrobianos in vitro de 12 cepas acido lacticas aisladas de
muestras de pulque provenientes de dos localidades del estado de Puebla y una de
Oaxaca, ademas de la cepa L. acidophilus NCFM como control positivo. Todas las
cepas pertenecen al género Lactobacillus, de las especies: plantarum, brevis,
paracasei, casei, pentosus Yy ghanensis. Once cepas mostraron resistencia a
condiciones de acidez (pH 2) y sales biliares (0.3 y 0.5%), presentando porcentajes de
sobrevivencia de 61 a 88% y de 66 a 97%, en dichas pruebas, respectivamente.
Ademas de esto, las 11 cepas mostraron actividad antimicrobiana por el ensayo de
difusion en agar contra los patdgenos: Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Salmonella typhi, con halos de inhibicion de 2.8 a 4 mm. Por otra parte, mediante el
método de mancha en el césped y pruebas de hidrélisis con extractos enzimaticos
semipurificados se determiné que ocho de las cepas con actividad antimicrobiana
debian dicha actividad a la produccién de péptidos antimicrobianos: pudiendo tratarse
de bacteriocinas o de peptidoglucano hidrolasas. Los péptidos antimicrobianos son de
importancia en el tratamiento de infecciones por microorganismos patdgenos porque no
generan resistencia como es el caso de los antibioticos. De las once cepas con posible
potencial probidtico destacan las identificadas como L. ghanensis y L. brevis, por
presentar mayor resistencia que la cepa control en las pruebas de acidez y sales
biliares. En general, los resultados obtenidos en este trabajo apoyan estudios previos
gue asocian los beneficios del pulque a la presencia de bacterias acido lacticas del
género Lactobacillus. Por otra parte, es relevante hacer mencion que es la primera vez
gue se realizan pruebas in vitro para la deteccion de péptidos antimicrobianos.
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1. INTRODUCCION

El pulque es una bebida alcohdlica tradicional mexicana, no destilada, producida por la
fermentacion de la savia (aguamiel), que se extrae a partir de diversas especies del
género Agave, principalmente Agave americana, A. atrovirens, A. mapisaga y A.

salmiana [1,2].

El aguamiel es un medio favorable para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos asociados al ambiente que rodea a la planta de maguey. A través de
las interacciones entre la microbiota y el aguamiel se favorecen los procesos
fermentativos que proporcionan las caracteristicas finales del pulque. Ademas, de
acuerdo a reportes en la literatura, el pulque proporciona diversos beneficios a la salud,
principalmente asociados a enfermedades gastrointestinales. Estos beneficios se han
atribuido a la gran variedad de bacterias acido lacticas presentes en este producto
tradicional.

En un estudio realizado por Escalante et al. [3] se reportd que el 80.97% de la
microbiota del pulque pertenece a las bacterias &cido lacticas, entre las que se
destacan diferentes especies de Lactobacillus; siendo L. acidophilus la mas abundante.
Con base en lo anterior, se han realizado varios estudios de aislamiento,
caracterizacion y evaluacion del potencial probidtico de las bacterias acido lacticas
presentes en el pulque. Arenas-Cedillo [4] realizé la evaluacion de 146 cepas aisladas
de muestras de pulque pertenecientes a la region Mixteca de Oaxaca. En dicho estudio
se realizaron pruebas in vitro de resistencia a pH acido y a sales biliares, asi como de
inhibicion del crecimiento de microorganismos patdégenos. Como resultados del estudio,

se reportaron 15 cepas con potencial probiotico.

Las bacterias acido lacticas también han sido relacionado con la produccion de
péptidos antimicrobianos, que pueden ser utilizados en la industria alimentaria y
farmacéutica (bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas). Los péptidos antimicrobianos
son de importancia en el tratamiento de infecciones por microorganismos patégenos

porque no generan resistencia como es el caso de los antibiéticos [5,6].



En el presente trabajo se determiné el potencial probiético de cepas aisladas del pulque
por medio de pruebas in vitro. Ademds, en el caso de las cepas con actividad
antimicrobiana se evaludé esta actividad en funciéon de la produccion de péptidos

antimicrobianos.



2. ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE
2.1. El pulque
2.1.1. Importancia en México

El pulque se caracteriza por ser una bebida blanca, con bajo contenido de alcohol, no
clarificada, acida y de aspecto viscoso. La produccién de pulque implica tres tipos de
fermentacién: &cida, alcohdlica y viscosa. Por lo tanto, la diversidad de
microorganismos asociados es compleja dado que se compone de cultivos mixtos de

bacterias y levaduras [1,2].

El pulque es considerado un icono gastronémico y cultural mexicano, y como lo
atestiguan vestigios arqueoldgicos es probablemente la bebida alcohdlica mas antigua.
Los aztecas lo llamaron vino metoctil o de agave (del nahuatl metl = agave o maguey +
octli = vino), asi como iztacoctlli o vino blanco (de izac, blanco y octli, vino). Diferentes
leyendas atribuyen el origen del pulque a la civilizacion Tolteca establecida en la ciudad
de Tula. Sin embargo, fueron los aztecas quienes desarrollaron un pleno dominio de las
técnicas de produccion de aguamiel y pulque. Los aztecas establecieron las pautas

morales para el consumo y el uso religioso del pulque [1,2].

Ante la caida del imperio Azteca, el pulque perdid6 su importancia religiosa
prevaleciendo s6lo como una bebida popular tradicional. Con la llegada de los
esparfioles hubo un rapido crecimiento de las actividades productivas y comerciales del
pulque, llegando a su florecimiento a finales del siglo XVIII, con el desarrollo de
haciendas pulqueras. Desde 1779, la produccién y comercializacion de esta bebida se
convirtid en una de las actividades econdmicas mas importantes de la Nueva Espafia
[1,2].

El pulque pas6 por dos etapas criticas, durante el movimiento de independencia (1810-
1821) y al inicio del movimiento revolucionario (1910). Después del movimiento de
independencia, la agroindustria pulquera florecié y alcanzé su mejor momento al
comienzo del siglo XX, con una produccion anual de 500 millones de litros de pulque

obtenidos de alrededor de 140 millones de plantas de agave. Sin embargo, al inicio del



movimiento revolucionario factores como la inestabilidad social, la introduccién de
compariias cerveceras y una fuerte campafa de desprestigio llevaron al declive de la

industria pulquera [1].

Actualmente, las é&reas de produccion de agave pulguero mas importantes se
encuentran en los estados centrales de México, destacando Hidalgo, Tlaxcala, Puebla,
Aguascalientes, Estado de México y otros. En la Tabla 1 se muestra la produccién de
maguey pulquero en toneladas y porcentaje. De acuerdo al Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en el afio 2013, el estado que destaca como mayor
productor de maguey pulguero es Hidalgo con un 86.7%, que junto con Tlaxcala
representan el 97% de la produccion del pais [7].

No obstante, el pulque practicamente ha desaparecido del mercado urbano, sélo se
encuentra en pulquerias ubicadas en barrios populares de algunas ciudades
importantes de la Republica. En las zonas rurales, el pulque sigue siendo una bebida
estimulante que se asocia a la poblacion de bajos ingresos econdmicos. En la
actualidad, se estan realizando esfuerzos importantes para conservar esta bebida
ancestral mexicana; por ejemplo, el pulque se promueve en los restaurantes de comida

mexicana y festivales gastronomicos [1,2].

Tabla 1. Produccién de maguey pulguero en toneladas [7].

Ubicacion Produccion (ton) Produccion (%)
Hidalgo 437,210 86.7
Tlaxcala 51,987 10.3
Puebla 5,828 1.2

Aguascalientes 5,355 1.1
México 3,123 0.6
Otros 862 0.2

De acuerdo a la tradicion popular mexicana, el pulque ha sido considerado como una

bebida saludable debido a que es una buena fuente de energia, vitaminas y



aminoé&cidos esenciales. Entre los aminoacidos mas importantes estan la lisina y el
triptéfano, que son generalmente insuficientes en la dieta mexicana [1,2,8]. Para los
indigenas modernos Otomies que viven en el valle del Mezquital el pulque constituye
parte de la dieta basica; representando la segunda fuente de energia y la tercera fuente
de proteinas. En dicha poblacion el pulque representa la principal fuente de vitamina C,
y la segunda de tiamina, riboflavina, calcio y hierro biodisponible [1]. De acuerdo a un
estudio sobre el consumo de pulgue en varias comunidades del Estado de México, se
reporta que una ingesta diaria de 500 mL de pulque provee 215 kcal, 45% de vitamina
C, 10% de niacina, 7% de tiamina, 6% de riboflavina, 15% de hierro, y cantidades

adecuadas de lisina y tript6fano [1,2].

Desde la época prehispéanica, se asocia el consumo de pulque con diversos beneficios
en la alimentacion, ademas de sus usos en la medicina tradicional. El pulque se ha
usado ampliamente en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales [1].
Actualmente, con el auge de los estudios de alimentos funcionales, estos efectos
benéficos pueden explicarse por la actividad probidtica y prebidtica de los componentes
del pulque. Otros beneficios asociados al consumo del pulque son el control de
dispepsia, anemia, anorexia, vertigo, dolor de cabeza severo, infecciones urinarias,
sifilis, asi como para el incremento de produccion de leche durante la lactancia, contra

el fallo agudo y cronico de los rifiones, entre otros [3,9].

2.1.2. Proceso de produccién

El proceso tradicional de produccion de pulque inicia con la extraccion del aguamiel,
gue se obtiene de diversas especies de Agave, principalmente Agave americana, A.
atrovirens, A. mapisaga y A. salmiana, y con una menor calidad de A. altisima y A.
lehmannii. Las especies de agave mencionadas, crecen principalmente en suelos
secos, climas frios y altitudes entre 1800 y 2700 msnm, condiciones que favorecen la
produccion de un aguamiel de calidad alta. Por lo antes mencionado la zona mas

importante para el cultivo del maguey pulquero se localiza en los estados de Hidalgo,



Estado de México, Tlaxcala y en algunas regiones del Distrito Federal, Michoacan y
Morelos [1,2].

El aguamiel se extrae de agaves maduros que han alcanzado entre 7 y 10 afios de
edad, y que estan a punto de producir su inflorescencia (quiote). La maduracién varia
en funcién de diversos factores, como son la especie, las condiciones climatolégicas y
la presencia de nutrientes en el suelo [1].

Para la extraccion del aguamiel se realiza una operacién que se denomina castrado o
capado, que consiste en retirar algunas pencas centrales del agave, y hacer una
cavidad (cajete) en el tallo de la planta. El cajete se cubre con hojas de agave o con
una piedra de tamafo suficiente que evite la exposicion de la cavidad al medio

ambiente [1,2].

Posteriormente se realiza una operacion de raspado, que promueve el flujo de la savia
del agave y su acumulacion en la cavidad. Seguido de este proceso se inicia la
recoleccion de aguamiel, que se realiza dos veces al dia, mediante succion oral a
través de un recipiente largo y oblongo denominado acocote, que consiste en el fruto
seco y hueco de la planta Lagenaria siceraria (calabaza). El aguamiel se transfiere a
contenedores, que tradicionalmente eran de piel de cabra o cerdo, y recipientes de
madera; sin embargo, recientemente, se ha extendido el uso de recipientes de plastico
para este fin. Después de cada recoleccion se repite el raspado, para evitar la
regeneracion de tejido del cajete. La recoleccién tiene una duracion de 3 a 6 meses,
con una produccion aproximada de 1000 L de aguamiel. ElI volumen de produccion
varia a lo largo del periodo de cosecha, en un inicio la planta produce alrededor de 0.4

L/dia, llegando a aumentar de 4 a 6 L/dia [1].

El proceso de elaboracion del pulgue termina con la fermentacion, que puede durar
varias horas, dependiendo de la calidad del aguamiel, la madurez del pulque usado
como inoculante, el contenido microbiano y la temporada de produccién. La
fermentacion inicial se realiza en recipientes hechos de diferentes materiales (cuero,
madera, plastico, fibra de vidrio) colocados en un cuarto denominado tinacal. Este

proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente y dura varias semanas, dependiendo



de la temporada (desde una semana en verano hasta cuatro semanas en invierno),
hasta detectar sabores alcohdlicos y acéticos, y la presencia de una capa blanca de

sobrenadante denominada “zurrén” [1,2].

2.1.3. Microbiologia del pulque

El aguamiel es un medio favorable para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos que se asocian al ambiente que rodea la planta de maguey: las
paredes del cajete, el aire, el polvo, los insectos, la cubierta del cajete y las
herramientas utilizadas durante el proceso de raspado y recoleccion de aguamiel. A
traveés de estas interacciones se favorece la inoculacion espontanea del aguamiel y el
comienzo de los diversos procesos fermentativos que conducen a la produccion del

pulque.

En el periodo de 1946-1957 Sanchez-Marroquin [1,2] realizé los primeros estudios
sobre la microbiota del pulque y propuso que los microorganismos esenciales en el
proceso fermentativo son las especies pertenecientes a los géneros Leuconostoc y
Lactobacillus para las fermentaciones viscosa y acido lactica, respectivamente y
Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion alcohdlica. Este
investigador reportdé que la fermentacidon combinada de estos microorganismos en
aguamiel estéril, producia un producto final comparable en contenido de alcohol,
viscosidad y acidez con el pulque tradicional. Sin embargo, estudios recientes sobre la
microbiologia del aguamiel y del pulque demuestran la presencia de una compleja

diversidad microbiana de bacterias y levaduras [3,10].

En un estudio realizado por Escalante et al. [3] se analizaron tres muestras diferentes
de pulgue, provenientes de Aculco en el Estado de México, Huitzilac en Morelos y
Tizayuca en Hidalgo. Por medio de un estudio filogenético se determiné que el grupo
predominante de microorganismos fue el de las bacterias acido lacticas, presentes en
un 81%. Con este estudio se demostré la presencia de especies comunes y especies

Unicas en cada una de las tres muestras de pulque analizadas. En la Tabla 2 se



muestra la identidad de los clones secuenciados, siendo las bacterias del género
Lactobacillus el grupo predominante. Por otra parte, las cepas reportadas
anteriormente por Sanchez-Marroquin como microorganismos esenciales en la
fermentacion del pulque, Leuconostoc mesenteroides y Z. mobilis fueron detectados en

una proporcién minoritaria.

Por otro lado, Escalante et al. [10] estudiaron la dinamica de crecimiento microbiano
durante la fermentacion del pulque por medio del analisis de muestras del producto de
fermentacion, usando técnicas dependientes e independientes de cultivo. La microbiota
nativa en el aguamiel estaba conformada por las especies pertenecientes al género
Leuconostoc, Lactococcus y al grupo de y-Proteobacterias. En el estudio al inicio de la
fermentacion predominaron las especies pertenecientes al género Lactobacillus, asi
como Zymomonas mobilis, bacterias del género Bacillus, y-Proteobacterias-
Xantomonadales y la levadura Saccharomyces cerevisiae. Al avanzar el proceso de
fermentacion disminuyeron las poblaciones de y-Proteobacterias, surgieron bacterias
acido-acéticas pertenecientes al género Acetobacter y se incrementaron las
poblaciones de Lactobacillus, Z. mobilis y S. cerevisiae, las cuales predominaron hasta

el final de la fermentacion.



Tabla 2. Caracterizacion de la diversidad microbiana presente en muestras de pulque de tres localidades. [3]

Clones identificados

No. (%) de clones detectados en cada libreria de ADNr 16S

Aculco Huitzilac Tizayuca
Subdivision Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus
Lactobacillus cepa ASF360 AFI57050 87 (44.16) 107 (52.71) 51 (26.98)
Lactobacillus acidophilus M99740 73 (37.05) 8 (4.27) 45 (23.80)
L. kéfir AB024300 6 (3.04) ND 3(1.58)
L. acetotolerans M58801 2 (1.01) ND 9 (4.76)
L. hilgardii M58821 ND 5 (2.67) ND
L. plantarum D79210 ND ND 1 (0.53)
Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides AB023242 16 (8.12) 1 (0.53) 47 (24.86)
Leuconostoc pseudomesenteroides AB023237 ND 4(2.13) ND
Subdivision Arthrobacter
Microbacterium arborescens AB007421 ND ND 3(1.58)
Subdivision Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides
Flavobacterium johnsoniae M59051 ND ND 2(1.05)
Subdivisién a-Proteobacteria
Acetobacter pomorium AJ001632 ND 4(2.13) ND
Gluconobbacter oxydans AF127396 ND 59 (31.55) ND
Zymomonas mobilis AF281034 ND 2 (1.06) 2 (1.05)
Subdivisiéon B-Proteobacteria

Hafnial alvei 283203 11 (5.58) ND 26 (13.75)

ND, No detectado.



Adicionalmente, considerando la diversidad de microorganismos presentes en el
pulque, Valadez-Blanco et al. [11] realizaron un estudio para determinar las fuentes de
variacién en la microbiota del pulgue en muestras de tres ranchos en el municipio de
Tamazulapan, del Estado de Oaxaca. A partir de estos estudios, se concluy6 que los
perfiles microbianos entre las muestras de aguamiel de los tres ranchos, fueron muy
diferentes. Por otra parte, considerando que existen muchas fuentes de variabilidad en
la produccion del pulque, los investigadores siguieron el perfil microbiano de aguamiel y
pulque a partir de una sola planta en un periodo de 5 semanas, para eliminar la
variabilidad de rancho a rancho. Los resultados indicaron que se lleva a cabo un
proceso de fermentacién desde que el aguamiel esta en el cajete, lo que contribuye a
gue la microbiota del aguamiel no sea constante sino que cambie con el tiempo. Debido
a lo anterior, los autores concluyeron que la microbiota final en el pulque también

depende del tiempo de colecta del aguamiel [11].

2.2. Bacterias acido lacticas
2.2.1. Generalidades

El estudio de la fermentacion acido lactica fue iniciado por Louis Pasteur entre 1857 y
1863. Diez afios después en 1873 Joseph Lister obtuvo la primera cepa pura de una
bacteria acido lactica (BAL). En general, las bacterias acido lacticas se caracterizan por
ser gram-positivas, no esporuladas, catalasa negativas, aerotolerantes, acido tolerantes
y organotroficas. Este grupo de bacterias se distingue principalmente por su capacidad
de llevar a cabo la fermentacion de azucares para formar acido lactico como producto
principal [12—-14].

Las bacterias acido lacticas incluyen cocos y bacilos, siendo los géneros mas
importantes Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
entre otros. Muchas BAL han sido clasificadas como sustancias generalmente
reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en inglés) por la FDA (Food and
Drug Administration) [12,13].
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Recientemente, varias especies de bacterias acido lacticas, han sido usadas en la
produccién y conservacion de alimentos; principalmente debido a que algunas de estas
especies han sido reconocidas como probiédticas. Sin embargo, se ha reportado que la
actividad probidtica es diferente para las diversas especies BAL [12].

2.2.2. Identificacion de bacterias acido lacticas

Debido a la importancia actual de las bacterias &cido lacticas en el area de los
alimentos y nutracéuticos, su identificacion y caracterizacion es de gran interés
cientifico y tecnoldgico. Se pueden llevar a cabo andlisis morfolégicos y pruebas
bioquimicas; sin embargo, estos son ambiguos, porque mas de una especie 0 género
bacteriano puede tener caracteristicas similares y crecer en ambientes iguales o
parecidos. Ademas de esto, la identificacion a nivel de especie mediante pruebas
fenotipicas se considera poco confiable [15].

En la actualidad, la identificacion genotipica de las cepas bacterianas se enfoca
principalmente en la aplicacion de métodos de biologia molecular. La diferenciacion de
una variedad de microorganismos se ha realizado mediante analisis de restriccion de la
amplificacion del gen ADNr 16S. Esta técnica se ha aplicado para la identificacion de
bacterias del género Lactobacillus aislados de productos lacteos, asi como de muestras
fecales y vaginales de seres humanos. La comparacion de las secuencias con un
banco especializado de datos permite obtener de manera precisa la identificacion

taxondmica del microorganismo aislado a nivel de género o especie [15-17].

Los ribosomas son organulos complejos y especializados, que sirven a los organismos
para la sintesis de proteinas. El coeficiente de sedimentacion del ribosoma bacteriano
es de 70S, expresado en unidades Svedberg, el cual puede disociarse en dos
subunidades, de 50S (grande) y 30S (pequefia). Estas subunidades son complejos
ribonucleoproteicos constituidos por proteinas ribosdmicas y moléculas de ARNr
especificas. La subunidad 30S contiene el ARNr 16S y 21 proteinas diferentes. El ARN

16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1,500 pares de bases (pb), también
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denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S), y es comunmente utilizado para obtener
informacion filogenética y taxondmica. Al analizar la secuencia de los ARNr 16S de
distintos grupos filogenéticos se revela la presencia de una o mas secuencias
caracteristicas que se denominan oligonucleétidos firma, los cuales permiten clasificar
a una determinada cepa bacteriana dentro de un grupo especifico. La técnica de
identificacion molecular basada en el andlisis de gen ADNr 16S consta principalmente
de tres etapas: 1) amplificacion del gen, 2) determinacion de la secuencia de
nucleotidos y 3) andlisis y comparacion de la secuencia contra una base de datos de
secuencias genéticas [15,18].

2.3. Probiéticos
2.3.1. Definiciéon

El término probidtico es relativamente nuevo y significa “a favor de la vida”. En la
actualidad este término se utiliza para denominar a los microorganismos que causan
efectos benéficos a los seres humanos y a los animales. Eli Metchnikoff [19] realizé la
primera observacion de la funcion positiva desempefada por algunas bacterias en el
ser humano, en el que afirmé que “la dependencia de los microbios intestinales con
respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora de
nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles”. Antes de eso,
Henry Tissier [20] ya habia observado que los nifios con diarrea tenian en sus heces un
escaso numero de bacterias caracterizadas por una morfologia peculiar en forma de
“Y”. Tissier reportd que estas bacterias “bifidas” eran, por el contrario, abundantes en

ninos sanos.

Sin embargo, no fue hasta 1960 cuando se acufid la palabra probidtico para designar a
las sustancias producidas por microorganismos que promueven el crecimiento de la
microbiota intestinal [21]. Muchas han sido las definiciones propuestas para el término
probidtico; Fuller [22] definid el término como “un suplemento dietético a base de
microbios vivos que afecta beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio

intestinal”. Havenaar y Huis in 't Veld [23] lo definieron como “un monocultivo o cultivo
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mixto de bacterias viables que, cuando se aplica a animales o seres humanos, afecta
beneficiosamente al huésped mejorando las propiedades de la flora autéctona”. Sin
embargo, la definicibn mas reciente y aceptada es la propuesta por la FAO/OMS [24]:
“microorganismos vivos que, administrados en concentraciones adecuadas, pueden
proveer un beneficio a la salud del hospedero”. Los microorganismos probiéticos deben
ser resistentes a las condiciones del tracto gastrointestinal, tener la capacidad de inhibir
microorganismos patégenos, ser capaces de adherirse al epitelio intestinal, estimular el

sistema inmune, ser cultivos inocuos, ademas de ser viables al momento de su

consumo (Figura 1) [24-26].
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Figura 1. Criterios que debe cumplir un microorganismo probidtico.
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2.3.2. Beneficios de los probidticos a la salud humana

Actualmente, diversas cepas bien caracterizadas de Lactobacillus y Bifidobacterium
estan comercialmente disponibles para reducir el riesgo de infecciones
gastrointestinales o incluso tratar estas enfermedades. Entre los efectos benéficos de
los probidticos se ha reportado la mejora de la salud intestinal, la estimulacién y el
desarrollo del sistema inmune, la sintesis y la mejora de la biodisponibilidad de los
nutrientes, la reduccion de sintomas de intolerancia a la lactosa y la reduccién del

riesgo de algunas enfermedades degenerativas como algunos canceres [25,27,28].

El desarrollo de terapias alternativas basadas en el suministro de microorganismos
probidticos esta adquiriendo gran importancia debido a la rapida aparicion de cepas
patdgenas resistentes a los antibioticos, y los efectos adversos de éstos sobre la flora
intestinal. Se ha reportado que la infeccion frecuente por patdgenos puede aumentar el
riesgo de contraer enfermedades mas agudas. Entre las propiedades atribuidas a los
probidticos estan su actividad antimicrobiana, anticancerigena, antiaterogénica,
antidiabética. Asimismo se ha reportado que los probioticos tienen capacidad como
mejoradores inmunolégicos, productores de acidos grasos de cadena corta y para la

prevencion y reduccion de la obesidad [25-32].

Por otra parte, los probidticos han demostrado ser eficaces en diversas condiciones
clinicas especificas, que van desde diarrea infantil, enterocolitis necrotizante, diarrea
asociada a antibioticos, infecciones por Helicobacter Pylori, entre otras. A continuacion

se muestran algunos reportes de los beneficios asociados a los probioticos [21]:
e Enterocolitis necrotizante.

Es un trastorno devastador al cual esta expuesto un recién nacido prematuro si se
encuentra en una unidad de cuidados intensivos neonatales. La enfermedad se
caracteriza por distension abdominal, vomitos biliosos, diarrea con sangre, letargia,
apnea y bradicardia. La mortalidad varia de 20 a 30% Yy los sobrevivientes tienen
secuelas a largo plazo como sindrome del intestino corto, obstruccion intestinal y fallo

multiorganico. En bebés prematuros se han observado cantidades menores de
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Lactobacillus y Bifidobacterium en sus heces. Este hallazgo sugiere una correlacién

inversa entre las bacterias acido lacticas y la enterocolitis necrotizante [33].
e Infecciones por Helicobacter pylori.

Esta bacteria es una causa importante de gastritis cronica y Ulcera péptica, y ademas
es un factor de riesgo para enfermedades malignas como el cancer. Los tratamientos
para la erradicacion de H. pylori a base de antibi6ticos son 90% eficaces. Sin embargo,
estos tratamientos son costosos y causan efectos secundarios, asi como resistencia a

los antibidticos [34].

Guetarni et al. [35] realizaron pruebas in vitro e in vivo de la actividad antimicrobiana de
cepas acido lacticas contra cepas de H. pylori. Para las pruebas in vitro los autores
utilizaron el método de difusion en agar. Por otra parte, para las pruebas in vivo se
utilizaron dos grupos de ratones que fueron inoculados por una semana con H. pylori
TN2GF4, después de tres semanas los grupos infectados fueron tratados por 7 dias
con E. faecium. La determinacion de células viables de H. pylori se realizé por conteo
mediante una biopsia gastrica. Las cepas probidticas fueron determinadas en las heces
frescas de ratones tratados mediante conteo. Los autores reportaron una inhibicion
significativa de E. faecium contra H. pylori en la prueba in vitro, por lo cual fue llevada a
la prueba in vivo. La cepa en la prueba in vivo redujo la colonizacion H. pylori en el

estbmago con un porcentaje de 43% en una semana.
e Infecciones urogenitales.

Una microbiota anormal de la vagina predispone a una mujer a la infeccién vaginal o de
la vejiga sintomatica. Se han asociado las cepas de Lactobacillus GG (ATCC 53103) y
Lactobacillus rhamnosus GR-1 con la proteccién y colonizacién del tracto urogenital. El
mecanismo que se ha observado es la inhibicion de la adhesion de los patdégenos,
causada por diversos subproductos del metabolismo de los microorganismos
probidticos, tales como acidos organicos, bacteriocinas y peréxido de hidrogeno. En

este sentido, la administracion de Lactobacillus rhamnosus GR-1y L. fermentum RC-14
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via oral como terapia para mantener y restaurar la salud urogenital ha resultado

efectiva para la prevencion y el tratamiento de infecciones urogenitales [36].
e Anticancerigenos.

Goldin y Gorbach [32] reportaron que la introduccién de L. acidophilus en la dieta
reduce la incidencia de tumores de colon, la prueba se realiz6 en ratas a las cuales se
les indujo un tumor quimicamente. Adicionalmente, estos autores también sugieren que
una dieta apropiada puede reducir la generacién de sustancias cancerigenas en el
colon. El mecanismo propuesto para explicar estos efectos se basa en la inhibicién de
enzimas bacterianas intestinales que convierten compuestos pro-carcin6genos a

agentes carcindgenos.
e Antimicrobianos.

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo, y la introduccion de nuevos
organismos en este entorno altamente competitivo es dificil. Los probioticos tienen la
capacidad de establecerse en el tracto gastrointestinal. En diversos estudios realizados
con seres humanos y animales, se han utilizado microorganismos benéficos para
mejorar la resistencia a la colonizacidbn por microorganismos patogenos de las
superficies celulares. Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei producen éacido
lactico como producto final de la fermentacion. Ademas de los acidos lactico y acético,
los microorganismos probidticos pueden producir otros acidos, tales como acido
hipurico y citrico. Las bacterias lacticas también producen sustancias antimicrobianas
como peréxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas. Estas sustancias crean

ambientes antagonicos para patdégenos transmitidos por los alimentos [26,32].

2.3.3. Pruebas para determinar la actividad probiética

El efecto benéfico de los probidticos es producto de la interaccion de mecanismos
complejos que difieren para cada cepa. Estos mecanismos incluyen la competencia por
sitios de unidon a la pared intestinal, competencia por nutrientes, produccién de

sustancias antimicrobianas, estimulacion de la producciéon de mucinas, estabilizacion
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de la barrera intestinal, mejora del transito intestinal, metabolismo de nutrientes y de
acidos grasos volétiles, asi como la inmunomodulacién (estimulacion inmune e

inmunoregulacion) [37].

El uso de nuevos microorganismos con potencial probidtico requiere una amplia
investigacion tanto de sus beneficios como de sus posibles efectos secundarios.
Debido a esto, es importante que las cepas con potencial probiético para consumo
humano no s6lo se sometan a pruebas in vitro, sino también a pruebas in vivo. Estas
Ultimas pruebas se realizan en animales, y pueden ser seguidas por ensayos clinicos
en humanos, con el fin de comprobar la idoneidad, seguridad y beneficios de las cepas
de estudio para el consumo humano [37].

2.3.3.1. Pruebas in vitro

Para la seleccion inicial de cepas con potencial probidtico se usan principalmente
métodos in vitro. Las pruebas realizadas para evaluar el potencial probidtico de una
cepa, estan relacionadas con la capacidad de los microorganismos para sobrevivir y
colonizar el tracto gastrointestinal. A continuacion, se mencionan las principales

pruebas que se utilizan para evaluar la actividad probidtica de cepas microbianas:
e Tolerancia a la acidez gastrica y sales biliares

Una caracteristica importante que deben cumplir las bacterias probidticas es la
tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal. Entre estas condiciones estan
pH &cidos, concentraciones altas de sales biliares y variaciones de pH, que pueden

afectar la viabilidad de los microorganismos y que éstos lleguen al intestino [38].
e Adhesion de los microorganismos al epitelio intestinal

La adhesiéon de los microorganismos al epitelio intestinal es un requisito importante
para que una cepa pueda ser considerada probiotica. Esta cualidad puede reducir la
adhesiéon de microorganismos patégenos al epitelio y también permite la colonizacién

de la cepa probidtica a la superficie intestinal, aunque esta sea transitoria. La adhesion
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bacteriana puede estar mediada por la unién de proteinas de la superficie bacteriana,

tales como lectinas a oligosacaridos del tejido intestinal [39].
e Actividad inhibitoria de patdgenos

Una caracteristica importante de las cepas probiéticas es la inhibicion o eliminacion de
microorganismos patdgenos, denominada actividad antimicrobiana. Generalmente las
pruebas in vitro se realizan con microorganismos como Salmonella typhi, Listeria

monocytogenes, Vibrio cholerae y Escherichia coli Enteropatégena (EPEC) [40].

2.3.3.2. Pruebas in vivo

A pesar de que con las pruebas in vitro se puede predecir el potencial probidtico de
ciertas cepas, para demostrar las propiedades atribuidas a agentes probioticos es
necesario realizar pruebas bien establecidas en modelos animales. En las pruebas in
Vivo se toman en cuenta un mayor numero de variables como la matriz del alimento, el
procesamiento del microorganismo y la interaccién de éste con la microbiota intestinal.
Adicionalmente las pruebas in vivo mas avanzadas involucran pruebas en humanos.
Sin embargo, un inconveniente de estas pruebas es que son muy costosas y pueden
requerir diversos permisos de comités de ética y de indole legal. Actualmente el modelo
mas utilizado para las pruebas in vivo son ratones, porque dado que son mamiferos, se
pueden establecer varios paralelismos fisiolégicos, anatdmicos y metabdlicos entre

ellos y el ser humano [37].

2.3.4. Cepas microbianas con actividad probidtica

En la actualidad existe una gran variedad de bacterias probioticas bien caracterizadas y
en algunos casos ya introducidas al mercado, que se pueden encontrar en una diversa
gama de productos producidos a nivel comercial (Tabla 3) [41]. La cepa probidtica con
mayores reportes en la literatura es Lactobacillus casei Shirota, que fue aislada del

intestino humano en 1930 por el Dr. Minoru Shirota. Actualmente, esta cepa se utiliza
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en la produccion de leche fermentada conocida comercialmente con el nombre de
Yakult. Se han asociado a la cepa Lactobacillus casei Shirota dos beneficios
principales: mantener el funcionamiento normal del tracto digestivo e inhibir el

crecimiento de patdgenos intestinales [42].

En un estudio realizado por Alvarez et al. [43] se administro via oral Lactobacillus casei
a ratones de tres semanas de edad infectados con Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados mostraron un incremento significativo en los niveles de inmunoglobulina A e
inmunoglobulina M, que son producidas por el sistema inmunolégico para atacar a los

antigenos.

Por otra parte, Shida et al. [44] realizaron un estudio con ratones en un modelo de
alergia alimentaria, administrando Lactobacillus casei Shirota. En éste estudio se
demostré que dicha cepa disminuyo la reaccion sistémica en los ratones. Los autores
concluyeron que el uso de esta bacteria ayudo en la prevencion de las alergias
alimentarias estudiadas. En otro estudio, Waard et al. [45] administraron L. casei
Shirota a ratas infectadas con Listeria monocytogenes. Los resultados mostraron un
aumento en la inmunidad celular de las ratas, determinada por un retraso en la

reaccion de hipersensibilidad, confiriendo asi resistencia contra el patégeno.

Por otra parte, la cepa comercial Lactobacillus acidophilus NCFM también ha sido
ampliamente utilizada en alimentos convencionales (leche, yogurt y formulas infantiles)
y suplementos dietéticos. L. acidophilus NCFM fue aislada y caracterizada en los
laboratorios de microbiologia alimentaria de la Universidad Estatal de Carolina del
Norte (NCSU) por Speck y Gilliland y posteriormente estudiada por Klaenhammer. La
cepa NCFM fue aislada de una fuente humana en la década de 1970 y ha sido objeto

de investigaciones en la NCSU y otras instituciones alrededor del mundo [46,47].
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Tabla 3. Lista de cepas probidticas usadas en aplicaciones comerciales. [41]

Fuente/Producto Cepa
L. acidophilus LA1/LA5
Chr. Hansen L. delbrueckii ssp. bulgaricus Lb12
L. paracasei CRL431
L. acidophilus NCFMs
Danisco L. acidophilus La

DSM food specialties

Nestle

Snow Brand Milk

Institute Rosell

Yakult

Foneterra

Probi AB

Danone

Essum AB

Biogaia

Morinaga Milk Industry Co. Ltd.

Lacteol Laboratory

Medipharm

L. paracasei Lpc
L. acidophilus LAFTIs L10
B. lactis LAFTIs B94
L. paracasei LAFTIs L26
L. johnsonii Lal
L. acidophilus SBT-20621
Products Co. Ltd.
B. longum SBT-29281
L. rhamnosus R0011
L. acidophilus R0052
L. casei Shirota
B. breve strain Yaku
B. lactis HN019 (DR10)
L. rhamnosus HNOO1 (DR20)
L. plantarum 299V
L. rhamnosus 271
L. casei immunitas
B. animalis DN173010 (Bioactiva)
L. rhamnosus LB21
Lactococcus lactis L1A
L. reuteri SD2112
B. longum BB536
L. acidophilus LB

L. paracasei F19
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L. acidophilus se encuentra comercialmente disponible desde mediados de 1970 por
ser considerada una bacteria segura, con facilidad de manejo comercial y por su
posible funcionalidad probidtica en humanos [47]. Gillland et al. [48] reportaron que en
pruebas in vitro L. acidophilus NCFM mostr6 capacidad para eliminar colesterol de un
medio de cultivo. Adicionalmente, en el mismo estudio los autores reportaron la
capacidad de la cepa NCFM para reducir el colesterol en presencia de bilis y ausencia

de oxigeno, ambas condiciones presentes en el tracto intestinal.

Otro beneficio que se atribuye a la cepa L. acidophilus es ayudar a evitar la intolerancia
a la lactosa, trastorno que puede resultar en problemas intestinales y se hace presente
por la falta de la enzima lactasa. Se ha demostrado en varios estudios que los
productos lacteos fermentados aumentan la tolerancia a la lactosa. Esta observacion se
ha atribuido en parte a la capacidad de las bacterias acido lacticas para servir como
fuente de lactasa en el intestino delgado, contribuyendo a la hidrdlisis de lactosa en el
individuo [47]. Sanders et al [49] reportaron que la actividad de la lactasa de la cepa
NCFM en una base de unidades formadora de colonias es de 4.43 ug de o-nitrofenol x
107 UFC/min, que se encuentra en el limite mas alto de la actividad reportada para

otras cepas de Lactobacillus (entre 0.01 y 4.73 ug de o-nitrofenol x 10 UFC/min).

2.3.5. Potencial probiético del pulque

De acuerdo a reportes en la literatura en el pulque suelen estar presentes BAL con
posible actividad probiotica [50,51]. Para corroborar que las BAL presentes en el pulque
poseen actividad probidtica, se han realizado diversos estudios, basados

principalmente en pruebas in vitro.

En un estudio en el que se aislaron BAL de pulque de Huitzilac (Morelos, México),
Escalante et al. [50] seleccionaron la cepa Leuconostoc mesenteroides P45 para
evaluar sus propiedades probidticas in vitro e in vivo. En este estudio se realizaron
ensayos in vitro de resistencia a condiciones extremas asociadas con el tracto
gastrointestinal humano (lisozima, pH acido y sales biliares) y ensayos de actividad

antimicrobiana contra patégenos relacionados a infecciones causadas por alimentos.
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Los autores reportaron que después de exponer la cepa Leuconostoc mesenteroides a
una concentracion de 100 mg/L de lisozima durante 30 y 120 min se obtuvo una
sobrevivencia de las células de 90 y 71%, respectivamente. En el ensayo de resistencia
a pH acido (pH de 2.5 durante 24 h a 37°C) los autores reportaron una sobrevivencia
celular del 75%, mayor que la sobrevivencia presentada por la cepa comercial
probidtica L. casei Shirota (48%). Por otra parte, los autores reportaron que después de
someter la cepa a dos concentraciones de sales biliares (0.3 y 1%) durante 24 h a
37°C, Leuconostoc mesenteroides presentd una sobrevivencia del 100%.
Adicionalmente, en los ensayos antimicrobianos in vitro, la cepa mostré actividad
antagonista contra E. coli Enteropatégena, L. monocytogenes y Salmonella enterica

serovars Typhi y Thyphimurium.

En el mismo estudio, se realizdé un ensayo in vivo en 18 ratones hembras y machos de
ocho semanas de edad, en el que se les administré oralmente a los ratones una dosis
de 2x10° UFC/dia de Leuconostoc mesenteroides resuspendida en buffer (pH 7.2)
durante 7 dias. Al octavo dia, se les administré una dosis de 1x107 UFC de S. enterica
Typhimurium L1334 (str") utilizando una sonda gastrica. Los autores reportaron que la
cepa Leuconostoc mesenteroides P45 fue capaz de disminuir la infeccion del patdégeno

en al menos un ciclo logaritmico durante un periodo de 3 dias.

En otro estudio similar, Castro-Rodriguez et al. [51] determinaron las propiedades
probidticas de 4 cepas de Leuconostoc mesenteroides aisladas de aguamiel de Agave
salmiana de Nopaltepec (Estado de México). Los investigadores realizaron ensayos in
vitro de resistencia a condiciones del tracto gastrointestinal (pH acido y sales biliares),
pruebas de adhesion a la pared intestinal, asi como pruebas de actividad antagonista
contra patdégenos. Los autores reportaron que en la evaluacién de resistencia a una
condicion de pH é&cido (pH de 2 durante 3 h a 37 °C), las cepas de Leuconostoc
mesenteroides tuvieron porcentajes de sobrevivencia de 40 a 50%. En el caso de la
resistencia a sales biliares (0.5% durante 4 h a 37 °C) los autores reportaron
porcentajes de sobrevivencia del 88 al 90%. En el mismo estudio, los autores evaluaron
la adhesion de las cepas a la pared intestinal utilizando el tejido intestinal de ratas

Wistar macho de 3 meses, obteniendo porcentajes de adhesion del 79 al 83%. En el
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ensayo de actividad antimicrobiana, los autores reportaron que las cepas mostraron
actividad contra los patdgenos E. coli ATCC43895, S. enterica ATCC 14028 y L.
monocytogenes ATCC 19115.

2.4. Microorganismos con accion antimicrobiana
2.4.1. Generalidades

En 1928 Alexander Fleming descubrié la penicilina, hecho que constituye uno de los
mayores avances cientificos y médicos del siglo XX. La penicilina junto a otros
antibidticos descubiertos afios después han salvado incontables vidas humanas de
enfermedades infecciosas que se pensaba eran incurables. Sin embargo, el uso
inadecuado de los antibiéticos ha dado lugar a la aparicion de bacterias resistentes, lo

gue actualmente es considerado como un gran problema de salud publica [52].

La resistencia de Staphylococcus aureus y Staphylococcus enterococci a meticilina y
vancomicina, respectivamente, se convirtieron en problemas graves de salud, no sélo
por la patogenicidad de estos microorganismos, sino también porque estas cepas
pueden transferir sus genes de resistencia a otras bacterias. Por lo anterior, resulta
muy importante realizar investigaciones encausadas al descubrimiento de nuevos
compuestos antimicrobianos que no provoquen resistencia bacteriana [52]. En este
sentido en diversos estudios en la literatura, se ha reportado el uso de
microorganismos benéficos para prevenir la colonizacion de microorganismos
patdgenos en diferentes tejidos del cuerpo humano, como el tracto gastrointestinal, el

urogenital y el respiratorio [32].

2.4.2. Mecanismos de antibiosis

Se ha demostrado que algunos microorganismos especificos poseen actividad
inhibitoria hacia el crecimiento de microorganismos patdégenos, tales como Listeria

monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella y otros. Los mecanismos de accién
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antibacteriana pueden ser distintos. EI mecanismo indirecto consiste en la estimulacion
de la respuesta inmune del ser humano mientras que el mecanismo directo involucra la
produccién de sustancias antibacterianas, tales como acidos organicos, peréxido de
hidrogeno y péptidos antimicrobianos [37,53].

Los mecanismos de inhibicibn de los microorganismos patégenos mas relevantes

incluyen los siguientes [21,54]:

a) Acidos organicos secretados por los microorganismos probidticos que pueden
bajar el pH intestinal a un nivel que no es tolerado por los patégenos.

b) Competencia por lugares de colonizacion.

c) Secrecion de proteinas y péptidos con actividad antimicrobiana por parte de
bacterias acido lacticas. Estos pueden ser bacteriocinas o enzimas hidrolasas,

destacando entre estas ultimas, las enzimas peptidoglucano hidrolasas.

El interés principal de este trabajo se enfoca en el mecanismo de antibiosis por
péptidos antimicrobianos secretados por los microorganismos benéficos. Los péptidos
antimicrobianos son componentes intrinsecos del sistema inmune y son producidos por
un gran namero de organismos como mecanismo de defensa contra microorganismos
patdogenos. La capacidad de estos compuestos naturales para inhibir o inactivar
bacterias patégenas ha elevado el interés en estas sustancias para su uso en
aplicaciones terapéuticas y farmacolégicas [5,6]. En cuanto a su estructura quimica, los
péptidos antimicrobianos varian en tamafo, carga y caracter hidrofébico. Algunos de
estos péptidos no poseen estructura definida, mientras que otros adoptan estructuras

secundarias o terciarias especificas [55].

2.4.2.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosomalmente,
producidos por bacterias que inhiben el crecimiento de cepas bacterianas similares o
relacionadas genéticamente. En el afio de 1925 André Gratia descubrié por primera vez

la actividad antimicrobiana contra E. coli de una bacteriocina, la colicina producida por
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Escherichia coli V [56]. En 1969 la FAO/OMS aprobo la primera bacteriocina para ser

usada como conservador de alimentos, denominada nisina, la cual es producida por

Lactococcus lactis subsp. Lactis. Fue hasta 1988 cuando la FDA (Food and Drug

Administration) aprobé en Estados Unidos el uso de nisina como un aditivo en

productos enlatados contra el crecimiento del patégeno Clostridium botulinum [52].

Las bacteriocinas pueden ser bactericidas (eliminar ciertas bacterias) o bacteriostéaticas

(inhibir el crecimiento de bacterias). La gran mayoria de las bacteriocinas son

producidas por bacterias acido lacticas (BAL) que se presentan en numerosos

alimentos fermentados y no fermentados.

genéticamente un gran numero de bacteriocinas [52,57-59].

Se han caracterizado bioquimica y

Tabla 4. Principales caracteristicas de bacteriocinas y antibiéticos. [58]

Caracteristicas

Bacteriocinas

Antibioticos

Aplicacién
Sintesis
Espectro de actividad
Inmunidad del productor
Mecanismo de resistencia
Degradabilidad proteolitica

Modo de accién

Toxicidad hacia las células

eucariotas

Alimentacion / Clinica
Ribosdmica
Estrecho
Si
Por lo general, la adaptacion
relacionada con la
composicion de la membrana
Alto
Formacion de poros en la
célula, biosintesis de la pared

celular

No conocido

Clinica
Metabolitos secundarios
Amplio
No

Por lo general, modificacion

genética
Bajo
Membrana celular u objetivo

intracelular

Si
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Las bacteriocinas suelen confundirse con antibiéticos, lo que ha limitado su uso en
alimentos desde el punto de vista legal. Las principales diferencias entre antibioticos y
bacteriocinas estan en el mecanismo de biosintesis, el modo de accion, el espectro
antimicrobiano, la toxicidad y los mecanismos de resistencia. Entre estas diferencias,
se destaca que las bacteriocinas restringen su actividad a cepas de especies
relacionadas con la especie que las produce. Por el contrario los antibiéticos tienen un
espectro de actividad mas amplio, e incluso en el caso de antibiéticos de espectro
limitado, estas sustancias no muestran especificidad sobre cepas relacionadas.
Adicionalmente, las bacteriocinas son sintetizadas ribosomalmente y se producen
durante el metabolismo primario, mientras que los antibidticos son generalmente
productos del metabolismo secundario de los microorganismos productores (Tabla 4)
[57,58,60].

Una de las principales ventajas de las bacteriocinas es que no causan resistencia como
lo hacen los antibidticos lo que en la mayoria de los casos conduce a una disbiosis
intestinal. Las disbiosis es un desequilibrio de los microorganismos presentes en la
microbiota intestinal o la expansion de nuevos grupos bacterianos dentro de esta. La
microbiota intestinal puede ser vista como un o6rgano corporal que contribuye al
bienestar del organismo huésped. Los microorganismos que colonizan el tracto
gastrointestinal influyen en procesos como la transformacion de nutrientes, el
suministro de vitaminas, la comunicacion intestino-cerebro, entre otros. La funcion
adecuada de la microbiota intestinal se basa en una composicion celular estable, que
en el caso de la microbiota humana se compone principalmente de bacterias de los
filos Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacterias y en menor cantidad Protobacterias.
Actualmente, un gran niamero de enfermedades se asocian con la disbiosis intestinal,
como las enfermedades inflamatorias, trastornos metabolicos, enfermedades

autoinmunes y los trastornos neurologicos (Figura 2) [61,62].
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Enfermedades
inflamatorias

intestinales
Cé_ncer . Aterosclerosis
gastrointestinal
Disbiosis
Enfermedades Diabetes tipo 1
infecciosas y 2
Obesidad

Figura 2. Enfermedades asociadas a la disbiosis intestinal [61].

Las bacteriocinas se clasifican generalmente en 3 grupos [57,59]:

Clase | o lantibioticos. Son péptidos pequefios (<5 kDa), tipicamente tienen de
19 hasta 50 residuos de aminodacidos. Se caracterizan por tener aminoacidos
inusuales, tales como lantionina, metil-lantionina, deshidrobutirina vy
deshidroalanina. Se subdividen en subclase la y 1b. En la subclase la se
encuentra la nisina que esta formada de péptidos hidrofébicos y cationicos y
tiene una estructura mas flexible en comparacion con la subclase 1b. En la
subclase 1b se agrupan péptidos globulares.

Clase Il o no lantibiéticos. Abarca péptidos pequefios termoestables (<10 kDa).
Estas bacteriocinas son cationicas, de caracter anfifilico/hidrofébico y carecen de
los aminoacidos caracteristicos de los lantibiéticos. Actian en la membrana
celular, en la cual pueden aumentar su permeabilidad, disipar su potencial o

formar canales y poros. Se subdividen en cuatro grupos, subclase lla (con region
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N-terminal altamente conservada), subclase Ilb (dipeptidicas), subclase lic
(circulares) y subclase Ild (carentes de péptidos lideres).

e Clase lll. Péptidos con pesos moleculares grandes (>30 kDa), no termoestables.
En esta clase s6lo se encuentran dos bacteriocinas, la helveticina |, producida

por L. helveticus y la caseicina 80, producida por L. casei.

Las técnicas utilizadas para la deteccidén de bacteriocinas son muy diversas. Muchas de
éstas estdn basadas en la difusion de bacteriocinas a través de un medio de cultivo
sOlido o semisolido para inhibir el crecimiento de un microorganismo sensible. Los
métodos indirectos incluyen el ensayo “Flip-streak” y “Mancha en el césped”. En este
ultimo (Figura 3), la bacteria productora de bacteriocina se siembra en un medio de
agar y posteriormente, un “césped” de bacterias sensibles se vierte sobre la colonia
resultante. Un método mas directo es el ensayo “Difusién en pozo” (Figura 4). En este
ensayo, se utilizan sobrenadantes de la cepa productora de bacteriocinas. En una
placa con agar especifico se siembra un microorganismo sensible y se hacen pozos en
el. Posteriormente, el sobrenadante de la cepa de estudio se introduce en los pozos y

se evalla su efecto en el crecimiento del microorganismo sensible [63,64].

—_——— A Microorganismo indicador
- _J . .
Resiembra de las BAL L
Activacion de cepas Siembra por goteo de
BAL en medio liquido BAL (moteado)
. . .
—— moteado Moteado de BAL
Resiembra de cepas Activacién de cepas Inoculacién en agar
sensibles sensibles en medio suave (1% agar)
liquido

Figura 3. Método indirecto de deteccién de bacteriocinas: Mancha en el césped.
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Figura 4. Ejemplo de la deteccion de bacteriocinas por el método de difusion en pozo. Halo de
inhibiciéon del sobrenadante de L. acidophilus NCFM® en contra de L. sakei (cepa sensible a

bacteriocinas).

En los meétodos descritos, la formacion de halos de inhibicion alrededor del
microorganismo indicador, indica un resultado positivo a la prueba. Asimismo, dichos
métodos requieren la realizacion de pruebas con enzimas proteasas para asegurar la
naturaleza peptidica de los compuestos antimicrobianos. De acuerdo a los reportes en
la literatura, el método de “Mancha en el césped” es el mas rapido y facil de
implementar. Adicionalmente se ha reportado que este método proporciona la mayor
reproducibilidad en los resultados con bacteriocinas bien caracterizadas [63]. Sin
embargo, los resultados positivos que se puedan observar con cualquiera de los
métodos no son concluyentes para bacteriocinas, puesto que la actividad observada
puede ser causada por otros compuestos de naturaleza peptidica secretados por las

cepas de estudio (e.g., enzimas peptidoglucano hidrolasas).

Técnicas avanzadas en la deteccidn de bacteriocinas consisten en la purificacion de los
péptidos y la posterior determinacion de pesos moleculares por medio de electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Asimismo se puede
realizar la secuenciacion de los aminoacidos presentes y con ello determinar la

estructura primaria de las bacteriocinas [65,66].
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2.4.2.2. Peptidoglucano hidrolasas

En el reino bacteriano, practicamente todas las especies poseen una red celular de
peptidoglucano (PG), que proporciona resistencia y rigidez a la pared celular
bacteriana. El PG consiste en cadenas alternadas de residuos de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) y &cido N-acetilmuramico (MurNAc) unidos mediante enlaces 3-1,4, que se
entrecruzan por péptidos cortos formados por L y D aminoacidos. Los genomas de las
especies Gram-negativas y Gram-positivas todas codifican para una amplia variedad
de enzimas hidrolasas responsables de la escisidén especifica de diferentes enlaces de
PG [67,68].

Las enzimas hidrolasas estan implicadas en varias funciones criticas, incluyendo la
regulacion del crecimiento de la pared celular, el intercambio de unidades de
peptidoglucano durante el crecimiento, la separacion de las células hijas durante la
division, asi como la autolisis. La sintesis de hidrolasas generalmente se induce en

condiciones adversas de la célula, como el caso de la falta de nutrientes [67,68].

Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son enzimas que hidrolizan el peptidoglucano.
Existe una PGHs para escindir cada enlace del peptidoglucano (Figura 5), aunque
estas hidrolasas no son necesariamente sintetizadas por la misma especie. La
asignacion de una funcion particular a una PGH presente en un microorganismo puede
complicarse, por el hecho de que se pueden encontrar en el mismo un gran nimero de
hidrolasas con funciones similares, y que una PGH puede tener actividad enzimatica

para hidrolizar mas de un tipo de enlace [67,69].
Las PGHs se pueden clasificar principalmente en dos clases (Figura 5) [69]:

Clase 1. Las glicosidasas, rompen la cadena principal del glicano. Estas se subdividen
en N-acetilglucosamidasa que hidroliza los residuos de GIcCNAc a partir de residuos de
azucar adyacentes; y N-acetilmuramidasa que provoca la escision del enlace

glicosidico 3-1,4 entre los residuos de PG MurNAc y GIcNAc.
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- ‘ N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas Carboxipeptidasas

oo

‘ Endopeptidasas .

N-acetilglucosaminidasas

SOk
GOk

G-acetilmuramidasas

Figura 5. Estructura del peptidoglucano (PG) y especificidad por sustrato de las peptidoglucano hidrolasas (PGHs). Los péptidos
tipicos mostrados en la figura son: L-alanina (L-Ala), D-glutdmico (D-Glu), meso-diaminopimélico (L-Di-A) y D-Alanina (D-Ala)
(Basado en: [70]).
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Clase 2. Las amidasas o peptidasas, rompen la cadena lateral del péptido. Las
amidasas se subdividen en las siguientes hidrolasas: N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa que provocan la escision de la cadena lateral del péptido fuera de la cadena
de glicano mediante la hidrélisis de la union entre MurNAc y el residuo de L-alanina;
endopeptidasas que hidrolizan enlaces amida entre dos aminoacidos dentro de la
cadena peptidica; y finalmente las carboxipeptidasas que rompen el aminoacido
terminal de la cadena peptidica.

Las PGHs tienen pesos moleculares que van desde los 27 kDa en el caso de la
lisostafina hasta los 137 kDa para la proteina Atl. Algunas PGHs se han utilizado como
agentes antibacterianos; por ejemplo, la lisostafina es una endopeptidasa que hidroliza
los enlaces glicina-glicina de la pared celular de S. aureus [54].

Las peptidoglucano hidrolasas se han propuesto como una alternativa potencial para la
sustitucion de antibidticos debido a su actividad bacteriolitica de amplio espectro. Las
propiedades antimicrobianas de la PGH se conocen desde hace varias décadas; por
ejemplo, la eficacia de la lisozima se ha demostrado en el tratamiento de infecciones en
la piel y en la membrana mucosa, asi como ingrediente en ungientos utilizados para la
cicatrizacion de heridas. Por otra parte, se han reportado diversas aplicaciones de las

PGHs como agentes antimicrobianos, principalmente en aplicaciones clinicas [68].

La deteccion de la actividad de PGHSs, no requiere necesariamente que las enzimas
estén puras. La identificacion puede ser posible a partir de extractos crudos o
semipuros del medio extracelular. Las PGHs desempeiian diferentes funciones en la
célula, lo que hace posible encontrarlas en cualquier fase de crecimiento. Sin embargo,
dado que una funcion importante que desempefian las PGH es la autolisis de acuerdo
a reportes de la literatura, es al finalizar la etapa de crecimiento exponencial cuando se
sintetizan estas enzimas en mayor cantidad [54]. Para la caracterizacion y purificacion

de estas enzimas se utilizan las técnicas antes descritas para bacteriocinas.
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3. MARCO CONCEPTUAL DE LA TESIS
3.1. Justificaciéon

El pulgue es una bebida tradicional mexicana que existe desde los tiempos
prehispanicos y actualmente su mayor consumo se da en poblaciones rurales. De
acuerdo a reportes de la literatura esta bebida proporciona diversos beneficios a la
salud. Se ha asociado el consumo de esta bebida principalmente a la prevencién y cura
de enfermedades gastrointestinales, lo que se atribuye actualmente a la presencia de
una gran variedad de bacterias acido lacticas en esta bebida.

En la dltima década, ha habido gran interés cientifico y tecnolégico en el estudio y
desarrollo de productos probioticos, debido a las diferentes propiedades benéficas que
se les atribuye. Uno de los beneficios mas importantes de estos productos es su
actividad antimicrobiana contra microorganismos patdégenos relacionados con
infecciones transmitidas por alimentos. Generalmente, estas infecciones son tratadas
con antibidticos; sin embargo, éstos no siempre son efectivos, puesto que algunos
microorganismos patdégenos han desarrollado resistencia. Adicionalmente, la baja
especificidad de los antibidticos para actuar sobre los microorganismos patdgenos
causa un desequilibrio anormal general en la microbiota intestinal que se conoce como
disbiosis. Por lo anterior, la busqueda de nuevas cepas con potencial probiético es de

gran relevancia, ya que podrian representar una alternativa al uso de antibidticos.

La actividad antimicrobiana de los probidticos se atribuye principalmente a diversas
sustancias secretadas por los microorganismos, como son acidos organicos, peroxido
de hidrégeno, diacetilo y péptidos antimicrobianos (bacteriocinas y enzimas hidrolasas).
Considerando que el pulgue puede contener gran variedad de bacterias acido lacticas,
este producto puede ser considerado como una nueva fuente de microorganismos
probidticos. En este sentido, los resultados de este trabajo pueden contribuir a
proporcionarle un valor agregado al pulque y con ello al resurgimiento de su
comercializacion. Adicionalmente, la identificacibn de cepas con actividad

antimicrobiana debida a péptidos puede ser de gran importancia en la industria de
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alimentos, ya que los péptidos aislados pueden utlizarse como conservadores

naturales de alimentos.

3.2. Hipétesis

La actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas aisladas a partir del pulque
es debida a la produccion de péptidos antimicrobianos.

3.3. Objetivos
3.3.1. General

Evaluar el potencial probiotico y determinar la produccioén de péptidos antimicrobianos
in vitro de bacterias acido lacticas aisladas del pulque.

3.3.2. Particulares

e Identificar mediante el analisis de la secuencia del gen ADNr 16S las bacterias
acido lacticas aisladas de pulque.

e Evaluar la resistencia de las bacterias acido lacticas (BAL) a condiciones de pH
acido y presencia de sales biliares.

e Determinar la capacidad de las bacterias acido lacticas de estudio para eliminar
o inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos asociados a los
alimentos.

e Evaluar el mecanismo de antibiosis por péptidos antimicrobianos de las

bacterias acido lacticas estudiadas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Material biologico
4.1.1. Bacterias acido lacticas

Se trabajé con 12 bacterias acido lacticas provenientes de tres fuentes diferentes de
pulque: i) Cinco bacterias acido lacticas previamente aisladas e identificadas a partir de
pulqgue de Tamazulapan del Progreso, Oaxaca [4,11]. ii) Dos cepas aisladas e
identificadas en el trabajo colaborativo del grupo de investigacién del Laboratorio de
Bioprocesos de la UTM y del grupo del Dr. Escalante del Instituto de Biotecnologia
(IBT) de la UNAM. Estas cepas se aislaron a partir de muestras de pulque obtenido de
un proceso por lote alimentado secuencialmente de aguamiel proveniente de San
Jerénimo Zoyatitlanapan perteneciente al municipio de Juan N. Méndez, Puebla. iii)
Cinco cepas aisladas en el grupo de investigacion del Laboratorio de Bioprocesos de
nuestra Universidad a partir de pulque proveniente de Santa Catarina Otzolotepec,
Tehuacan, Puebla. Cabe mencionar, que estas cepas fueron identificadas

genéticamente en este trabajo como se describe en la Seccion 4.4.

4.1.2. Microorganismos patégenos modelo para la determinacién del potencial

probiotico

Para las pruebas de actividad antimicrobiana se usaron las siguientes cepas de
microorganismos patdégenos: Salmonella typhi, Listeria monocytogenes y Escherichia
coli Enteropatégena (EPEC). Las cepas fueron generosamente proporcionadas por el
Dr. Escalante del IBT.

4.1.3. Microorganismos sensibles a la produccion de péptidos antimicrobianos

Para las pruebas de determinacion de produccion de péptidos antimicrobianos se

utilizaron las siguientes cepas sensibles a bacteriocinas: Listeria monocytogenes,
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proporcionada por el Dr. Escalante del IBT; y Lactobacillus sakei ATCC 15521
comprada a la ATCC (EUA). Por otro lado, se utilizé la cepa Micrococcus lysodeikticus
(Micrococcus luteus) ATCC 4698 (Sigma-Aldrich, EUA) como microorganismo sensible
a la presencia de peptidoglucano hidrolasas.

4.1.4. Enzimas

Para confirmar la naturaleza peptidica de las sustancias antimicrobianas (bacteriocinas)
se utilizaron las siguientes proteasas (Sigma-Aldrich, EUA): proteinasa K (origen:
Tritirachium album), proteasa tipo XIV (origen: Streptomyces griseus), a-quimotripsina
tipo Il (origen: pancreas de bovino), pepsina (origen: mucosa de estbmago de porcino)
y tripsina tipo XIII (origen: pancreas de bovino). Para la evaluacion de peptidoglucano
hidrolasa se utiliz6 la enzima lisozima (Sigma-Aldrich, EUA) como enzima de
referencia; la cual proviene de clara de huevo de gallina.

4.2. Almacenamiento y conservacion de las cepas

Las cepas bacterianas usadas en este trabajo (bacterias acido lacticas, patdégenos
modelo y microorganismos sensibles a péptidos antimicrobianos) se conservaron en
cajas Petri en condiciones de refrigeracion (4°C < T < 5°C), realizandose resiembras
por lo menos cada dos semanas. También se conservaron muestras de cada una de

las cepas en congelacién (-20°C) en una solucion con 30% de glicerol.

4.3. Resiembras de las cepas

Las bacterias acido lacticas (BAL) provenientes de refrigeracion, se activaron en tubos
con 9 mL de caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y se incubaron a 37°C durante 24 h
bajo condiciones de microaerofilia. Posteriormente, se realizé la siembra por estriado
en cajas con aproximadamente 15 mL de agar MRS, y se incubaron bajo las mismas

condiciones que los tubos. La confirmacion de la cepa se hizo con base a la morfologia
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colonial y caracteristicas microscopicas. La activacion de las BAL se realiz6 cada vez
gue era requerido para garantizar la viabilidad de las cepas en las pruebas realizadas
en este trabajo.

Para la activacion de los microorganismos patdgenos e indicadores se usaron
diferentes medios liquidos: Infusién Cerebro Corazon (BHI, por sus siglas en inglés)
para Listeria monocytogenes; MRS para L. sakei; y Caldo Nutritivo para Escherichia
coli y Salmonella typhi. Después de inocular una asada de la cepa patégena en 9 mL
del caldo correspondiente, los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente
se efectud la siembra por estriado en el agar correspondiente, y las cajas se incubaron
a 37°C durante 24 h.

4.4. ldentificacion genética de las bacterias acido lacticas [3]

La identificacion genética se realizé a las cepas provenientes de pulque de Santa
Catarina Otzolotepec, Tehuacan, Puebla, empleando la técnica de comparacion de la
secuencia del gen ADNr 16S. Esta actividad se llevd a cabo en el Laboratorio de
Ingenieria Metabdlica y en el Departamento de Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

4.4.1. Extraccion del ADN cromosomal

Se emple6 el kit de extraccion Ultra Clean™ — Microbial DNA isolation kit (MO BIO
Laboratories Inc., EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. En un tubo colector
de 2 mL se colocaron 1.8 mL de BAL crecidas en caldo por 24 h. El tubo se centrifugé a
10,000 x g por 30 s a temperatura ambiente, después de lo cual se retir6 el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 300 uL de solucion Microbead y la
suspension se agitdé en un vortex. La solucion Microbead contiene un buffer y sales que

ayudan a estabilizar y dispersar homogéneamente las bacterias antes de la lisis celular.
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Posteriormente, la mezcla se transfirio a un tubo Microbead y se adicionaron 50 pL de
soluciéon MD1. Esta solucion contiene un detergente anionico, SDS, que rompe &cidos
grasos y lipidos asociados a la membrana celular de los microorganismos. El tubo
Microbead se agit6 con un vortex durante 10 min a la velocidad méaxima, colocando el
tubo en forma horizontal para asegurar una lisis adecuada de las células. La agitacion
permite crear las condiciones quimico-mecanicas para promover la lisis celular y liberar
los &cidos nucleicos de las células. Posteriormente, el tubo se centrifug6é a 10,000 x g
durante 30 s a temperatura ambiente. Este proceso permite que los restos celulares se
depositen en el fondo del tubo, mientras que el ADN permanezca en el sobrenadante.

Después de esto el sobrenadante se transfirio a un tubo colector limpio de 2 mL y se
agregaron 100 pL de solucion MD2, seguido de lo cual se agito con el vortex durante 5
S. Posteriormente, el tubo se incubo a 4 °C durante 5 min. La solucion MD2 permite la
precipitacion del material organico e inorganico distinto del ADN presentes en la

solucion, incluyendo restos celulares y proteinas.

Pasado el tiempo de incubacion, el tubo se centrifugd a 10,000 x g durante 1 min a
temperatura ambiente, y el sobrenadante se transfirio cuidadosamente a un segundo
tubo colector. Se agregaron 900 pL de la solucion MD3 al sobrenadante y la mezcla se
agitdo con el vortex durante 5 s. El liquido MD3 es una solucion salina altamente
concentrada que causa que el ADN se retenga en los filtros de membrana.
Posteriormente, se vertieron 700 pL de la mezcla en el filtro de membrana y el tubo se
centrifugé a 10,000 x g durante 30 s a temperatura ambiente. Después de esto, se
retird el sobrenadante y se cargo el resto de la mezcla. Finalmente el tubo se centrifugd
nuevamente empleando las mismas condiciones, después de lo cual el sobrenadante

fue descartado.

En seguida de esto, se agregaron 300 puL de la solucion MD4 y se centrifug6 a 10,000 x
g durante 30 s a temperatura ambiente. La solucion MD4 contiene etanol que sirve para
limpiar el ADN retenido en la membrana, removiendo residuos de sal y otros
contaminantes. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se realiz6 una segunda

centrifugacion para remover los restos de la solucion MD4 del filtro de membrana.
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Después de esto, el filtro de membrana se coloco en un nuevo tubo colector de 2 mL y
se agregaron 50 pL de solucion MD5 en el centro del filtro. La mezcla se centrifugd a
10,000 x g durante 30 s. Por ultimo, el filtro fue desechado y se obtuvo el ADN
cromosomal. La solucion MD5 es un buffer de Tris 10 mM con pH de 8 que ayuda a la
remocion del ADN de la membrana del filtro.

4.4.2. Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de ADN cromosomal se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
para evaluar si el proceso de extraccion del ADN se llevo a cabo de la manera correcta.
Se preparo un gel de agarosa al 1% disolviendo 1 g de agarosa en 100 mL de buffer
TBE de electroforesis. La mezcla se calentd hasta la disolucion total de la agarosa.
Después de un ligero enfriamiento, se tomaron de 35 a 40 mL del gel y se le agregaron
4 uL de bromuro de etidio (agente revelador).

Posteriormente, en la cubeta de electroforesis se colocaron los topes, se vertio el gel y
se coloco la peineta que forma los pocillos para las muestras. Se dejo gelificar durante
20 min. Una vez obtenido el gel, se retiraron los topes y la peineta, y se agrego buffer
TBE a la cubeta hasta cubrir el gel. Para cargar los pozos, se mezclaron 2 pL de la

muestra con 2 L de colorante de carga y la mezcla se deposit6é sobre el pocillo del gel.

Por otra parte, para calcular el tamafio aproximado del ADN analizado, en un pocillo se
cargd la mezcla de 2 pL del colorante de carga con 1.5 pL del marcador de peso
molecular (GeneRulerTM de 1 kb DNA Ladder, Fermentas, EUA) que esta compuesto
por fragmentos de ADN de peso conocido. Posteriormente, se conectaron los
electrodos a la fuente de alimentacion y se corri6 la electroforesis a 100 V durante 40
min aproximadamente, o hasta que el frente del colorante alcanz6 las dos terceras
partes del gel. Para el revelado del gel se emple6 un fotodocumentador BIO-RAD
Molecular Imager Gel DocTM XR + Imaging System. El gel se retir6 cuidadosamente
con el uso de guantes de latex y se colocé en la cdmara de revelado del equipo. Para
el analisis de los geles las bandas de la muestra se compararon contra el patron de

bandeo del marcador.
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4.4.3. Amplificacion del gen ADNr 16S por PCR.

La mezcla de reaccion para la amplificacién del gen ADNr 16S por PCR (polymerase
chain reaction) se prepar6 usando la enzima Taq Polymerasa recombinante
(ThermoScientific, EUA). En la Tabla 5 se muestra la composicion de la mezcla de
reaccion. El par de primers utilizados fueron descritos por Weisburg et al. [71] los

cuales permiten la obtencion de un amplicon de 1.5 kb:

e fD1: 5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
e rD1: 5-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3’

Tabla 5. Mezcla de reaccion para PCR utilizando la enzima Taq Polimerasa recombinante
(ThermoScientific, USA).

Reactivo Volumen (pL)

10X Taq Buffer 5

dNTP Mix 1

Forward primer (fD1) (10 uM) 2.5

Reverse primer (rD1) (10 uM) 2.5
MgCl, 2

Tag DNA Polimerasa 1
Muestra de ADN 1

H.0 35

Total 50

Se prepar6 una mezcla para 6 reacciones sin agregar la muestra de ADN (master mix),
colocando al final la enzima. Posteriormente, se transfirieron 49 uL de la mezcla a
microtubos para PCR y se agregé la muestra de ADN. Para llevar a cabo la reaccion de

PCR se utilizé un termociclador Bio-Rad C1000 que es un equipo especializado para
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proveer las condiciones adecuadas de la reaccion de PCR. Las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial (95 °C, 5 min), amplificacion (95
°C, 1 min; 42 °C, 1 min; 72 °C, 1.5 min x 30 ciclos) y amplificacion final a 72 °C por 5
min. El producto amplificado se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% para
corroborar la presencia Unica de fragmentos de 1.5 kb (peso del gen ADNr 16S).

4.4.4. Digestion enzimatica

La digestion enzimética del gen ADNr 16S se emplea para evaluar si distintas
muestras de microorganismos pertenecen a una misma especie. Para esta evaluacion,
después de la digestion se realiza la electroforesis de las muestras digeridas y se
observa el patron de bandeo. Si el patron de bandeo de dos muestras es similar, el
microorganismo analizado es el mismo; si por el contrario, se observan distintos
patrones de bandeo, entonces cabe la posibilidad de que las cepas pertenezcan a

diferentes especies.

La digestion enzimatica se realiza con una enzima de restriccion, la cual lleva a cabo la
ruptura especifica y controlada del ADN. La enzima que se utilizo para la digestion del
gen ADNr 16S fue la HAE Il #R0108 (New England, BioLabs Inc., EUA). De igual
manera que con la enzima Tag polimerasa, la enzima HAE Ill requiere de una
formulacion especifica para llevar a cabo la reaccion. En la Tabla 6 se muestra la

composicion de la mezcla de reaccion para la digestion enzimatica.

Se prepar6 la mezcla para 6 reacciones. Se transfirieron 15 pyL de la mezcla en tubos
Eppendorf de 0.5 mL y se agregaron 5 yL de ADN, después de lo cual los tubos se
incubaron a 37 °C durante 1 h. La mezcla digerida se analiz6 por electroforesis en gel
de agarosa al 2%, considerando que los fragmentos obtenidos son mucho mas
pequefios que en el caso del andlisis del ADN cromosomal. La electroforesis se corri6 a
70 V durante 40 min.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para la digestion del gen ADNr 16S.

Reactivo Volumen (pL)
Buffer 10X (R) 2
Enzima HAE Il 0.125

H.O 12.875
ADN 5
Total 20

4.4.5. Purificacion del gen ADNr 16S

Los productos de la reaccion de PCR se purificaron para llevar a cabo la secuenciacion
del gen. Se utilizé el kit de purificacion GeneJet™ PCR Purification Kit, #K0702 TC
(Fermentas, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante. La muestra se mezcl6 con
la solucion Binding buffer en una relacion de volumenes 1:1. Dado que se tenian 50 pL
de productos de PCR, se agregaron 50 uL de la solucién y la mezcla se agité en el
vortex. La mezcla se transfirid a una columna de purificacion Genelet, la cual fue
centrifugada durante 1 min a 10,000 x g a temperatura ambiente; después de lo cual el
sobrenadante fue desechado. Posteriormente, para la purificacion del ADN retenido en
la columna de purificacién se agregaron a la columna 700 uL del buffer de lavado y se
centrifugdb a 10,000 x g durante 1 min a temperatura ambiente; después, el
sobrenadante fue desechado. A continuacién, la columna de purificacién se colocé en
un tubo Eppendorf nuevo de 2.5 mL, posteriormente se le agregaron a la columna 50
uL del buffer de elucion previamente calentado a 65 °C. Por ultimo, se centrifugé la
columna a 10,000 x g durante 1 min a temperatura ambiente, finalmente se colecto el

sobrenadante con el ADNr 16S purificado.

La cantidad de ADN en la muestra purificada se cuantific6 empleando el equipo

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA) que es un espectrofotdbmetro a micro escala.
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El equipo se calibré con 1.5 pL de agua ultrapura. Posteriormente, se depositaron 1.5

WL del producto de PCR purificado y se determiné la concentracion de acidos nucleicos.

4.4.6. Secuenciacion del gen ADNr 16S.

La secuenciacion del gen ADNr 16S de las cepas de identidad desconocida se llevo a
cabo en el Departamento de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
Para ello, se prepararon dos mezclas de reaccion, una con el primer fD1 y otra con el
primer rD1. La formulacién utilizada fue de 120 ng de producto de PCR con 1 pL de
primer (10 pM), aforado a 16 pL.

Se obtuvieron dos secuencias, la fD1 y la rD1 en dos archivos distintos, los cuales se
analizaron en el software Finch TV (Finch TV, versién 1.4.0, Geospiza Inc.) para
obtener las secuencias en el formato FASTA. El formato FASTA se utliza para
representar las secuencias usando codigos de una sola letra para obtener la sucesion
de nucledtidos. A partir del formato FASTA de las dos secuencias (fD1 y rD1) se
obtuvieron las secuencias completas del gen ADNr 16S de cada cepa en un

procesador de texto (Microsoft Office Word®).

Las secuencias completas se compararon contra la base de datos del NCBI utilizando

el programa online Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias completas se

copiaron del procesador de textos y se pegaron en el programa de la base de datos. El
banco de datos arrojo el género, especie y subespecie de la secuencia ingresada, y el

porcentaje de ajuste de la secuencia ingresada con las secuencias de la base de datos.

Finalmente, las secuencias de estudio y las secuencias obtenidas en la base de datos
se ingresaron en el formato FASTA al software MEGA 7.0.21 con el cual se construyd

el arbol filogenético utilizando el método Neighbour-Joining.
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45. Cinéticade crecimiento microbiano

Para el monitoreo del crecimiento microbiano, se tomé6 una asada de una colonia de
cepa BAL con 24 h de crecimiento y se inoculé en un matraz que contenia 50 mL de
caldo MRS. Posteriormente, los matraces se incubaron a 37 °C en condiciones de
microaerofilia durante un periodo de 48 h. Se tomaron muestras del cultivo cada 4 h y
se realizo el conteo de los microorganismos viables en las muestras (UFC/mL), por el
método de extension en placa. De esta forma se determiné el tiempo de cultivo al cual
se alcanzaba la concentracion celular que se fij6 como objetivo para la determinacion
del potencial probiético de las BAL: 108-10° UFC/mL [41]. Adicionalmente, las cinéticas
de crecimiento microbiano sirvieron para determinar la fase de crecimiento logaritmico
de las BAL. De acuerdo a la literatura, en esta etapa de crecimiento las BAL secretan
los compuestos peptidicos antimicrobianos [72,73].

Por otra parte, para el caso de los microorganismos patdgenos utilizados en la prueba
antimicrobiana se buscaron concentraciones de 107-108 UFC/mL. Se realiz6 el
monitoreo del crecimiento microbiano de los patégenos cada 24 h. Se tomo6 una asada
de una colonia de la cepa patogena con 24 h de crecimiento, y se inocul6 en un tubo
gue contenia 9 mL de caldo BHI o caldo nutritivo. Los tubos se incubaron a 37 °C
durante 48 h. Para la cuantificacion de la biomasa presente en los cultivos se realizo la
el conteo por extension en placa de microorganismos viables (UFC/mL) en las

muestras de cultivo.

Para el caso de los microorganismos indicadores, Listeria monocytogenes y L. sakei,
utilizados en las pruebas de produccién de bacteriocinas se fijo una concentracion de
10°-10% UFC/mL. De una caja recién sembrada de las cepas indicadoras (24 h), se
tom6 una asada del in6culo y se colocé en un tubo con 12 mL de caldo BHI (para
Listeria monocytogenes) o MRS (para L. sakei). Subsecuentemente, los tubos se
incubaron a 37 °C en condiciones de microaerofilia durante 48 h. Se realizé el conteo
en placa de microorganismos viables (UFC/mL) a diferentes diluciones a intervalos de

12 h. En el caso de Micrococcus luteus, no se realiz6 el conteo microbiano debido a
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gue este microorganismo fue usado para el ensayo de actividad peptidoglucano

hidrolasa como un sustrato enziméatico en forma no viable.

4.6. Determinacion de potencial probidtico in vitro

Se evalud el potencial probiotico de las 12 cepas &cido lacticas de estudio y se utilizo
como control positivo a la cepa comercial Lactobacillus acidophilus NCFM®. Las BAL
aisladas de pulque proveniente de Tamazulapan del Progreso, Oaxaca, fueron
evaluadas previamente por su potencial probiético in vitro [4]; sin embargo, a diferencia
de la investigacion realizada en este trabajo, en dicho estudio, las pruebas de acidez y
sales biliares fueron evaluadas de manera conjunta, y la prueba antimicrobiana fue
Unicamente cualitativa. A continuacion se describe la metodologia seguida para cada

una de las pruebas.

4.6.1. Prueba de resistencia a pH acido [50,74,75]

A partir de una caja recién sembrada de la cepa BAL de estudio (24 h), se tom6 una
asada de una colonia y se inoculé en un tubo con 9 mL de caldo MRS. Los tubos se
incubaron a 37 °C durante 20 h en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se
tom6 1 mL del in6culo y se colocé en un tubo que contenia 9 mL de caldo MRS
ajustado a un pH de 2 (usando HCI 5N). Como blanco se inoculé un tubo con caldo
MRS sin acidificar (pH 6.5). Los tubos inoculados en caldo MRS acidificado y el blanco

(sin acidificar), se incubaron durante 3 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia.

Posteriormente, se evaluo la resistencia a la condicion de acidez mediante el conteo
microbiano en placa de diluciones seriadas de los cultivos de prueba por duplicado. El
conteo de colonias viables (UFC/mL) se realizd por el método de extensidon en placa
usando 100 pL de inéculo. Se realizaron dos experimentos independientes del ensayo.

El porcentaje de sobrevivencia se calculé con la siguiente formula:

*
CI

% de sobrevivencia =

45



donde:

CpH = Conteo de células viables después de la exposicion a acidez (UFC/mL).

Cl= Conteo de células viables después de 20 h de crecimiento sin ajuste del
medio (UFC/mL).

4.6.2. Prueba de resistencia a condiciones de sales biliares [50,74,75]

Se hicieron crecer las BAL en placa durante 24 h y se sembraron por asada en tubos
con 9 mL de caldo MRS. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 20 h en condiciones
de microaerofilia. Posteriormente, 1 mL del cultivo inicial se resuspendié en 9 mL de
caldo MRS bajo diferentes concentraciones de sales biliares: 0.0% (blanco), 0.3% y
0.5%. Los tubos se incubaron durante 24 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia. La
evaluacion de la resistencia de las BAL de estudio a la presencia de sales biliares se
realiz6 como se describid anteriormente para la prueba de resistencia a pH acido. El

porcentaje de sobrevivencia se calculé con la férmula siguiente:

CSB
CI

% de sobrevivencia = x 100

donde:

CSB = Conteo de células viables después de la exposicion a sales biliares
(UFC/mL).

Conteo de células viables después de 20 h de crecimiento sin ajuste del
medio (UFC/mL).

Cl

4.6.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las cepas de estudio contra

bacterias patdégenas [76]

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé utilizando la técnica de difusion
en agar. Se cultivaron los microorganismos patdgenos en placa durante 24 h y se
sembraron por asada en medios de cultivo liquido, utilizando los medios originales de

cada cepa. El medio que se utilizé para L. monocytogenes fue BHI; mientras que para
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E. coli y S. typhi fue caldo nutritivo. Las cepas se incubaron durante 24 h a 37 °C.
Posteriormente se inoculé 1 mL del microorganismo patégeno en 10 mL de agar APT
en forma liquida a una temperatura de aproximadamente 45 °C; después de lo cual, la
mezcla se homogenizé y se vertio en placa dejando solidificar. Las cajas fueron
incubadas a 37 °C por 24 h. Por otra parte, las cepas &cido lacticas se cultivaron en
placa durante 24 h, después de lo cual, se inoculé una asada en 9 mL de caldo MRS.
Los medios se incubaron a 37 °C por 20 h en condiciones de microaerofilia.

Para la preparacion de la prueba de difusion en agar se utilizaron discos de papel filtro
estériles de 4 mm de diametro. Se colocaron tres discos, de manera bien espaciada y
distribuida, en cada una de las cajas de agar APT inoculadas previamente con las
cepas patogenas. En cada ensayo a dos de los discos se les agrego 20 uL de la cepa
BAL de estudio y al disco restante (blanco) se le agrego 20 pL de agua destilada estéril.
Las cajas se incubaron sin ser invertidas a 37 °C en condiciones de microaerofilia. Se
realizaron dos replicas por tratamiento. Después de 20 h de incubacion se realizo la
medicién del halo de inhibicién con la formula siguiente:

(Dr — Dp)
2

Hl =
donde:
H, = Halo de inhibicibn en mm.

Dt = Diametro total (diametro del disco + halo de inhibicion) en mm

Dp = Diametro del disco (4 mm)

4.7. Determinacién de la produccion de péptidos antimicrobianos

Se evalud la produccién de péptidos antimicrobianos en las cepas que presentaron
actividad antimicrobiana en la seccién anterior. El mecanismo de actividad
antimicrobiana que se evalué fue la produccion de péptidos antimicrobianos:

bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas.
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4.7.1. Evaluacién de antibiosis por bacteriocinas [63,77]

Las BAL de estudio se cultivaron en placa durante 24 h y se sembraron por asada en
tubos con 9 mL de caldo MRS. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 18 h.
Posteriormente, se sembraron por moteado 2 pL de la BAL (fase de crecimiento
logaritmico) en una caja con medio Agar Soya Tripticasa sin glucosa mas 0.5% de
extracto de levadura (TSAYE, por sus siglas en inglés). Las cajas sin invertir se
incubaron a 37 °C en microaerofilia hasta que se observo el crecimiento de las colonias
(aproximadamente 18 h). La incubacién en condiciones anaerobias y el uso de TSAYE
sin glucosa descarta la posibilidad de inhibicién por peroxido de hidrégeno y acidos
organicos, respectivamente. Por otra parte, se inoculd la cepa indicadora (fase de
crecimiento logaritmico) en agar suave (1% de agar) BHI (L. monocytogenes) o MRS
(L. sakei) en forma liquida atemperado a aproximadamente 42 °C. El volumen total de
agar suave con el indicador fue de 8 mL con una concentracién celular de 10° a 10°
UFC/mL.

Para determinar la produccion de bacteriocinas, la suspension de agar suave (BHI o
MRS) inoculada con la cepa indicadora se vertio en la caja de agar TSAYE cultivada
previamente con la cepa BAL de prueba. Una vez solidificado el medio, las cajas se
incubaron a 37 °C durante 18 h en condiciones de microaerofilia. Para el andlisis de la
prueba, la presencia de una zona clara alrededor de la colonia de la BAL (halo de
inhibicién), se consideré como un indicador positivo de la actividad inhibitoria de la BAL

de prueba.

Las cepas con actividad inhibitoria contra los microorganismos sensibles a las
bacteriocinas fueron subsecuentemente estudiadas, para corroborar la naturaleza
peptidica de las sustancias antimicrobianas, mediante pruebas de hidrdlisis con
proteasas especificas. Para este ensayo, se sembraron por moteado 2 pL de BAL (fase
de crecimiento logaritmico) en medio agar TSAYE y se incubd a 37 °C en microaerofilia
hasta observar el crecimiento de colonias (aproximadamente 18 h). Posteriormente, un
volumen de 2 pL de solucién enzimética (10 mg/mL) se coloc6 adyacente a las colonias

de BAL. Las cajas moteadas y con proteasas se incubaron a 37 °C por 2 h, para
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favorecer la difusion de la enzima y su accion hidrolitica. Subsecuentemente, se realizé
el ensayo de antibiosis por bacteriocinas antes descrito. Una inhibicion negativa
(ausencia del halo) indica la sensibilidad de las sustancias inhibitorias a la enzima, y
por lo tanto, la naturaleza peptidica de la sustancia antimicrobiana. Como control
positivo de la produccién de bacteriocinas se utilizé la cepa L. acidophilus NCFM® para

la cual se siguio el procedimiento antes mencionado para las BAL del pulque.

4.7.2. Evaluacién de actividad peptidoglucano hidrolasas

Para la evaluacion de la actividad peptidoglucano hidrolasa de las cepas BAL de
estudio se prepararon extractos enzimaticos semipurificados [72,78]. Las BAL con 24 h
de crecimiento en caja se inocularon por asada en 50 mL de caldo MRS y se incubaron
a 37 °C por 18 h en condiciones de microaerofilia. Posteriormente, se realizo la
separacion del pellet por medio de centrifugacion a 10,000 x g por 30 min. Los pellets
se recuperaron y se lavaron con buffer de Tris-HCI 100 mmol/L a pH 8, después de lo

cual la suspension se centrifug6 a 10,000 x g por 30 min.

A continuacion, se recupero el pellet y se resuspendioé en un buffer de extraccion (Tris-
HCI 10 mmol/L pH 8, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 10 mmol/L, NaCl 10
mmol/L y 2% (p/v) dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés)). Seguido de
esto, la suspension se agitd en un vortex a 3000 rpm durante 3 min y se llevo
subsecuentemente a un bafio caliente a 100 °C por 5 min. Inmediatamente después, la
mezcla se centrifugé a 25,000 x g por 30 min, y el sobrenadante fue recuperado.
Después de esto, la solucion enzimatica se dializ6 con una membrana de peso
molecular de corte de 14 kDa durante una noche para concentrar y limpiar el extracto
enzimatico. Finalmente el producto de la didlisis se resuspendi6 en el buffer de lavado
(Tris-HCI 100 mmol/L a pH 8) a una DOsoo de 2.5. Adicionalmente, se determind la
concentracion de proteina de los extractos por el método de Bradford, se realiz6 la
curva estandar con la enzima lisozima; y finalmente se almacend a -20 °C hasta su

uso.
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Para cada prueba se prepar6 1 mL de una suspension celular de Micrococcus luteus en
una solucién buffer de fosfato 0.4 M (pH 6.7) con una DOuso de 1. La suspension se
esteriliz6 a 121 °C por 20 min. A continuacion, a la suspension se le afiadio 1 mL del
extracto enzimatico de las BAL y la mezcla se incubd subsecuentemente a 37 °C. Para
la determinacién de la actividad peptidoglicano hidrolasa se midié la DOa4so durante 30
min de incubacion a intervalos de tiempo de 10 min. Adicionalmente, se realiz6 la
prueba de control positivo usando la enzima lisozima en lugar del extracto enzimatico
de BAL. Para esta determinacion se utilizaron 0.1 mL de solucién enzimética (1 mg/100
mL) por mL de suspensién de Microococcus luteus y se siguidé el procedimiento
aplicado a los extractos. Una disminucion significativa de la DOuso con respecto al
blanco (Microococcus Iuteus sin extracto enzimatico) indica la presencia de
peptidoglucano hidrolasa en los extractos, y por lo tanto la produccion de estas
enzimas por las BAL de estudio [79].

La concentracion de proteina se determiné utilizando la ecuacion obtenida en la curva
estandar de lisozima para la cuantificacion de proteina por el método de Bradford
(Apéndice A.3). Como velocidad de hidrolisis se considero la pendiente formada en
cada una de las cinéticas de actividad peptidoglucano hidrolasa (Apéndice A.4). El

porcentaje de actividad PGH se determiné con la siguiente formula:

DOsgmin * 100
DO,

%APGH = 100 —

donde:
APGH = Actividad peptidoglucano hidrolasa
DOzomin = Densidad 6ptica a los 30 min de incubacion.

DOo = Densidad optica al tiempo cero.
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4.8. Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis ANOVA de un solo factor con un nivel de significancia del 95%
para evaluar si existi6 o no diferencia significativa entre las distintas condiciones
evaluadas. Adicionalmente, se llevé a cabo la prueba de Tukey con un nivel de
significancia del 95% (p < 0.05) para los analisis de comparacién de medias. Para los

calculos estadisticos se empled el software Minitab 17 (Minitab Inc., EUA) para
Windows 8.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Identificacion genética de las bacterias acido lacticas

Considerando que en este trabajo se pretende evaluar el potencial probidtico de un
namero de aislados bacterianos obtenidos a partir del pulque, resulta importante
caracterizar genotipicamente dichos aislados, si es posible a nivel de género y especie.
Se realiz6 la identificacibn molecular de seis BAL aisladas de pulque de Santa Catarina
Otzolotepec, Tehuacan, Puebla mediante la amplificacion por PCR y secuencia del gen
ADNr 16S. Las cepas aisladas de pulque proveniente de Tamazulapan y Tehuacan

habian sido previamente identificadas utilizando la misma técnica.

En la Figura 6 se muestra la imagen del gel de electroforesis en agarosa de los
productos de PCR. Con ayuda del marcador molecular, se puede apreciar que los
fragmentos de PCR tienen un peso molecular aproximado de 1.5 kb, que corresponden

al tamafio de los genes 16S ADNTr de las cepas a identificar.

MPM  B5 B6 B8 B10 B19 B9

G 1.5kb
1 kb

Figura 6. Gel de agarosa al 1% (p/v) + 0.04% de EtBr de los productos de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular (GeneRulerTM de 1.5 kb DNA Ladder, Fermentas, USA); B5, B6,
B8, B10, B19 y B9 = cepas a identificar.

Se construy6 el arbol filogenético a partir de las secuencias (Apéndice A.1.) utilizando

el método Neighbour-Joining con el programa MEGA 7.0.21 (Figura 7). Como
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agrupacion externa para la construccion del arbol se utilizo la secuencia del gen 16S
ADNr de Metallosphaera sedula cepa ARS120-2.

KM407514.1 Lactobacillus casei strain palle renuka 143 165 ribosomal RMA gene partial sequence
(GQ395613.1 Lactobacillus casei strain J026 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
KR816166.1 Lactobacillus casei strain KF11 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
99| KU315070.1 Lactobacillus paracasei strain F311 163 ribosomal RNA gene partial sequence
KU315088.1 Lactobacillus paracasei strain FC7 165 ribosomal RMNA gene
KU315093.1 Lactobacillus paracasei strain CG5 165 ribosomal RNA gene
B9 ¢—
El 32[55 —
elpg ¢—
EUB21350.1 Lactobacillus oeni strain 103 165 ribosomal RMA gene partial sequence
0 EU821349.1 Lactobacillus oeni strain 82 165 ribosomal RNA gene partial sequence
EUB21352.1 Lactobacillus oeni strain 376 165 ribosomal RMA gene partial sequence
g| rB9 E—
MR 043896.1 Lactobacillus ghanensis strain L489 165 ribosomal RNA gene partial sequence
100 | AB690235.1 Lactobacillus ghanensis gene for 165 rRMNA partial sequence strain: JCM 8650
KY¥290638.1 Lactobacillus ghanensis strain DI6SBa38a 16S ribosomal RMA gene partial sequence
k7 B6 ————
B10 —
KX388382.1 Lactobacillus plantarum strain GCUF-BNB-2 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KX0587547.1 Lactobacillus plantarum strain a6 165 ribosomal RMA gene
45 | KT158933.1 Lactobacillus pentosus strain KF2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX057507.1 Lactobacillus pentosus strain a2 165 ribosomal RNA gene
KU194207 1 Lactobacillus plantarum strain 23 163 ribosomal RNA gene
KU170095.1 Lactobacillus pentosus strain FO3 165 ribosomal RNA gene
CP012175.1 Metallosphaera sedula strain ARS120-2 complete genome

1

—_—
0.0

Figura 7. Arbol filogenético de las secuencias identificadas y las secuencias de referencia
obtenidas en el GenBank. Las cepas del proyecto estdn marcadas con una flecha.

Metallosphaera sedula cepa ARS120-2 se utilizé como agrupacion externa.

A partir de la caracterizacion, se determin6 que todas las cepas pertenecen al género
Lactobacillus y mostraron un 99% de homologia con secuencias de microorganismos
depositados en la base de datos del GenBank del NCBI, identificandose como: L.

paracasei, L. casei, L. ghanensis, L. plantarum y L. pentosus.

El analisis del arbol filogenético permitié corroborar la identidad obtenida por el analisis
con BLAST vy la posicion de las secuencias. Se observa que las cepas B5, B8 y B19
guedaron agrupadas dentro del nodo de L. paracasei y L. casei, sin embargo podria

decirse que no son la misma cepa dada la posicion en la que se encuentran. La cepa
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B9 quedd agrupada dentro del nodo de L. ghanensis, con un 99% se puede asegurar
gue pertenece a dicho grupo. Por otra parte, las cepas B6 y B10 pertenecen al nodo
formado por L. plantarum y L. pentosus, se podria sugerir que son la misma cepa; sin
embargo, para realizar dicha aseveracion se necesita una estudio mas completo del
genoma de ambas cepas, ya que hasta el momento sélo se ha estudiado un gen.

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos en los cuales reportan que
la microbiota del pulgue pertenece en su mayoria a bacterias acido lacticas,
destacando las del género Lactobacillus [3]. Ademas, muchas BAL del género
Lactobacillus han sido reconocidas por su potencial probiético, destacando las especies

L. casei, L. paracasei y L. plantarum [21].

En la Tabla 7 se muestran todas las BAL utilizadas en este trabajo con su
correspondiente identidad y origen, considerando las cepas que fueron tipificadas en

este trabajo y las que se caracterizaron previamente.

Tabla 7. Bacterias 4cido lacticas de estudio, identidad y origen.

BAL Identidad Origen
Bl Lactobacillus plantarum
B2 Lactobacillus brevis
_ _ Tamazulapan del Progreso,
B3 Lactobacillus paracasei
_ _ Oaxaca.
B4 Lactobacillus paracasei
B7 Lactobacillus casei
B5
B8 Lactobacillus paracasei o casei .
Santa Catarina Otzolotepec,
B19
86 Tehuacan, Puebla
Lactobacillus plantarum o pentosus
B10
] ) San Jer6nimo Zoyatitlanapan
B9 Lactobacillus ghanensis . o
perteneciente al municipio de
B11 Lactobacillus ghanensis Juan N. Méndez, Puebla
LA Lactobacillus acidophilus NCFM® Danisco (EUA)
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5.2. Cinética de crecimiento microbiano

5.2.1. Crecimiento de las BAL

Las bacterias &cido lacticas como primer requisito para ser consideradas
microorganismos probidticos deben estar en estado viable al tiempo de consumo.
Aunque aun no se ha estipulado la dosis de microorganismos probio6ticos adecuada
para el consumo humano, la industria de alimentos y la FDA sugieren cantidades de
10% UFC/mL. Sin embargo, se debe tomar en cuenta el efecto del almacenamiento y las
condiciones a las que se somete al producto probidtico antes de llegar al lGmen
intestinal. Algunos investigadores han recomendado una ingesta diaria de 10° UFC/mL
de microorganismo probidtico, para que el cultivo microbiano tenga una accion benéfica

en el organismo [41,80,81].

Considerando lo anterior, para poder estudiar de manera objetiva el potencial probidtico
de las cepas de estudio, es importante que la concentracion de células sea la
adecuada; idealmente mayor de 10° UFC/mL. Adicionalmente, para la evaluacion de la
produccion de péptidos antimicrobianos por parte de las BAL, se ha reportado en la
literatura que las bacteriocinas se producen generalmente en la fase exponencial,
mientras que las enzimas peptidoglucano hidrolasas son secretadas en la fase
exponencial y en la fase estacionaria [72,73]. Tomando en cuenta estas
consideraciones, antes de realizar las pruebas de potencial probiotico y antibiosis,
resulta importante la caracterizacion de las diferentes fases de crecimiento de cada

cepa, para disefiar adecuadamente estos ensayos.

En el Apéndice A.2 se presentan las curvas de crecimiento microbiano de las 12 BAL
de estudio durante 48 h de cultivo. Asimismo, también se presenta la curva de
crecimiento de la cepa comercial Lactobacillus acidophilus NCFM® usada en este
estudio como control positivo. En todas las cepas se observdé un crecimiento
exponencial entre las 16 y las 20 h de cultivo. En el crecimiento de la mayoria de las
cepas se pudo apreciar una fase estacionaria bastante prolongada, que duré incluso
para algunos casos hasta las 48 h de cultivo. Por otra parte, la mayoria de las cepas no

presentaron una fase de muerte pronunciada en el intervalo de tiempo estudiado, con
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excepcion de las cepas Bl (L. plantarum) y B3 (L. paracasei). En la Figura 8 se
presentan dos ejemplos de las cinéticas de crecimiento microbiano, perteneciente a

una de las cepas de estudio y al control positivo.

B1 LA

10.0 8.5

9.5+ 8.0

9.0
7.5 1
8.5 4
7.0 4
8.0 4

Log,, UFC/mL

6.5 -
7.5 1

Logg UFC/mL

6.0
7.0 1

6.5 Kk

6.0 T T T T T 5.0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 a 10 20 30 40 50 60

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 8. Ejemplo de las cinéticas de crecimiento: B1 (L. paracasei) BAL de estudio y LA (L.

acidophilus) el control positivo.

Todas las bacterias de estudio incluyendo la cepa control, alcanzaron el crecimiento
requerido para las pruebas de potencial probidtico (108 -10° UFC/mL) después de las
16 h de incubacion. Con el fin de estandarizar los procedimientos empleados en las
pruebas de potencial probiotico, se establecio que el periodo de crecimiento de las BAL
de estudio fuera de 20 h, tiempo promedio en el que las cepas BAL de estudio

alcanzaron un crecimiento de 10° UFC/mL.

Por otra parte, para las pruebas de produccion de péptidos antimicrobianos se
emplearon cultivos de BAL con 18 h de incubacion, debido a que de manera general a
este tiempo de cultivo las cepas BAL de estudio presentaron su fase exponencial de
crecimiento completamente desarrollada. De acuerdo a la literatura, en esta fase de

crecimiento se secretan los péptidos antimicrobianos [72,73].

En un estudio para determinar el potencial probiético de la bacteria Leuconostoc

mesenteroides P45, Escalante et al. [50] reportaron que esta cepa alcanzé un
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crecimiento del orden de 10%° UFC/mL. Considerando que el crecimiento celular
obtenido para las cepas de estudio se encuentra en el intervalo recomendado en la
literatura, dichas cepas cumplen con el primer requisito para continuar con el estudio de

su potencial probidtico.

El-Shafei et al. [73] realizaron el aislamiento, seleccion y caracterizacion de
bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas aisladas de diferentes alimentos
tradicionales fermentados. De las cepas aisladas en este estudio, la cepa Lactococcus
lactis presentdé un amplio espectro inhibitorio y se reporté la produccion de una
bacteriocina del tipo nisina. Después de esto, los autores siguieron la produccion de la
bacteriocina en relacion al crecimiento microbiano de la cepa productora durante 48 h.
Los investigadores reportaron que la mayor produccidon de la bacteriocina se llevo a
cabo durante la fase exponencial de crecimiento (20 h). Por otra parte, Garcia-Cano
[72] realizaron la deteccion, localizacion celular y actividad antibacteriana de dos
enzimas liticas producidas por Pediococcus acidilactici ATCC 8042, reportando que la
mayor actividad litica se presentd en la fase exponencial de crecimiento. Considerando
los resultados obtenidos por estos investigadores, en el presente trabajo se opt6é por
realizar las pruebas de produccion de péptidos antimicrobianos durante la fase de

crecimiento exponencial totalmente desarrollada.

5.2.2. Crecimiento de los microorganismos patégenos

Los microorganismos patégenos utilizados en este estudio fueron S. typhi, E. coli y L.
monocytogenes. Estos microorganismos estan asociados a enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA). En la Tabla 8, se muestran las concentraciones de las cepas
patdgenas alcanzadas a las 24 y 48 h de incubacion en caldo de cultivo (BHI o
nutritivo). De acuerdo al crecimiento mostrado, se fij6 un tiempo de incubacion para
todas las cepas patdgenas de 24 h, porque a ese tiempo dichas cepas alcanzaron un
crecimiento del orden de 10® UFC/mL, que se encuentra dentro del intervalo de

crecimiento necesario para realizar las pruebas antimicrobianas [50,63,76].
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Se puede observar que a las 24 h las tres cepas patdégenas alcanzan crecimientos del
orden de 10%8 UFC/mL; sin embargo, a las 48 h hay un decremento en la poblacién

bacteriana por lo que se puede decir que se esta alcanzando la fase de muerte.

Tabla 8. Crecimiento microbiano de los microorganismos patégenos.

Patégenos 24 h 48 h
Escherichia coli 2.0+1.1 X108 6.30+0.92 X10’
Salmonella Typhi 7.6+0.2 X108 1.26+0.51 X108

Listeria monocytogenes 8.4+0.4X108 5.78+0.32 X10’

Se presenta la media + DE (n=2).

5.2.3. Crecimiento de microorganismos indicadores

Por otra parte, como microorganismos indicadores de la produccion de bacteriocinas se
utilizaron Listeria monocytogenes y Lactobacillus sakei ATCC 15521, por ser
considerados como microorganismos sensibles a la presencia de dichos péptidos [63].
De acuerdo a la literatura, el crecimiento recomendado es de 10°%-108 UFC/mL [63]. En
la Tabla 9 se muestran los resultados de crecimiento a 12, 24 y 48 h. Con base en
estos resultados, se decidio utilizar los microorganismos indicadores a las 12 h, tiempo

en el cual ya se presentan crecimientos del orden de 107-108 UFC/mL.
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Tabla 9. Crecimiento microbiano de los microorganismos indicadores para la prueba de
bacteriocinas.

Indicadores 12 h 24 h 48 h
Lactobacillus sakei 5.2+0.6 X107 8.1+0.5 X108 1.240.1 X108
Listeria monocytogenes 1.4+0.1 X108 8.4+0.2 X108 5.8+0.3 X108

Se presenta la media = DE (n=2).

5.3. Determinacion de potencial probidtico in vitro

Los criterios bioquimicos que se deben considerar para seleccionar una cepa con
potencial probidtico son su sobrevivencia a las condiciones del tracto gastrointestinal y
su capacidad antimicrobiana hacia microorganismos patdgenos. En su paso por el
tracto gastrointestinal los microorganismos son expuestos principalmente a dos
condiciones fisicoquimicas de estrés, pH &cido y presencia de sales biliares. La
resistencia de los microorganismos a estas condiciones es esencial para considerar a
una cepa como potencialmente probiotica. Adicionalmente, en el estdmago las
bacterias se enfrentan a otros microorganismos, con los cuales compiten para poder
adherirse a la pared intestinal. Los mayores competidores de las BAL son
microorganismos patdgenos que comdnmente se encuentran en los alimentos y que

causan las enfermedades infecciosas mas importantes [41,50,76].

En este trabajo las BAL de estudio se sometieron a una condicion de pH acido (pH = 2)
y a dos diferentes concentraciones de sales biliares (0.3% y 0.5%), de manera
independiente. Adicionalmente, para evaluar la capacidad antimicrobiana de las cepas
de estudio, éstas se confrontaron contra las cepas patogenas: S. typhi, E. coli (EPEC) y
Listeria monocytogenes, causantes de algunas de las enfermedades mas comunes y

perniciosas transmitidas por alimentos.
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5.3.1. Prueba de tolerancia a pH acido y condiciones de sales biliares

Para probar el potencial probiético es preciso evaluar a las cepas de estudio en un
medio con pH &cido y concentraciones de sales biliares. Después de su consumo, la
primera barrera con la que se encuentran los microorganismos probioticos es una
condicién de pH acido en el estbmago, que varia desde un pH de 1.5 durante el ayuno
hasta 4 después de ingerir alimentos [82]. La segunda barrera que encuentran las
bacterias probidticas en su paso a través del tracto gastrointestinal es la presencia de
sales biliares en el intestino delgado, con concentraciones que pueden variar de 0.2% a
2% [50]. Idealmente se requiere que el mayor nimero posible de bacterias pueda llegar

a la parte baja del intestino, para colonizarlo y asi ejercer su funcion probidtica [83].

5.3.1.1. Resistencia a pH acido

En este estudio se evalud in vitro la tolerancia de las BAL de estudio a un medio con
pH acido. Las cepas se sometieron a un pH de 2 durante 3 h, que es el tiempo
promedio que tarda la digestion del alimento [50]. Las cepas de estudio mostraron
porcentajes de sobrevivencia que van del 60 al 80% (Tabla 10). Con excepcion de las
cepas B5 y B6, las cepas de estudio fueron significativamente mas resistentes a la
condiciéon de acidez con respecto a la cepa control L. acidophilus NCFM®. La cepa B9
(L. paracasei 0 casei) present6 una sobrevivencia significativamente mayor que el resto

de las cepas

Escalante et al. [50] reportaron que la cepa Leuconostoc mesenteroides P45 aislada de
pulque proveniente de Huitzilac (Morelos), tuvo un porcentaje de sobrevivencia del 75%
después de ser expuesta a un pH de 2.5 durante 24 h. En el mismo estudio, los autores
reportaron que la cepa L. casei Shirota, usada como cepa de referencia tuvo una

sobrevivencia del 48% al someterla a las mismas condiciones.

Por otra parte, Castro-Rodriguez et al. [51] determinaron las propiedades probidticas de
4 cepas de L. mesenteroides aisladas de aguamiel de Agave salmiana de Nopaltepec

(Estado de México). Los autores reportaron que en la evaluacion de resistencia a una
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condicion de pH é&cido (pH de 2 durante 3 h a 37 °C), las cepas de L. mesenteroides

tuvieron porcentajes de sobrevivencia en el intervalo de 40 a 50%.

Tabla 10. Porcentaje de resistencia in vitro de las bacterias &cido lacticas del pulque a las
barreras del tracto gastrointestinal.

BAL % DE SOBREVIVENCIA
pH 2 0.3% SB 0.5% SB

B1 83.51+0.51° 80.20 + 0.05¢ 75.75 + 0.07¢
B2 82.47 + 0.34¢ 96.71 + 0.562 91.96 + 0.70?
B3 ND ND ND

B4 83.15 + 0.01¢ 89.72 + 0.50° 85.90 + 0.56°
B5 62.53 + 0.19f 90.07 + 0.29° 85.57 + 0.38°
B6 61.03 + 0.26¢ 77.52 +0.36 76.65 + 0.09°
B7 84.19 + 0.36° 87.90 + 0.25¢ 84.89 + 0.18°
B8 84.92 + 0.41° 80.75 + 0.32¢ 78.11 + 0.05¢
B9 87.51+0.172 89.12 + 0.42¢ 88.51 + 0.05°
B10 85.78 + 0.37° 76.83 + 0.27" 66.76 + 0.12f
B11 83.17 + 0.03¢ 89.26 + 0.20° 77.70 £ 0.01¢
B19 84.54 + 0.37° 80.96 + 0.25° 66.99 + 0.10f
LA 80.98 + 0.19¢ 95.21 + 0.20° 89.16 + 0.13°

* Se presenta en la tabla la media £ DE (n = 2). Las letras corresponden a los resultados de la prueba
Tukey (p < 0.05), letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa en la actividad de las
BAL (prueba Tukey por columna). ND = No determinado.

En otro estudio similar, Gonzalez-Vazquez et al. [84] realizaron el aislamiento,
identificacion y caracterizacion parcial de la cepa L. casei J57 de pulque. En dicho
estudio los autores sometieron a la cepa L. casei a un pH de 1.5 durante 4 h,

reportando una sobrevivencia de aproximadamente 60%.

En general los reportes de la literatura coinciden con los resultados obtenidos en este
trabajo. Mas aun, la mayoria de las cepas estudiadas en este trabajo presentaron una

mayor sobrevivencia que las cepas reportadas en la literatura. La resistencia de las

61



cepas a condiciones de pH &cido se ha atribuido a los mecanismos de regulacién del
pH intracelular y alcalinizacion del ambiente externo mediante reacciones de

descarboxilacion y desaminacion [41,83].

5.3.1.2. Resistencia a sales biliares

A continuacion, se realiz6 la evaluacién in vitro de las BAL y de Lactobacillus
acidophilus NCFM® (control positivo) a dos concentraciones de sales biliares, 0.3% vy
0.5% incubando a 37 °C durante 24 h. Las cepas de estudio presentaron porcentajes
de sobrevivencia de 77 a 97% a una concentracion de 0.3% de sales biliares y de 67 a
92% a una concentracion de 0.5% de sales biliares (Tabla 10). La cepa B2 (L. brevis)
presentd una sobrevivencia significativamente mayor que la cepa control L. acidophilus,

para ambas concentraciones.

En el estudio realizado por Escalante et al. [50], la cepa Leuconostoc mesenteroides
P45 se sometid a dos concentraciones de sales biliares, 0.3% y 1% (24 h a 37 °C),
mostrando resistencia del 100% en ambas concentraciones. Por otra parte, en el
estudio realizado por Castro-Rodriguez et al. [51], se sometieron a 4 cepas de L.
mesenteroides aisladas de aguamiel de Agave salmiana a una concentracion de sales
biliares de 0.5%. Los autores reportaron porcentajes de sobrevivencia del 88 al 90%.
En otro estudio, Gonzalez-Vazquez et al. [84], sometieron a la cepa L. casei J57
aislada de pulque a una concentracion de sales biliares de 0.5% durante 4 h,

presentando sobrevivencias de aproximadamente 60%.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo concuerdan con los reportes antes
mencionados. Consecuentemente son buenas candidatas para ser potencialmente
probidticas. La capacidad de resistencia a la condicién de sales biliares se atribuye
principalmente a la presencia de la enzima hidrolasa de sales biliares (BSH, por sus
siglas en inglés), que se ha reportado ser secretada por algunas bacterias acido

lacticas, principalmente del género Lactobacillus [85,86].
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5.3.2. Evaluacién de la actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas

Una de las caracteristicas mas importantes de los microorganismos probidéticos es su
capacidad de eliminar competidores, que se atribuye principalmente a que estos
microorganismos pueden adherirse eficazmente a la mucosa intestinal. Otro
mecanismo que le confiere actividad antimicrobiana a los microorganismos probiéticos
es la produccién de diversos metabolitos con actividad bactericida o bacteriostatica
[32,50,76].

Se realizé el ensayo de actividad antimicrobiana por la técnica de difusion en agar,
utilizando 20 pL de la bacteria acido lactica. En la Figura 9 se muestran fotografias
ejemplificativas del ensayo de difusion en agar de dos de las cepas de estudio, en cada
una de las cajas petri fue inoculado el microorganismo patdégeno y sobre el
microorganismo patdégeno se observan tres discos de papel filtro, de los cuales dos se
inocularon con las cepas BAL de estudio y el disco restante se inoculd6 con agua
destilada estéril (blanco). En la figura se puede apreciar que los discos que se
encuentran en la parte inferior de la caja petri tienen alrededor una zona blanca (halo
de inhibicion) y como era de esperarse el disco que se ubica en la parte superior

(blanco) no tiene esa zona.

Los ensayos mostraron diversos grados de actividad antimicrobiana de las BAL de
estudio a los distintos patdgenos, con halos de inhibicion promedio que van desde 2.8 a
4 mm (Tabla 11).

La cepa B3 (L. paracasei) fue la Unica que no mostrd actividad antimicrobiana contra
los patdgenos de estudio. Por otro lado, todas las cepas BAL de estudio (con excepcion
de B3) incluyendo el control (Lactobacillus acidophilus NCFM®), no presentaron
diferencias significativas en la actividad antimicrobiana contra S. typhi y E. coli. La
actividad contra L. monocytogenes fue significativamente menor para la cepa B4 (L.

paracasei), con respecto al resto de las cepas.
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Tabla 11. Actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas de estudio contra patdgenos

modelo (halo de inhibicion, en mm).

BAL E. coli S. Typhi L. monocytogenes
B1 3.50+0.462 3.50+0.382 3.31+0.532
B2 3.63+0.442 3.56+0.622 3.69+0.532
B3 0P 0P 0°
B4 3.69+0.372 3.63+0.522 2.88+0.35°
B5 2.94+0.322 3.56+0.322 3.44+0.422
B6 3.56+0.422 3.9440.322 3.50+0.382
B7 3.63+0.352 3.75+0.272 3.56+0.422
B8 3.25+0.27°2 3.88+0.692 3.25+0.382
B9 3.19+0.262 3.81+0.372 3.50+0.48?
B10 3.31+0.462 3.63+0.522 3.69+0.372
B11 3.25+0.702 3.38+0.352 3.75+0.532
B19 3.44+0.502 3.69+0.372 3.50+0.462

L. acidophilus NCFM® (control) 3.06+0.322 4.00+0.66° 3.63+0.35%

* Se presenta en la tabla la media £ DE (n = 4). Las letras corresponden a los resultados de la prueba Tukey (p <
0.05), letras diferentes en cada columna indican diferencia en la actividad de las BAL contra cada patégeno.

A partir de estos resultados, se concluye que todas las cepas con excepcion de B3,
mostraron actividad antimicrobiana contra todos los patégenos. En general, la actividad
mostrada por las cepas de estudio fue comparable a la mostrada por la cepa control, L.
acidophilus NCFM®, con excepciéon de la cepa B4 (L. paracasei) que presentdé una

actividad menor contra L. monocytogenes.

Ferrari et al. [76] realizaron la prueba antimicrobiana por el ensayo de difusion en agar
con discos. Los autores reportaron halos de inhibicion que van de 0.7 a 5 mm para la
inhibicién de S. typhi y L. monocytogenes. Las cepas estudiadas en el presente trabajo
mostraron halos de inhibicion que se encuentran en el intervalo reportado por éstos

autores.
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E. coli S. typhi L. monocytogenes

Figura 9. Fotografias ejemplificativas del ensayo de actividad antimicrobiana por el método de difusién en agar para las cepas: a)
B2 (L. brevis) y b) B7 (L. casei).
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La actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas puede deberse a distintos
mecanismos, destacando la sintesis de metabolitos durante el proceso fermentativo
como son acido lactico y acético, acidos grasos, peroxido de hidrogeno y péptidos
antimicrobianos. Entre estos ultimos, las bacteriocinas y las enzimas peptidoglicano
hidrolasas han tomado gran relevancia en las investigaciones actuales por su posible

aplicacion en las industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética, entre otras [21,54]

5.4. Determinacién de la produccion de péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son componentes intrinsecos del sistema inmune y son
producidos por un gran numero de organismos como mecanismo de defensa contra
microorganismos patogenos. Consecuentemente, la habilidad de estos compuestos
naturales para inhibir o inactivar bacterias patégenas ha elevado el interés en estas
sustancias para usarlas en aplicaciones terapéuticas y farmacologicas [5,6].
Considerando la importancia de estos compuestos y dado que 11 de las bacterias
acido lacticas de estudio mostraron actividad antagonista importante contra los
microorganismos patdégenos modelo, en esta seccion se reporta la evaluacion in vitro
del mecanismo de antibiosis por produccion de péptidos antimicrobianos;

especificamente, bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas.

5.4.1. Evaluacion de antibiosis por bacteriocinas

Las bacteriocinas producidas por BAL son de interés ya que tienen el estatus de
sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en inglés) y
la denominacion de presuncion calificada de seguridad (QPS, por sus siglas en inglés)
[87]. Las técnicas utilizadas para la deteccion de bacteriocinas son diversas, pero la
mayoria se basa en la difusién de la bacteriocina en un medio sélido para inhibir el
crecimiento de un microorganismo sensible. Los métodos de deteccion se clasifican en
directos e indirectos. EI método directo es el ensayo de “Difusion en pozos” en el cual

se utilizan sobrenadantes libres de célula de la bacteria productora. Por otra parte, el
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método indirecto incluye las técnicas “Flip-streak” y “Mancha en el césped”, en las que
se utiliza las células bacterianas de prueba en forma viable. De acuerdo a los reportes
en la literatura, el método de “Mancha en el césped” es el mas rapido y facil de
implementar. Adicionalmente se ha reportado que este método proporciona la mayor
reproducibilidad en los resultados de deteccién de bacteriocinas [63,64].

Considerando lo anterior, en este trabajo se realiz6 la evaluacion de antibiosis por
bacteriocinas utilizando la técnica “Mancha en el césped” (Figura 10). Para esta, se
emplearon dos cepas bacterianas reportadas como sensibles a bacteriocinas (L. sakei
y L. monocytogenes). Los resultados de la prueba indicaron que ninguna de las BAL de
estudio mostré actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes, incluyendo la cepa
control. Por otro lado, en contraste con los resultados contra L. monocytogenes, todas

las cepas bacterianas incluyendo la cepa control mostraron actividad contra L. sakei.

Las bacteriocinas son compuestos de naturaleza peptidica, por lo que estas sustancias
son sensibles a la accion hidrolitica de diversas proteasas. Por lo anterior, se evalud la
actividad antimicrobiana de las cepas de estudio contra L. sakei en presencia de 5
proteasas comerciales. En este trabajo, se corroboré la naturaleza proteica del
compuesto antimicrobiano mediante la evaluacion de la pérdida de actividad

antimicrobiana de la cepa de estudio en presencia de proteasas.

Después de la exposicion de las cepas de estudio a la actividad proteolitica, se pudo
observar pérdida de actividad antimicrobiana en las cepas B2, B7, B8 y B9. Sin
embargo, estas cepas no fueron sensibles a todas las proteasas evaluadas. La pérdida
de actividad en las cepas B2 y B8 se pudo observar con la proteasa tipo XIV y la
pepsina. Por otra parte, la pérdida de actividad en las cepas B7 y B9 se pudo observar
sélo con pepsina y no fue una pérdida de actividad total. En cuanto a la cepa control (L.

acidophilus) se observoé pérdida de actividad con a-quimotripsina y con la proteinasa K.
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Figura 10. Fotografias ejemplificativas del ensayo de actividad antimicrobiana por el método de “Mancha en el césped” contra L.
sakei. a) Crecimiento de L. sakei; b) Actividad de la cepa B8 (L. paracasei o0 casei); c) Actividad de la cepa control (L. acidophilus
NCFM) en presencia de la enzima proteinasa K; d) Actividad de la cepa control (L. acidophilus NCFM) en presencia de enzimas
proteasas (proteasa, pepsina, tripsina y quimotripsina); e€) Actividad de la cepa B2 (L. brevis) en presencia de las enzimas
proteasas y f) Actividad de la cepa B8 en presencia de las enzimas proteasas. Los circulos negros en las cajas c), d), e) y f)

representan los blancos de cada prueba.
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Lewus y Montville [63] realizaron la deteccion de bacteriocinas producidas por bacterias
acido lacticas mediante tres métodos utilizando 19 cepas sensibles. Los autores
reportaron que el mejor método fue el de “Mancha en el césped” por ser la técnica mas
reproducible. Adicionalmente, estos autores concluyeron que la cepa mas sensible a la
presencia de estos compuestos fue L. sakei.

Por otra parte, Todorov & Dicks [88] realizaron la caracterizacién parcial de las
bacteriocinas producidas por cuatro bacterias acido lacticas aisladas a partir de la
cerveza tradicional de cebada de Sudéfrica. Las bacterias fueron identificadas como L.
paracasei, L. plantarum, L. pentosus y Lactococcus lactis. Asimismo, los autores
reportaron que las bacteriocinas producidas por dichas bacterias tenian un peso
molecular de 3.2 kDa, 10 kDa, 3.0 kDa y 2.9 kDa, respectivamente. Uno de los
microorganismos sensibles utilizados en el estudio fue L. sakei el cual fue inhibido por
todas las bacteriocinas estudiadas, de manera similar a los resultados obtenidos en el

presente trabajo.

Las bacteriocinas parcialmente caracterizadas por Todorov y Dicks [88] encontradas en
bacterias del género Lactobacillus se pueden clasificar en las clases | y Il. A pesar de
gue se han reportado bacteriocinas producidas por Lactobacillus en las tres clases de

bacteriocinas, las mas abundantes pertenecen a la Clase Il o no lantibiéticos [87].

Sin embargo, a partir de los resultados que resultaron positivos en la prueba de
“‘Mancha en el césped” no se puede concluir que los compuestos presentes son
bacteriocinas. Esto se debe a que existen otros compuestos de naturaleza peptidica, a
los cuales se les puede atribuir la actividad antimicrobiana (e.g. peptidoglucano

hidrolasas).

5.4.2. Evaluacion de actividad peptidoglucano hidrolasa

Las peptidoglucano hidrolasas (PGH) se han propuesto como una alternativa potencial
para la sustitucion de antibidticos debido a su actividad bacteriolitica de amplio

espectro. Uno de los principales modos de accion de los agentes antibacterianos, es el
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ataque de la pared bacteriana que también constituye un sustrato especifico de las
PGHs. Por lo anterior en este trabajo se realizé la semipurificacion del extracto
enzimatico de las células bacterianas aisladas del pulque. Posteriormente se realizé la
cuantificacion de proteina por el método de Bradford. Las concentraciones de proteina
de los extractos de las cepas estuvieron en el intervalo de 37 a 490 pg/mL (Tabla 12),
siendo la cepa B2 (L. brevis) la que presenté un contenido de proteina
significativamente mayor que el resto de las cepas y los controles positivos.

A continuacion se probaron los extractos enzimaticos semipurificados por su actividad
litica contra células no viables de Micrococcus lysodeikticus. Las cinéticas de actividad

enzimatica se presentan en el Apéndice A.4.

Tabla 12. Contenido de proteina, velocidad de reaccion (d (DOauso)/dt) y porcentaje de actividad

PGH de los extractos obtenidos de las bacterias acido lacticas.

Velocidad de hidrélisis

BAL Proteina (ug/mL) Actividad PGH (%)
(-d(DOaso)/dt)
Bl 307.38 + 8.66° 1.16 x 10+ 0.00008° 2.63+0.119
B2 489.07 + 3.062 3.69 x 10+ 0.00032° 8.12 + 0.68¢
B4 140.71 £6.719 2.41 x 10°+0.00014¢ 7.86 £ 0.45°
B5 257.16 + 8.68° 2.80 x 10+ 0.000007¢ 9.50 + 0.03¢
B6 37.63+0.67' 2.55 x 10+ 0.00006¢ 7.61+0.57¢
B7 243.07 £ 1.15¢ 1.65 x 103+ 0.00016° 4.94 + 0.34f
B8 229.07 + 3.06¢ 4.04 x 103+ 0.00011° 11.79 £ 0.23°
B9 173.07 £ 6.11f 1.16 x 103+ 0.00013® 3.51 +0.38f
B10 195.73 + 16.65° 0.33 x 103+ 0.00001f 0.81 +0.12"
B11 203.07 £6.11°¢ 0.30 x 103+ 0f 0.88 +0.00"
B19 255.73 £ 8.08° 2.78 x 103+ 0.00002¢ 7.63 £0.17°
LA 263.73 £ 10.07¢ 11.72 x 103+ 0.0004072 20.21 £ 0.68%
Lisozima 83.07 + 3.06" 4.48 x 103+ 0.00030"° 13.53 + 0.54°

* Se presenta en la tabla la media + DE (n = 2). Las letras corresponden a los resultados de la prueba Tukey (p <
0.05), letras diferentes en cada columna indican diferencia en la actividad de los extractos proteicos de cada cepa

BAL.
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En la Tabla 12 se muestra el cambio de la DOa4so con respecto al tiempo (-d(DOaso)/dt))
y el porcentaje de actividad PGH obtenido para las 11 BAL de pulque que presentaron

actividad antimicrobiana y los controles positivos (L. acidophilus y lisozima).

La velocidad de hidrélisis de la pared celular de Micrococcus lysodeikticus para los
extractos enziméticos de las cepas de estudio estuvo en el intervalo entre 0.3 x 103y 3
x 103, mientras que para los controles positivos L. acidophilus y lisozima fue de 11 x
103y 4.48 x 1073, respectivamente. La cepa B8 (L. paracasei o casei) presentd la
mayor velocidad de hidrélisis de todas las BAL estudiadas en el presente trabajo y
significativamente igual a la presentada por el control positivo lisozima; sin embargo,
presentd una menor velocidad que el control positivo L. acidophilus. En la Figura 11 se
muestran tres ejemplos de las cinéticas de actividad enzimatica obtenidas en este
trabajo, las cinéticas pertenecen a los dos controles positivos utilizados y a la cepa de

estudio que presento la mayor velocidad de hidrdlisis.
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Figura 11. Actividad litica contra Micrococcus lysodeikticus durante un tiempo de cultivo de 30
min. a) Actividad de lisozima (1mg/100mL); b) Actividad del extracto enzimatico de la cepa L.

acidophilus NCFM®; c¢) Actividad del extracto enzimatico de la cepa B8 (L. paracasei o casei).
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Por otra parte, los porcentajes de actividad de las cepas de estudio estuvieron en el
intervalo entre 0.8 y 12% (Tabla 12). La cepa B8 presenté un porcentaje de actividad
de 11.79%, que fue significativamente mayor al resto de las cepas BAL de estudio. Sin
embargo, la cepa control fue la que presenté el mayor porcentaje de actividad (20.21%)
significativamente mayor que el control lisozima (13.53%), el cual es una enzima PGH
pura. Se destaca también la actividad observada con las cepas B2 (L. brevis) y B5 (L.
paracasei 0 casei), que aunque con menor actividad que la cepa B8, mostraron mayor

actividad que las cepas de estudio restantes.

Considerando que las cepas B2 y B8 resultaron positivas tanto en la prueba de
bacteriocinas como en la prueba de actividad PGH, es posible que la actividad
antimicrobiana de dicha cepa se deba a la produccion de enzimas PGH.

El trabajo desarrollado en esta tesis, constituye el primer reporte donde se realizan
pruebas in vitro para la deteccion de PGH en bacterias acido lacticas del pulque.
Anteriormente, soOlo se habia realizado una busqueda de genes que codifican para
PGH en el genoma de la cepa Leuconostoc mesenteroides P45 aislada de pulque.
Asimismo, los estudios de caracterizacion de PGH de BAL del género Lactobacillus son
muy escasos. Regulski et al. [89] realizaron un estudio bioinformatico para determinar
las PGH hidrolasas que produce la cepa L. casei BL23, los autores reportaron la
presencia de genes que codifican para 13 PGH. Asimismo, los investigadores
detectaron con ayuda de técnicas protedOmicas la expresion de 7 PGH durante el
crecimiento exponencial de la cepa siendo la endopeptidasa Lc-p75 la mas abundante.
Por otra parte, la actividad obtenida con la cepa L. acidophilus NCFM puede explicarse
a la presencia en su genoma de 11 genes que codifican para la produccion de PGH, 9

de los cuales se predicen pueden ser funcionales [90].
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6. CONCLUSIONES

Se identificaron 6 de las cepas acido lacticas de estudio, las cuales pertenecen al
género Lactobacillus de las especies: plantarum, pentosus, casei, paracasei Yy
ghanensis.

Después de realizar las pruebas de potencial probidtico in vitro a 12 cepas de bacterias
acido lacticas, 11 presentaron resistencia a la condicion de pH &cido y a la presencia
de sales biliares, asi como capacidad para inhibir el desarrollo de microorganismos
patdgenos. A partir de las pruebas realizadas, se determind que las cepas de estudio
con mayor potencial probiético son: L. paracasei, L. plantarum, L. brevis, L. caseiy L.
ghanensis. Las cepas B9 (L. ghanensis) y B2 (L. brevis) fueron las que mostraron los
mejores resultados en las pruebas de acidez y sales biliares, respectivamente. Todas
las cepas de estudio, excepto la cepa B3, mostraron actividad antimicrobiana contra los
microorganismos patdgenos, resultando en halos de inhibicion estadisticamente

similares a los obtenidos con la cepa probidtica control (L. acidophilus).

Por otra parte, en la evaluacién de produccién de bacteriocinas por la técnica “Mancha
en el césped’ las cepas B2 (L. brevis), B7 (L. casei), B8 (L. paracasei) y B9 (L.
ghanensis) inhibieron a la bacteria sensible a bacteriocinas L. sakei. Adicionalmente,
por medio de un ensayo proteolitico se confirm6 la naturaleza proteica de las
sustancias antimicrobianas. Con estos resultados se concluye que estas cepas son

capaces de producir péptidos antimicrobianos, posiblemente bacteriocinas.

En la evaluacion de actividad litica contra la pared celular de Micrococcus lysodeikticus
destaca la actividad obtenida con los extractos proteicos de las cepas B8 (L.
paracasei), B5 (L. paracasei) y B2 (L. brevis) que fue de 11.8, 95 y 8.1%,
respectivamente, asi como las cepas B4, B19, B6, B7 y B9, con una actividad
ligeramente menor (7.86, 7.63, 7.61, 4.94 y 3.51%, respectivamente). La actividad PGH
mas destacada fue la de la cepa B8, la cual estuvo cercana a la obtenida con la enzima

PGH lisozima (13.5%), usada como control positivo.
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En conclusion, en este estudio se determiné el potencial probidtico in vitro de 12 cepas
del género Lactobacillus aisladas a partir de pulque de tres localidades de los estados
de Oaxaca y Puebla. De las cepas de estudio, 11 de ellas mostraron un potencial
probidtico alto, comparable con el microorganismo probidtico control L. acidophilus
NCFM®. Estas cepas se destacaron por su resistencia a pH acido (pH = 2) y a sales
biliares (0.3% y 0.5%), asi como por su actividad antimicrobiana en contra de los
microorganismos patodgenos E. coli, L. monocytogenes y Salmonella. Asimismo, en
este estudio se encontré que 8 de las cepas (B2, B4, B5, B6, B7, B8, B9 y B19) de
estudio mostraron actividad peptidoglucano hidrolasa destacada. Por otra parte, se
determind que 4 de las cepas de estudio (B2, B7, B8 y B9) son posibles productoras de

bacteriocinas.

En este trabajo se comprobo el potencial probiotico de al menos 11 bacterias acido
lacticas del pulque proveniente de Oaxaca y Puebla. El potencial de estas cepas
autoctonas se puede aprovechar para la produccion de productos probidticos en la
industria de alimentos o nutracéutica. Por otra parte, en este estudio también se
identificaron de manera novedosa en el pulque, al menos 8 cepas productoras de
péptidos antimicrobianos. Estos péptidos pueden ser usados como conservadores de
alimentos o como agentes antimicrobianos naturales en el area de alimentos o
farmacéutica. Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio pueden ayudar a

revalorizar al pulque.
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7. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se lograron realizar algunas de las principales pruebas in vitro
para la determinacion de potencial probidtico. Sin embargo, para asegurar dicho
potencial hacen falta realizar mas pruebas in vitro como son la adhesién al epitelio
intestinal, la resistencia a lisozima y la simulacién de la exposicion a jugo gastrico. Por
otra parte, para sugerir una actividad especifica de las cepas con potencial probiotico
es necesario realizar pruebas in vivo, en primer instancia en animales y por ultimo,

pruebas en humanos.

Asimismo, se sugiere ampliar la investigacion en relacién al mecanismo de antibiosis
gue utilizan las bacterias acido lacticas aisladas del pulque para inhibir el crecimiento
de microorganismos patdgenos, retomando las cepas que presentaron resultados
positivos en las pruebas de produccion de péptidos antimicrobianos. Para este estudio
se recomienda secuenciar el genoma completo de las cepas con mayor potencial, para
determinar los genes que codifican para la sintesis de los péptidos antimicrobianos de
cada bacteria. Asimismo, resulta importante realizar la purificacion y caracterizacion de
los péptidos antimicrobianos secretados por las cepas BAL. La caracterizacion de los
péptidos debera incluir en primer lugar la determinacion del tamafio molecular mediante
el uso de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) posteriormente,

la secuenciacién de la estructura primaria de dichos péptidos. .
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9. APENDICES

A.1l. Secuencias en formato FASTA de las bacterias acido lacticas del pulque

>B5

GGCCCAAACTCCTAACGGAGGCAGCAGTAGGATTCTGCACATGACGCAGTCTGATGAGCACGCGCG
TGAGTGAGATGCTTCGGGTCGTAAACTCTGTGTTGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTGTCGG
CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAA
CTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGG
TCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAT
GCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGAT
CACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAG
TTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCAGACCGCGAGGT
CAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTA
AGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGAACAACGTGGCCTG

>B6

GGGGGACACCGGCCCCAAACTCCCTACGGAGGCAGCAGTAAGGATCTCACATGACGAAGGTCTGAT
GAGCACGCGCGTGAGGGAGGAGGTTCGGCTCGTAAACTCTGTGTAAAGAAGAACATATCTGAGAGT
AACTGTCAGGTATGACGGTATTTAACCCAGAAAGCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
ACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCC
GCCTAAGGTGGGACAGATGATAGGGTGTAGTCGAAACGAGTAGTGCAGG
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>B8

CCCCCAAACTCCTACCGGAGGCAGCAGTAAGGATCTCACATGACGCAAGTTCGATGAGCACGCCGC
GTGAGGGAGAGCTTCGGGTCGTAAACTCTGTGTGAGAGATGGTCGGCAGAGTAACTGTGCCGCGTG
ACGGTATCCAACCAGAAAGCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTC
GGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT
AAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATCAAGCATTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGA
GAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCA
CTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCT
AATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGG
GACAAATGATTAGGGTGTAGTCGAACAACGTGGCCTCC

>B9

CGGCCCCAAACTTCCTACCGGGAGGCAGCAGTAGGAATCCTGCACATTGACGAAGGTCGATGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAGAGGTTTTCGGATCGTAAACTCTGTGTCAGAGAAGAACGTGTGCGAGAGTA
ACTGTTCGTGCAGTGACGGTATCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTTTTTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGTCGTGCATTGGAAACTGGAGAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCTGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCT
AACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCTTCTGCAAGCCTGAGAGATCAGGTGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGCCAGTTGC
CAGCATTCAGTTGGGCACTCTGACAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAACGAGTTGCTAG
ACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGGTAACCATTAGGAACCAG
CCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGAACAACGTGCAGG

>B10

CGGCCCCCAAACTTCCTACGGAGGCAGCAGTAGGATCTCACATGACGAAGTCGATGAGCACGCGCG
TGAGTGAGAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCA
GGTATTGACGGTATTTAACCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
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GAAAGCTTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAG
TGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTG
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTAT
GCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGA
GAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTA
AGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGATCAATGTGCCGG

>B19

CAACTTCCTACGGAAGCAGGCAGTAGGATCTACACATGAACGCAGGTCGATGGAGCACGCCGCGTG
AGTGAGATGCTTCGGGTCGTAAACTCTGTGTGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTGTCGGCGT
GACGGTATCCAACCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGC
CGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCA
TTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCAC
CTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTG
GGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCA
AGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAG
GTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGAACAACGTGTCATGC
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A.2.

Cinéticas de crecimiento microbiano de las bacterias acido lacticas

Las cinéticas fueron realizadas por duplicado, en cada curva se presenta el promedio +
DE.
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B11
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A.3. Curvaestandar de lisozima para la cuantificacion de proteina por el ensayo

de Bradford

La curva se realiz6 por duplicado, se representa el promedio = DE.
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A.4. Cinéticas de actividad peptidoglucano hidrolasas
Las cinéticas fueron realizadas por duplicado, en cada curva se presenta el promedio +

DE.
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