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Resumen

Se aislaron cepas de bacterias acido lacticas (BAL) de frutas, hortalizas y productos
elaborados artesanalmente. Las cepas se identificaron fenotipicamente mediante
pruebas de Gram, catalasa y oxidasa. A todas las BAL se les realizaron pruebas de
actividad inhibitoria por difusion en pozo contra S. Typhimurium, E. coli O157:H7, L.
monocytogenes y S. aureus. A las cepas de BAL que mostraron el mayor efecto
antagonico o inhibitorio contra los 4 patégenos se les realizaron pruebas de
resistencia a pH 2 y pH 3, resistencia a sales biliares (concentraciones de 0.15, 0.3,
0.5y 1 %) y sensibilidad a distintos antibioticos. Se identificé el género y especie de
la cepa con mayor potencial probi6tico (cepa QT 20) con pruebas bioquimicas y por
ribotipificacién. Por ultimo, se determind el potencial antagénico de la cepa QT 20
contra S. Typhimurium, E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. aureus en queso
elaborado con la dicha cepa de BAL.

Se obtuvo un banco de 117 cepas de BAL; de éstas solo el 26.5% mostré actividad
inhibitoria al menos contra uno de los microorganismos patdgenos estudiados,
alcanzando halos de inhibicién de hasta 20 mm. La mayoria de cepas de BAL
analizadas mostraron resistencia a pH 3, pero fueron sensibles al pH2. Todas las
cepas de BAL analizadas mostraron resistencia a una concentracion de sales
biliares de hasta 1%. El analisis bioquimico y molecular de la cepa QT 20 (cepa con
el mayor potencial probiotico) reveld que dicha cepa es del género Lactobacillus y
de la especie pentosus. Y ésta cepa fue sensible al 50% de los antibidticos
ensayados. Lactobacillus pentosus (cepa QT 20) mostré efecto antagdnico
significativo contra S. Typhimurium, E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. aureus
en queso fresco almacenado en refrigeraciéon. La cepa de Lactobacillus pentosus
(cepa QT 20) fue aislada de una muestra de queso tenate el cual es un queso
elaborado artesanalmente en el estado de Hidalgo.

Esta cepa de Lactobacillus pentosus tiene gran potencial para considerarse como
probidtico y podria usarse como tal e incorporarse a alimentos, como los productos
lacteos, o bien consumirse directamente como cultivos liofilizados. No obstante, es
necesario realizar estudios en animales de laboratorio para comprobar si realmente

la cepa de Lactobacillus pentosus ejerce dicho efecto.



1. Introduccion

Recientemente se ha observado un incremento de los consumidores por las dietas
saludables que propicien beneficios en cuanto al tratamiento y la prevencién de
enfermedades. No obstante, inherente al consumo se asocian enfermedades de
origen microbiano. Debido a esto, la comunidad cientifica y la industria de los
alimentos se han visto en la necesidad de desarrollar alimentos funcionales,
especialmente productos probidticos que favorezcan la salud de quienes lo
consumen en la debida cantidad (Granato et al. 2010).

El tracto gastrointestinal es uno de los principales objetivos para el desarrollo de
alimentos funcionales. En el intestino existe una flora microbiana, dentro de la que
se encuentran las bacterias acido lacticas que demuestran vivir en simbiosis con el
ser humano y su presencia se asocia a un estado saludable, es por esto que se
desarrollan alimentos que incentiven la colonizacion de las bacterias benéficas en

los intestinos, como son los probidticos, prebioticos y simbiéticos.

Aquellos alimentos que ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del consumidor
se denominan funcionales. Dentro de este grupo de alimentos se incluyen aquellos
incorporados con bacterias probidticas, los cuales han demostrado una gran

expansiéon en su produccién y popularidad en los ultimos afios (Sanz et al., 2003).

De acuerdo a estudios recientes para la determinacion del potencial probiético de
un microorganismo, este debe cumplir con criterios de clasificacion, dependiendo
de su posible aplicacion, resistencia al transito y adhesion a la mucosa intestinal,
certificaciéon de inocuidad, actividad antimicrobiana y sensibilidad a antibi6ticos

entre otros (Vanegas et al., 2012).

Los alimentos probidticos contienen microorganismos definidos y viables en
concentracion suficiente para modificar la microflora del huésped. Se ha establecido
gue el numero minimo de bacterias probidticas al momento del consumo debe de
ser entre 10° y 107 células viables por mililitro o gramo de producto. Ademas, estas

bacterias probidticas deben tolerar las condiciones acidas del estomago y sobrevivir




a las enzimas digestivas y sales biliares del intestino delgado, a consecuencia de lo

cual estan capacitados para colonizar el ileon terminal (De Vuyst, 2000).

Dentro de los probidticos, el género Lactobacillus es reconocido por su capacidad
de tolerar las condiciones del tracto gastrointestinal y conferir beneficios a la salud
como el manejo de diarreas por virus y bacterias patégenas, alergia e intolerancia

a la lactosa, etc. (Aureli et al., 2011).

Estas bacterias ademas de ser reconocidas como GRAS (Generally Recognized as
Safe), pueden producir acido lactico, bacteriocinas y otro tipo de metabolitos con
actividad antimicrobiana; se caracterizan ademas por estar presentes en diferentes

tipos de sustratos naturales (Sanz et al., 2003).

Los alimentos comunmente utilizados para llevar al consumidor los beneficios de
los probidticos han sido las leches fermentadas, ya que reanen una serie de factores
gue las hacen aptas para tal fin. Sin embargo, el queso podria ser un mejor vehiculo
para estos microorganismos que los alimentos tradicionalmente empleados por
tener una mayor capacidad amortiguadora, un mayor contenido graso y esto
favoreceria la resistencia y supervivencia de los microorganismos durante el

almacenamiento y el transito intestinal (Taranto, et al., 2005; Boza, et al., 2010).

Dada la importancia de las bacterias acido lacticas en la elaboracion de alimentos
funcionales, el objetivo fue aislar e identificar cepas de bacterias acido lacticas a
partir de diversos alimentos (frutas y hortalizas, pulque y quesos artesanales),
conocer su potencial antagénico en medios de cultivo contra diferentes
microorganismos patégenos, determinar su resistencia al pH, sales biliares y
antibioticos asi como determinar su potencial antimicrobiano en queso fresco contra

diferentes microorganismos patdgenos.




2. Antecedentes

2.1 Definicién y origen del queso

Es probable que el queso fuera hecho en primera instancia por accidente, tal vez se
obtuvo durante la transportacion de la leche en los estdmagos de animales y que
debido a la accidn de enzimas coagulantes convirtieron la leche acidificada en una
masa solida. De esta manera se descubrié que el queso poseia mayor durabilidad
que la leche original y asi se podian obtener alimentos adecuados para las largas
jornadas, en muchas regiones su fabricacion ha sido artesanal, pero gracias a su

alto valor nutritivo su proceso se ha industrializado (Amiot, 1991).

El origen de la elaboracion del queso no se sabe con certeza, pero existen
referencias que se consumia desde tiempos biblicos, en aquel entonces, la
coagulacion de la leche se conseguia de muchas maneras desde utilizar los cuajos
de liebre y cabrito, asi como la savia de una rama de higuera y el vinagre, hasta
usar la flor de cardo, la semilla de azafran silvestre, el tomillo y extractos de pifia
verde (Robinson y Wilbey, 1998).

El termino queso se le da a un amplio grupo de productos lacteos elaborados en
todo el mundo bajo una amplia variedad de formas, tamafios y sabores. El principal
objetivo en la elaboracién de estos productos es conservar los principales
componentes de la leche. Existe una gran diversidad en la clasificacion de los
guesos, el mas comun es aquel que tiene en cuenta la textura que esta relacionada
directamente con el contenido de humedad y grasa, es asi que los podemos
encontrar como duros, semiduros y blandos. Algunos otros criterios tienen en cuenta
la especie animal de la cual se obtiene la leche, el método de coagulacion, el tiempo
de maduracién, el origen del queso y la flora predominante durante la maduracién
(Amiot, 1991; Robinson y Wilbey, 1998).

La leche es el componente principal en la elaboracion de los quesos, ésta ha sido
definida como el producto destinado para el consumo humano proveniente de la
secrecion natural de las glandulas mamarias de los mamiferos sanos y bien

alimentados, debe de estar libre de calostro, es de composicion compleja, color
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blanquecino y opaco, con un pH cercano al neutro y de sabor dulce, ademas debe
de cumplir con las caracteristicas fisicas, microbioldgicas e higiénicas establecidas.
Su finalidad es la alimentacion de la cria durante sus primeros meses de vida
(Magarifios, 2000).

Entre las especies que producen leche utilizada en queseria se encuentran
principalmente la de vaca, oveja y cabra. En nuestro pais la leche de vaca es la mas

empleada para la elaboracion de este tipo de productos.

2.1.1 Clasificacion del queso

El queso fresco pasteurizado es un producto de amplio consumo en todo el mundo,
segun la NOM-121-SSA-1994 define al queso como el producto elaborado de la
cuajada de la leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies
animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacion de la caseina con
cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con
0 sin tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con 0 sin
adicion de fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e
ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de
quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o procesado.

Esta norma define al queso fresco como el producto que cumple con lo sefalado en
la definicion anterior y que se caracteriza por ser un producto con alto contenido de
humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no adicionarle ingredientes
opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo condiciones de

refrigeracion.

En la tabla 1 se describe la clasificacion de los quesos frescos dependiendo su

proceso de elaboracion.




Tabla 1. Clasificacion de los quesos

Frescos De pasta cocida Acidificados
Fresco Oaxaca Cottage
Panela Asadero Crema
Canasto Mozzarella Doble crema
Sierra Del Morral Petit Suisse
Ranchero Adobera Neufchatel
Blanco

Enchilado

Adobado

Fuente: SSA, 1994.

2.1.2 Composicion del queso fresco

Durante el proceso de elaboracién del queso, los sdlidos de la leche son
concentrados, ésta concentracion se inicia con la formacion de una cuajada acida o

enzimatica (Early, 1998).

El agua es eliminada en una proporcién distinta en cada tipo de queso; es esencial
para el desarrollo de los microorganismos, también determina el tiempo de
conservacion del producto, la textura y el rendimiento durante el proceso de
elaboracion. La materia grasa es un componente que influye sobre la textura, el
sabor, el rendimiento y el color del queso. Las bacterias acido lacticas utilizan la
lactosa como sustrato para la formacién del &cido lactico y por lo tanto interviene en
la coagulacion de la leche, el desuerado y la textura de la cuajada, también en el

crecimiento de los microorganismos. Las proteinas del suero que quedan incluidas




en la cuajada contribuyen al valor nutritivo del queso y tiene mucha importancia en

el proceso de maduracion (Amiot, 1991; Alais, 1998).

2.1.3 Proceso tecnolégico en la elaboracion del queso

2.1.3.1 Preparacion de la leche

En la elaboracién de los quesos se emplea leche procedente de muchas especies
de mamiferos, pero predominantemente se utiliza la leche de vaca. La composicion
quimica de la leche determina su comportamiento en la coagulacién, el rendimiento
qguesero y las caracteristicas de textura y consistencia de la cuajada final (Early,
1998).

La leche esta compuesta principalmente de agua, ademas de proteinas, grasa,
carbohidratos y sales, estos compuestos los podemos encontrar en suspension
coloidal, emulsion o solucion. La constitucion de la leche va a depender de varios
factores entre los cuales esta la raza del animal, la alimentacion, el medio ambiente,

la época del afio, el periodo de lactancia, entre otros (Alais, 1998; Magarifios, 2000).

2.1.3.2 Pruebas de calidad

2.1.3.2.1 Sensoriales

La leche debe ser de un color blanco y opaco con un ligero tono amarillo, de olor
caracteristico suave, debe tener aspecto homogéneo libre de materiales extrafios
(Alais, 1998).

2.1.3.2.2 Fisicoquimicas

La densidad es un parametro importante a medir en la leche, ésta se realiza con la
finalidad de determinar si la leche ha sufrido algun tipo de alteracion en su

composicion, el analisis se realiza con la ayuda de un lactodensimetro. El rango de




densidad debe fluctuar entre 1.030 y 1,033 gr/mL a una temperatura de 20°C, su

variacion con la temperatura es de 0.0002 gr/mL por cada grado de temperatura.

La acidez determina la calidad de la leche, se expresa como porcentaje de acido
lactico y debe estar entre 0.15 y 0.16%. Esta acidez se debe en un 40% a las
caseinas, otro 40% al aporte de acidos organicos, el 20% restante se debe a las
reacciones secundarias de los fosfatos presentes. Una acidez menor al 0.15%
puede ser debido a la mastitis o al aguado de la leche. Una acidez superior al 0.16%
es producida por la accion de contaminantes microbiolégicos.

El pH de la leche también es medido, debe de estar cercano a la neutralidad, (entre
6.5 y 6.65) valores distintos se producen por deficiente estado sanitario de las
glandulas mamarias, por el desarrollo de microorganismos que desdoblan o
convierten la lactosa en acido lactico, o por la accion de microorganismos

alcalinizantes.

Las leches deben estar libres de inhibidores, antibitticos, higienizantes, calostro y
se deben de evitar las leches mastiticas.

2.1.3.2.3 Microbioldgicos

Para evitar fermentaciones y reacciones indeseables, es necesario que la leche sea
de buena calidad microbiolégica. Las caracteristicas nutricionales de la leche la
hacen un medio de cultivo ideal para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos, para evitar parcialmente este desarrollo se debe de enfriar la
leche inmediatamente después de la ordefia a 4 °C - 10 °C hasta su procesamiento
(Villegas, 2004).

2.1.3.3 Filtracion

Este procedimiento se realiza para retirar particulas grandes que han caido en la
leche por el manejo y el transporte, ya sean residuos de forraje o bien, partes de

insectos.




2.1.3.4 Estandarizacion

La mayoria de los quesos se elaboran con leche entera, pero se puede normalizar
el contenido de grasa segun las exigencias del consumidor, este contenido se puede
aumentar con leche alta en grasa o con crema, o también se puede disminuir por

descremado o adicion de leche descremada (Villegas, 2004).

2.1.3.5 Pasteurizacion

La leche debe ser sometida a este proceso para obtener una calidad higiénica
adecuada ya que destruye los microorganismos no deseados con lo cual se
garantiza la salud del consumidor. Con este procedimiento se le da un medio libre
de competencia al cultivo que se emplear4. Es un método fundamental en la

elaboracién de quesos frescos de corta maduracion (Madrid, 1999).

2.1.3.6 Inoculacién de cultivos iniciadores

La adicion de cultivos iniciadores basicamente se realiza para que se produzca la
acidificacion, gracias a la produccion de acido lactico ya que con la pasteurizacion
se pierde la mayoria de la flora microbiana natural. Los microorganismos
adicionados son seleccionados de acuerdo con las caracteristicas que se desee

conferir al queso (Early, 1998).

Los cultivos iniciadores pueden o no ser empleados en la elaboracién de quesos
frescos, los cultivos mas apropiados son bacterias 4cido lacticas homofermentativas
mesofilas. Estas actian como protectores del queso ya que impiden el desarrollo
de bacterias no deseables, ademas promueven la accion del cuajo y la sinéresis
(Villegas, 2004).




2.1.3.7 Coagulacion

El proceso fundamental para la elaboracién de un queso es la coagulacién de la
caseina, ésta puede ocurrir por dos vias: la enzimatica y la lactica. La primera se
utiliza principalmente para quesos duros, consiste en la adicion de cuajo a la leche
para lograr la coagulacion de las caseinas. La actividad enzimatica del cuajo
provoca que la leche coagule y pase a formar un gel irreversible (cuajada).

El cuajo es una enzima proteolitica, su funcidén es desestabilizar a la caseina lo que
da lugar a la formacion de un gel que engloba al suero y los glébulos grasos en su
interior. Asi mismo, su actividad proteolitica conduce a la formacién de compuestos
gue seran utilizados por las bacterias del fermento para su multiplicacion (Sbodio y
Revelli, 2012).

La coagulacion lactica se logra por la acidificacion a causa del &cido lactico
producido por las bacterias disminuyendo el pH hasta que se desestabilizan las
caseinas, se vuelven insolubles y precipitan, este procedimiento es usado para

guesos blandos.

La caseina es una fosfoproteina, representa el 80% de la proteina total de la leche.
Se encuentran en forma de micelas formadas por fracciones proteicas aS1, aS2, 3
y k. Las tres primeras tienen una gran afinidad por el calcio, mientras que la caseina

k es sensible a la accion hidrolitica de la quimosina (Early, 1998).

El cuajo convierte la caseina en paracaseina al hidrolizar la caseina «, que es la
que estabiliza la micela, al estar fraccionada una parte se queda en la micela y la
otra se va al suero. La micela precipita en forma de pequefios agregados los cuales
van formando una red con poros dentro de la cual se van acomodando los glébulos
grasos. Y por la continua formacién de enlaces entre las micelas, el cuajo se va

haciendo mas firme (Amiot, 1991).

El gel formado tiende a expulsar el suero y el coagulo se concentra, este proceso
se llama sinéresis y depende de la temperatura. La temperatura optima de accion
del cuajo esta alrededor de 40°C, pero se utilizan temperaturas inferiores para evitar




la dureza del coagulo. La dureza del gel aumenta a medida que disminuye el pH. A
pH menores de 6 la dureza reduce por la desmineralizacion de la caseina (Sbodio
y Revelli, 2012).

2.1.3.8 Desuerado

Transcurrido el tiempo de coagulacién, se realiza el corte, se rompe la cuajada en
granos con un tamafio que va a depender del tipo de queso. El corte ayuda a
expulsar el suero. Mientras mas pequefios sean los granos de la cuajada menor
contenido de humedad, es decir, mas intenso sera el desuerado y por lo tanto mas
duro el queso (Madrid, 1999).

2.1.3.9 Moldeado

Al finalizar el proceso de desuerado la cuajada se coloca en moldes que permitan
la salida del lactosuero que se encuentra aun entre los globulos. Después de esto
se somete a un prensado de los moldes aprovechando el propio peso de la cuajada
para que los granos se unan y formen una masa continua. De esta manera se le da

forma al queso y se determina su textura (Villegas, 2004).

2.1.3.10 Salado

La sal no se utiliza solamente como condimento. Este procedimiento se aplica en
todos los tipos de queso, el propésito de la salazon es facilitar el desuerado,
potenciar el sabor, inhibir el crecimiento de bacterias indeseables y como
consecuencia alargar la vida de anaquel del queso. Se puede salar directamente en
la cuajada antes del moldeado, por inmersién en salmuera o por aplicacion directa

de sal en la superficie del queso (Madrid, 1999).
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2.1.3.11 Empaque y almacenaje

Para cubrir la excesiva pérdida de agua y protegerlo de la contaminacion
microbiolégica, se cubren con un film plastico. Los quesos frescos se deben
almacenar en refrigeracién entre 4 °C y 10 °C para garantizar la estabilidad del
producto (Villegas, 2004).

2.2 Alimentos funcionales con beneficios para el tracto gastrointestinal (TGI)

La alimentacion influye en el estado nutricional de un individuo y coadyuva en la
composicién de su microflora la cual es variable entre grupos humanos. Dentro de
los componentes utilizados comunmente en los alimentos funcionales estan los
prebibticos, probidticos y simbibticos, los cuales intervienen de manera positiva en

el tracto gastrointestinal (Vitoria, 2007).

2.2.1 Prebiéticos

Segun Gibson y Roberfroid (1994) los prebiodticos son ingredientes alimentarios no
digeribles que benefician al huésped estimulando selectivamente el crecimiento y/o
la actividad de una o de un limitado nimero de bacterias del colon, las que tienen a

su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del hospedero.

En los ultimos afios ha crecido el interés por estas fibras que podrian incluirse en
los alimentos. Por eso es importante determinar que los prebidticos son alimentos
con fibras fermentables, pero también son sustratos especializados para bacterias
especificas y sus productos finales de fermentacion tienen posibles efectos

beneficiosos sobre la salud del huésped.

La mayoria de los prebidticos son utilizados como ingredientes de alimentos, por
ejemplo en cereales, chocolates, productos lacteos, entre otros. Los mas conocidos

son:
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» Lactulosa

» Oligofructosa

» Galacto-oligosacaridos

» Oligosacaridos de la leche materna

Estos compuestos estan constituidos por macromoléculas no digeribles como los
carbohidratos, debido a que las enzimas del intestino humano no pueden
hidrolizarlas, estos llegan al colon sin haber sido alterados quimicamente. En el
intestino grueso, las bifidobacterias y algunos lactobacilos cuentan con las enzimas
adecuadas para hidrolizar estos ingredientes y consumir los monosacaridos

resultantes mediante fermentacion anaerobia (Cagigas y Blanco, 2002).

Algunos de los requisitos debe reunir una sustancia para ser considerada prebiotica

son las siguientes (Cagigas y Blanco, 2002):

= Ser de origen vegetal

= No ser digeridas por las enzimas digestivas

= Formar parte de un conjunto de moléculas complejas

= Ser parcialmente fermentadas por las bacterias del colon

» Su fermentacion debe ser selectiva estimulando el crecimiento de bacterias

intestinales asociadas a efectos saludables para el huésped.

2.2.2 Simbidticos

Los simbioticos son formulaciones que incluyen prebidticos y probiéticos (Vitoria,
2007). Los simbidticos constituyen un grupo diferente a los probidticos, estos se
definen como una mezcla de prebioticos y probidticos destinados a aumentar la
supervivencia de las bacterias que promueven la salud, con el fin de modificar la

microflora intestinal y su metabolismo (Olagnero et al., 2007).
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2.2.3 Probiodticos

En 1907, el bidlogo ucraniano Elie Metchnikoff, ganador del premio nobel en 1903
por su teoria sobre los fagocitos, propuso que el proceso de envejecimiento es el
resultado de la intoxicacion putrefactiva ocasionada por la microflora intestinal, esto
basado en los descubrimientos en habitantes de algunas regiones de Bulgaria
quienes consumian yogurt como parte de su dieta y tenian una longevidad notoria.
Metchnikoff sugirié que la vida se prolongaba por el consumo de las bacterias acido
lacticas presentes en la leche fermentada (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus), surgiendo asi la teoria de que las bacterias nocivas en el intestino
pueden ser eliminadas por la accion de estas bacterias benéficas (Anukam y Reid,
2007).

En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término probidtico que significa
a favor de la vida, término empleado para las bacterias que viven en nuestro tracto

gastrointestinal (Fuller, 1992).

Fuller, en 1989 los defini6 como microorganismos vivos, principalmente bacterias y
levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta y que benefician el

desarrollo de la flora microbiana en el intestino.

En la actualidad para explicar el término probiotico se utiliza la definicion emitida por
la FAO y la OMS, probi6ticos son organismos vivos que al ser administrados en
cantidades adecuadas proporcionan o generan efectos benéficos a la salud del

huésped (Reyes y Rodriguez, 2010).

Un microorganismo para ser considerado probiético debe cumplir con algunos
criterios importantes como los que se presentan en la tabla 2 (Reyes y Rodriguez,
2010).
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Tabla 2. Caracteristicas de un probiotico

Ser habitante normal del intestino

Favorecer tolerancia a la lactosa

Tener baja permeabilidad intestinal

Producen compuestos antimicrobianos

Mejora las propiedades de la flora nativa

Proteger de infecciones gastrointestinales

Aumentar el valor nutritivo de los alimentos

Propiedades no patogénicas, ni toxigénicas

Resistente a la acidez estomacal y alcalinidad duodenal

Capacidad de adhesion a células epiteliales del intestino

Se emplean como vehiculos en la administracion de vacunas

Reduce la acumulacion de compuestos toxicos o cancerigenos en el alimento
Habilidad para modular el sistema inmune e influenciar actividades metabdlicas
Disminuye los niveles de colesterol en sangre y/o controlan algunos tipos de

cancer

Habilidad para adaptarse dentro del tracto gastrointestinal sin desplazar la flora
nativa

Durante los ultimos afios se han desarrollado una gran diversidad de productos
elaborados con probidticos, la oferta incluye principalmente derivados lacteos como
leches fermentadas, yogurt, quesos, helados, ademas de suplementos alimenticios

en diferentes presentaciones (Gonzélez et al., 2006).

14




De acuerdo a lo reportado por algunos autores es necesaria una ingesta minima
diaria de 107 - 10° microorganismos vivos por cada gramo o mililitro de producto
para que puedan ser observados los beneficios en la salud de los consumidores,
ademas de que permanezcan viables a altas concentraciones durante el tiempo de

vida de anaquel (Gonzalez et al., 2006).

2.2.3.1 Microorganismos probioticos

Entre los microorganismos probiodticos para uso en humanos se encuentran
comunmente las bacterias acido lacticas, que agrupan una gran cantidad de
géneros y especies. Los principales son los lactobacilos, estreptococos y las
bifidobacterias. Los primeros son una poblacion dominante en el intestino, mientras

que las bifidobacterias lo son del colon (Vitoria, 2007).

El género Lactobacillus es considerado como GRAS (Generally Recognized as
Safe). Ninguna de las cepas consideradas como probiéticas ha causado dafio a
quien las consume, aun asi es necesario que al elaborar un producto probidtico se
identifique la especie utilizada para garantizar la inocuidad y grado alimenticio (Sanz
et al., 2003).

La viabilidad de los microorganismos durante su transito en el tracto digestivo es
importante en el @&mbito de los alimentos funcionales, es por esto que al elegir un
microorganismo probiotico para ser afiadido a un alimento requiere pasar por ciertas
pruebas, entre ellas esta la resistencia a la acidez gastrica, sales biliares y
antibioticos, asi como la adherencia al mucus y células epiteliales, la habilidad para
reducir la adhesion de la flora competitiva, y actividad antimicrobiana que favorezca

el desplazamiento de patégenos (Castro y Rovetto, 2006).

Los microorganismos mas utilizados con fines funcionales se pueden apreciar en la
tabla 3. También se resumen algunos de los beneficios propios de cada bacteria

gue confieren al individuo consumidor (Sanz et al., 2003).
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2.2.3.2 Mecanismo de accion de los microorganismos probidéticos

Algunas de las formas de accién de los probioticos en el hospedero son las que a
continuacion se mencionan: competencia por nutrientes, modulacion de la
respuesta inmunitaria no especifica, la produccion de compuestos antimicrobianos,
la competencia por el sitio de fijaciébn en el tracto gastrointestinal, entre otros
(Gimeno, 2004). La eficacia de un probiotico seleccionado in vitro puede cambiar
cuando es administrado al huésped por la influencia de factores mas complejos
como su muerte en el tracto gastrointestinal provocada por la incapacidad del
probidtico para mantener su fisiologia bajo circunstancias de una mayor interaccion
microbiana (Vine et al., 2006; Arribas et al., 2008).

2.2.3.3 Importancia de los probidticos

Los efectos benéficos de los probidticos son varios, incluyendo la modificacion de
la flora bacteriana evitando la colonizacion de microorganismos patégenos,
previniendo el desequilibrio de la microflora intestinal, reduciendo la incidencia y
duracion de las diarreas, asi como el mantenimiento de la integridad de las
mucosas, la produccién de vitaminas B2, B6 y biotina, la asimilacion de

oligoelementos y la actividad antitumoral (Gémez, 2003).

2.2.3.4 Desarrollo de productos lacteos probidticos

Recientemente se han desarrollado productos lacteos funcionales, en especial
leches fermentadas que usan cultivos de microorganismos probioticos, estos
microorganismos son principalmente Lb. acidophilus, Lb. casei y Bifidobacterium
bifidum, ya que estos se encuentran presentes en la microflora intestinal. El
resultado benéfico dependera de la cepa bacteriana que se utilice, si esta en el
alimento o en combinacion con otra, el tipo de alimento utilizado como vehiculo, su
tiempo de vida util, la genética del consumidor y la dosis suministrada (Coronado et
al., 2007).
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Tabla 3. Principales microorganismos utilizados como probiéticos y su efecto sobre
el consumidor.

Género Especie Cepa Efecto

Bifidobacterium Breve Reduccién de los sintomas del
colon irritable
Longum BB536 Reduccion de los sintomas del
colon irritable
Lactis Bb12 Reduccién de la diarrea por
Rotavirus y de la incidencia de la
diarrea del viajero
Lactobacillus Acidophilus La5 Reduccién de la diarrea asociada
con antibioticos

Casei Shirota  Reduccion de la diarrea por
rotavirus
Johnsonii Lal Reduccién de la colonizacion por

Helicobacter pylori
Plantarum  299v Reduccion de los sintomas del
colon irritable
Reduccién del colesterol LDL
Reuteri SD2112 Reduccién de diarrea por rotavirus
Rhamnosus GG Reduccion de diarrea por rotavirus
Reduccion de la inflamacién por
colon irritable
Salivarius UCC118 Reduccién de los sintomas del

colon irritable

Adaptado de Ouwehand et al., 2002.

En general, la concentracion de microorganismos probiéticos necesarios para
provocar resultados benéficos aun no esta clara, sin embargo, algunos estudios

sugieren que es necesario que entre 10°y 10'° organismos viables alcancen el
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intestino delgado diariamente, siendo imprescindible que un producto probidtico
contenga la cantidad de 10° - 107 organismos por mL o gr, para que mantenga su
funcion y ejerza su beneficio sobre la salud. Ademas es aconsejable ingerir al menos
una dosis diaria de alimento que los contenga (Sanz et al., 2003; Gonzalez et al.,
2003).

Los productos lacteos representan un vehiculo ideal para el suministro de

probidticos por las razones siguientes:

» Tienen un alto contenido proteinico, vitaminico y de minerales

= Son ampliamente consumidos y al ser asociados con los beneficios de los
probiéticos tienen mayor aceptacion

= Eltiempo y temperatura de almacenaje baja, promueven la estabilidad de los
probioticos y garantizan el efecto positivo al ingerirlos

= Ofrecen proteccion para los probiéticos al mantener un ambiente favorable
durante su transito por el tracto digestivo, en especial por el estbmago e

intestino delgado, donde los &cidos y bilis pueden eliminarlos

Asi mismo, gracias a la actividad metabdlica de las bacterias acido lacticas se
genera acido lactico que da lugar a una disminucion del pH, favoreciendo la
coagulacion de las proteinas determinando la textura del producto, inhibe el
desarrollo de microorganismos patdgenos y facilita la digestion de la lactosa al
consumidor. En cuanto a la degradacion de caseina, ésta genera péptidos y

aminoécidos libres mas faciles de asimilar (Sanz et al., 2003).

2.2.3.4.1 Yogurt

Este producto es considerado como un alimento saludable. Metchnikoff en 1908
observé que en Bulgaria las personas vivian mas de 100 afios, después de algunas
investigaciones determind que esto se debia a las grandes cantidades de yogurt
que ingerian diariamente. Por lo que el yogurt esta calificado como un alimento

funcional y maximo representante de probidticos y prebidticos por ser el vehiculo
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ideal, pues ademas de los beneficios tiene gran aceptacion en los distintos grupos

de poblacion y son faciles de digerir (Castro y Rovetto, 2006).

2.2.3.4.2 Queso

Los resultados obtenidos con el yogurt llevé a realizar diversos estudios para la
aplicacion de probioticos en queso, ya que se cree que es un mejor vehiculo para
los microorganismos probiéticos ya que presenta una estructura estable y
adecuada, la matriz de caseina protege a las células de la accion de los jugos
digestivos (Taranto et al., 2005).

El queso presenta una serie de ventajas respecto a las leches fermentadas, el pH
es mayor, la matriz es mas compacta lo que hace que haya una mayor exclusion de
oxigeno (atmdsfera anaerobia), mayor contenido en grasa. El contenido en grasa
ejerce una proteccion de los microorganismos probioticos, lo cual favorecera mayor
resistencia y supervivencia de los microorganismos durante el almacenamiento y

transito intestinal (Taranto et al., 2005; Boza et al., 2010).

La mayoria de los trabajos sobre el desarrollo de quesos funcionales probidticos se
han hecho en variedades de queso de produccion industrial como el queso Cheddar,
Cottage, Gouda, entre otros. También se han obtenido resultados positivos en los
quesos elaborados con leche de cabra. En la elaboracion de dichos quesos e han
utilizado distintas cepas probioticas pertenecientes a las especies Lb. paracasei, Lb.
acidophilus, Lb. helveticus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis, etc.
(Fernandez y Rodriguez, 2005; Martinez et al., 2008).

2.3 Bacterias acido lacticas

Fue en 1857 cuando Pasteur descubrid a los microorganismos que causaban
alteracion en los alimentos, en poco tiempo descubrié que la sustancia que los
alteraba era el acido lactico, el cual es un producto derivado de la fermentacion de
ciertos microorganismos. En 1890, Weigman establecio lo que fue el primer cultivo

iniciador reconocido y mas tarde, en 1899 defini6 a las bacterias acido lacticas como

19




”

“aquellas bacterias que formaban leche acida a partir del azicar de la leche
(Esquivel et al., 1987; Fernandez, 2000).

Es sabido que las BAL no solo son interesantes en la industria de los alimentos por
inducir caracteristicas organolépticas y estructurales deseables, sino también por
inhibir el desarrollo de microorganismos no deseables, alterantes y patdgenos, lo
gue sugiere la posibilidad de utilizarlos para extender la vida util e incrementar la
calidad higiénica de los alimentos (Parra, 2010). La reduccion del pH y la utilizacién
de los carbohidratos disponibles parecen constituir el principal mecanismo de
antagonismo microbiano. Ademas de los acidos organicos producen tras sustancias
como el peréxido de hidrégeno y otros radicales libres, diacetilo, acetaldehido,

bacteriocinas (Hernandez et al., 1993).

Las BAL han adquirido recién interés debido a sus caracteristicas fermentativas y
antagonicas por parte de la industria alimentaria ya que son consideradas GRAS
por la FDA, debido a que tanto ellas como sus metabolitos han sido consumidos en
alimentos sin que hubiera efectos adversos sobre la poblacion (Monroy et al., 2009).

2.3.1 Caracteristicas generales

Las bacterias &cido lacticas son microorganismos que se caracterizan por ser Gram
positivos, con una pared celular gruesa, heterogéneos desde el punto de vista
morfologico y fisioldgico (Parra, 2010) cuya caracteristica principal es la produccién
de acido lactico como producto mayoritario de un metabolismo fermentativo de
carbohidratos. En general las bacterias acido lacticas son microorganismos de
morfologia bacilar o cocoide, grandes o pequefios, no esporulados e inmoviles,
microaerofilicos o anaerobios facultativos que carecen de citocromos, son catalasa
y oxidasa negativa, no patdgenas ni toxigénicas, carecen de sistemas de transporte
de electrones funcionales y no tienen un ciclo de Krebs funcional (Monroy et al.,
2009; Ramirez et al., 2011).

Si bien las bacterias acido lacticas son mesofilas, algunas son capaces de crecer a

temperaturas inferiores a 5 °C y otras a temperaturas tan altas como 45 °C
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(termdfilas), la mayoria muere cuando se eleva la temperatura a 70 °C, aunque
algunas soportan hasta 80 °C. Con respecto al pH de crecimiento, la mayoria
desarrolla en una escala comprendida entre 4 y 4.5 aunque un grupo de ellas son
capaces de crecer a pH tan bajo como 3.2 y otras a pH tan alto como 9.6, en cuanto
a sus exigencias nutricionales, ademas de una fuente de energia como
carbohidratos, las bacterias &cido lacticas necesitan aminoacidos preformados,
vitaminas del grupo B, bases puricas y pirimidicas (Jay, 2000).

La enzima que degrada al peréxido de hidrégeno (H202) es la catalasa, para que la
enzima realice esta funcion necesita de un grupo porfirinico (citocromos), el cual las
bacterias acido lacticas son incapaces de sintetizar y, por lo tanto, este clase de
bacterias no posee dicha enzima, lo que permite la identificacion del grupo como
catalasa negativa. Una caracteristica fisica debida a la ausencia de citocromos es
el color lechoso de las bacterias acido lacticas (Prescott et al., 1999).

Las bacterias acido lacticas son muy exigentes en cuanto a la nutricion se refiere,
requieren aminoacido como fuente de nitrégeno siendo las sales amoniacales las
gue estimulan su desarrollo, ademas necesitan vitaminas, por ejemplo Be, B12, Ba.
Las cantidades de vitaminas necesarias para cada especie varian con las
condiciones de cultivo. A su vez, la cantidad de amino&cidos necesarios dependen
en parte de las vitaminas presentes (Leveau y Bouix, 2000). Algunas bacterias acido
lacticas ademas necesitan bases puricas y pirimidicas utilizadas en la sintesis de
acidos nucleicos. La mayor parte de las bacterias acido lacticas obtienen energia
solo del metabolismo de los azlUcares y compuestos relacionados fermentables, por
lo cual su desarrollo esta restringido a ambientes ricos en azucares (Charles, 1998;
Jay, 2000).

El habitat de las bacterias acido lacticas es muy diverso, las podemos encontrar en
(Barakat, et al., 2000):

= Productos céarnicos
= Alimentos fermentados

» Lacteos y sus derivados
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= Superficie de frutas y verduras
* Mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, tracto naso faringeo,

gastrointestinal y vagina

A pesar de la utilidad que las BAL tienen en la industria, es dificil cultivarlas por la
necesidad de una gran cantidad de requerimientos nutricionales. Se utilizan varios
medios de cultivo (selectivos o diferenciales) para el aislamiento y recuento de estos
microorganismos a partir de alimentos, entre los que se encuentra el agar MRS
(Man Rogosa-Sharpe), agar APN (Actidiona-polimixinanitrito), agar de Lee y el agar
de Chalmers (Charles, 1998).

Dentro del grupo de las bacterias &cido lacticas, existen microorganismos
reconocidos como probioticos, pero no todos causan los mismos efectos y ejercen
los mismos mecanismos de accién. La mayoria pertenece al género Lactobacillus.
Slover y Danzinguer (2008) reportaron su aplicacion en gran variedad de
enfermedades gastrointestinales como diarrea infecciosa y sindrome del colon
irritable por la produccién de acido lactico, propionico y acético que disminuye el pH
intestinal inhibiendo potencialmente el crecimiento de bacterias patégenas. Sablon
et al., 2000 reportaron la actividad antimicrobiana de cepas de Lactobacillus
mediante la produccion de sustancias de bajo peso molecular, también conocidas

como bacteriocinas en el tracto gastrointestinal.

2.3.2 Metabolismo de azlUcares

El grupo de las bacterias acido lacticas esta integrado por diferentes géneros que
comparten la propiedad de producir acido lactico a partir de la fermentacion de
azucares. La fermentacién desde el punto de vista bioguimico es el proceso
catabdlico anaerdbico en el que los carbohidratos y los compuestos afines son
oxidados con liberacibn de energia en ausencia de aceptores externos de

electrones (Jay, 2000).

Para realizar la fermentacion de monosacaridos las bacterias acido lacticas tienen

dos rutas metabdlicas, fermentacion homolactica o glucdlisis (via Embden-
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Meyerhof-Parnas) (Figura 1) y la fermentacion heterolactica o via de las pentosas
(via 6-fosfogluconato) (Figura 2). Las bacterias acido lacticas han sido divididas en
tres categorias metabdlicas basadas en estas vias de fermentacion:
homofermentativas obligadas, heterofermentativas obligadas y heterofermentativas

facultativas (Madigan et al., 2004).

Las homofermentativas obligadas solo fermentan hexosas por la glucélisis, mientras
que las heterofermentativas obligadas solo usan la via del 6-fosfogluconato, y las
heterofermentativas facultativas tienen la capacidad de utilizar ambas vias siendo

homofermentativo su metabolismo principal.

La diferencia entre una via y otra esté en funcion de la presencia o ausencia de la
enzima aldolasa, enzima clave en la glucdlisis. Las bacterias acido lacticas
heterofermentativas carecen de esta aldolasa y no pueden romper la fructosa 1,6
difosfato, en su lugar oxidan la glucosa 6-fosfato hasta 6-fosfogluconato y después
lo descarboxilan hasta xilulosa 5-fosfato que se escinde hasta gliceraldehido 3-
fosfato y acetil-fosfato por medio de la fosfocetolasa, el gliceraldehido 3-fosfato se
convierte en acido lactico con la produccién de una molécula de ATP (adenosina
trifosfato), mientras que el acetil-fosfato acepta electrones del NADH (nicotinamida
adenina dinucleétido, forma reducida) que se ha generado durante la formacion de
xilulosa 5-fosfato, dando lugar directamente a etanol sin producir ATP, es por esto
gue las heterofermentativas solo producen 1 mol de ATP de la glucosa en lugar de

2 como ocurre con las homofermentativas (Prescott et al., 1999).
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2.3.3 Clasificacion y géneros representativos de las BAL

Las bacterias acido lacticas son un grupo heterogéneo que comprende alrededor
de 20 géneros, de los cuales, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Vagococcus, Carnobacterium,
Tetragenococcus, Weissella, Aerococcus y Oenococcus, son los que tienen mayor

incidencia en loa alimentos (Ramirez et al., 2011).

Los géneros que a continuacién se describen son los que de mayor importancia en

la microbiologia de alimentos (Wood y Holzapfel, 1995).
2.3.3.1 Streptococcus

Fue la primera bacteria reconocida por los microbidlogos, son bacterias Gram
positivas, esféricas u ovoides de 0.8-1.2 um, no presentan motilidad. Estos
microorganismos crecen en cadenas hasta con mas de 50 células o pares y son
anaerobios facultativos. Tienen la caracteristica de ser homofermentativos ya que
transforman la lactosa a acido lactico, son catalasa y oxidasa negativo, crecen a 37
°C a concentraciones de NaCl menores a 4% (Wood y Holzapfel, 1995). Son
sensibles al oxigeno, ademas tienen una completa necesidad de factores de
crecimiento, vitaminas del complejo B, aminoéacidos, péptidos, bases pduricas y
pirimidicas, ésta es una de las razones por las que abundan en un medio rico como
la leche (Charles, 1998).

El género Streptococcus contiene una amplia variedad de especies
homofermentativas, como productoras de &cido lactico juegan un papel muy
importante en la produccion de leches fermentadas y otros productos de
fermentacién. Los mas conocidos son S. lactis y S. cremoris, los cuales son
responsables de la acidificacion de la leche, mientras que S. diacetylactis produce
la fermentacion del &cido citrico a diacetilo, sustancia caracteristica del aroma en la
mantequilla, también es importante S. thermophilus pues es la especie de este
género mas importante ya que es utilizado como cultivo iniciador para la produccion

de yogurt y quesos, crece a 45y 50 °C, pero no a 15 °C (Wood y Holzapfel, 1995).
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Este género tiene habitats diversos y con actividades importantes para el ser
humano, ya que algunas de estas especies son patdégenas primarias de mamiferos.
Para distinguir especies patdégenas y no patdgenas del ser humano se ha
reestructurado el género en tres: Streptococcus, Lactococcus (estreptococos de
importancia en la industria lactea) y Enterococcus (estreptococos de origen fecal)
(Madigan et al., 2004).

2.3.3.2 Lactococcus

Son células ovoides Gram positivas que aparecen aisladas, en pares o en cadenas,
crecen al0 °C pero no a 45 °C, las cuales producen acido lactico, son catalasa
negativo, anaerobios facultativos, son homofermentativas y no forman esporas,
tampoco tienen flagelos. Para su nutricidbn necesitan diversos aminoacidos y son

dependientes de diversas vitaminas (Fernandez, 2000).

En 1873 se aislo por primera vez a partir de leche fermentada Lactococcus lactis
por Joseph Lister, se reconoce como el agente primario en la acidificacion de la
leche coagulada. Es la bacteria acido lactica empleada como cultivo iniciador en la
elaboracion de productos lacteos, en especial quesos (Leveau y Bouix, 2000).

Las especies Lc. lactis spp. lactis y cremoris son las mas estudiadas por su
capacidad de producir y excretar una familia de pequefios polipéptidos de 3,500 Da,
frecuentemente en forma de dimeros o tetrAmeros considerados antibi6ticos, estos
polipéptidos reciben el nombre de nisina (por: N estreptococci inhibiting substance)
y diplococina respectivamente. Su modo de accion se limita a bacterias Gram
positivas, también actla sobre células vegetativas impidiendo la germinacién de las
esporas de bacterias como Bacillus y Clostridium. La nisina ademas inhibe a las
bacterias acido lacticas, por ejemplo a otras cepas de Lc. lactis, en especial a la
subespecie cremoris, pero por el contrario no muestra actividad contra los

lactobacilos y contra S. thermophilus (Leveau y Bouix, 2000).
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2.3.3.3 Enterococcus

Células esféricas, Gram positivas dispuestas en pares o cadenas cortas, catalasa
negativas, no esporuladas, algunas cepas presentan motilidad. Crecen a 10y 45 °C
con una concentracion de 6.5 % de NaCl y a un pH de 9.6. Son bacterias anaerobias
facultativas, homofermentativas produciendo como compuesto principal acido
lactico. Se encuentran comunmente en una gran variedad de quesos italianos. En
muchos quesos se usan como cultivos iniciadores y las células que sobreviven a la
pasteurizacion se muestran activas y participan en la generacion de aromas (Wood
y Holzapfel, 1995; Fernandez, 2000).

2.3.3.4 Leuconostoc

Los podemos encontrar en productos lacteos y céarnicos, vinos, frutas, hortalizas,
vegetales en fermentacion y productos de panificacion. Son cocos Gram positivos,
catalasa negativos, anaerobios facultativos, pueden ser alargados o elipticos y
dispuestos en pares o en cadenas como Streptococcus, pero esta bacteria es
heterofermentativa, produce acido lactico, etanol y CO2. Son bacterias mesofilas
cuyo crecimiento optimo se encuentra entre 20 y 30 °C, se caracteriza por la
produccion de diacetilo y acetato (a partir del citrato de la leche). Se encuentran
asociadas en el deterioro de alimentos ricos en carbohidratos simples, pero
utilizados en forma adecuada son usados en la elaboracion de algunos quesos
debido a la generacién de aromas apreciables (Prescott et al., 1999; Jay, 2000).

2.3.3.5 Pediococcus

Las diferentes especies de este género las encontramos en los vegetales en
descomposicion. Comprende bacterias pertenecientes al grupo de cocos Gram
positivos, catalasa negativos, de tamafio uniforme con 0.36-1.43 um de didmetro,
sin motilidad, no esporulados. Crecen bajo condiciones microaerofilicas o
anaerobias facultativas, son homofermentativas pues fermentan la glucosa

produciendo acido lactico. Son generalmente acidofilos o aciduricos disminuyendo
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el pH de los sustratos en los que crecen hasta por debajo de 4. Crecen a
temperaturas desde los 7 hasta los 45 °C, aunque su temperatura Optima esta entre
25y 32 °C. Se presentan en parejas o tétradas como consecuencia de la division
celular en dos planos. Necesitan medios complejos para desarrollarse. Se emplean
como cultivo iniciador de salchichas semisecas, pueden ser deterioradores de sidra
y cerveza, realizando una infeccion que la enturbia y acidifica con un olor peculiar
denominado “enfermedad de la cerveza por sarcinas”. Algunas cepas son

productoras de bacteriocinas (Wood y Holzapfel, 1995; Jay, 2000).

2.3.3.6 Carnobacterium

Este género se desprendié del Lactobacillus cuando se observaron diferencias
significativas de cepas aisladas de carne de vacuno, de pescado y aves envasadas
al vacio y almacenadas a bajas temperaturas. Son bacilos Gram positivos de 0.5-
0.7 x 1.1-3.0 um, en cultivos viejos se alargan y tienden a perder el Gram, son
catalasa negativos, psicrétrofos creciendo la mayoria a 0 °C, mientras que a 45 °C
no crecen, metabolismo predominantemente homofermentativo, son menos
rigurosos en sus demandas nutricionales. Originalmente se distinguen seis especies
en el género: C. alterfunditum, C. funditum, C. mobile, C. divergens, C. gallinarumy
C. piscicola (Wood y Holzapfel, 1995).

2.3.3.7 Vagococcus

Son cocos Gram positivos dispuestos individualmente, en pares o cadenas, son
catalasa negativa, anaerobias facultativas. Son méviles por medio de flagelos
peritricos, crecen a 10 °C, pero no a 45 °C. Se encuentran en heces, pescado, agua
y otros alimentos. Al menos una especie produce H2S (Jay, 2000).
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2.3.3.8 Tetragenococcus

Son cocos Gram positivos, dispuestos en pares o tétradas, son catalasa negativas,
anaerobios facultativos, para su crecimiento requiere NaCl a una concentracion de
18% (Wood y Holzapfel, 1995).

2.3.3.9 Lactobacillus

Bacterias Gram positivas con forma de bacilos o cocobacilos, su tamafio puede
variar entre 0.5 y 0.6 pm, generalmente se presentan en cadenas cortas, no
esporulados aerotolerantes o anaerobios, aciduricos o acidoéfilos (pH entre 1.0 y
5.0), con requerimientos nutricionales complejos, homofermentativas, crecen a 10
°C, pero no a 45 °C. Es comun la produccién de bacteriocinas (Wood y Holzapfel,
1995). Se encuentran ambientes ricos en carbohidratos, se han aislado de mucosas
humanas y animales, productos vegetales, carnicos y lacteos principalmente
(Prescott et al., 1999). Este género es el mas grande, comprende alrededor de 80
especies reconocidas y organizadas en tres grupos, basados principalmente en las
caracteristicas fermentativas. Grupo 1 formado por especies homofermentativas
estrictas. El grupo 2 incluye especies heterofermentativas facultativas. El grupo 3
esta formado por especies heterofermentativas estrictas (Jay, 2000). Las especies
homofermentativas estan asociadas con el hombre y animales. Las especies
heterofermentativas se asocian con alimentos en donde llevan a cabo
fermentaciones controladas o causan deterioro especialmente en productos
empacados refrigerados, se pueden aislar facilmente de productos carnicos,
lacteos, frutas y verduras. Los lactobacilos son utilizados en la industria alimentaria,
especialmente en la produccion de lacteos. Se emplean para producir alimentos
fermentados, bebidas, masa agria, quesos, yogurt y embutidos. Dentro de las
especies de Lb. lactis, dos subespecies, lactis y cremoris son las que se encuentran
ampliamente en las fermentaciones de productos lacteos (Sanchez, 2003). Los
lactobacilos causan también problemas, en ocasiones son responsables del

deterioro de la cerveza, la leche y la carne (Prescott et al., 1999).
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2.3.4 Compuestos antimicrobianos producidos por bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas son conocidas por producir sustancias que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos, esta caracteristica se usa para la eliminacion
de bacterias indeseables o patdégenas en la fabricacion de alimentos. En la
actualidad se considera a las bacterias &cido lacticas microorganismos GRAS por
lo que su empleo y/o de sus metabolitos como bioconservantes esta recibiendo una
gran atencion (Leveau y Bouix, 2000). Dentro del metabolismo de las bacterias esta
la produccién de sustancias con capacidad de biopreservacion que incluye la
produccion de &acidos organicos, peroxido de hidrogeno, didxido de carbono,

diacetilo y produccion de bacteriocinas (Caplice y Fitzgerald, 1999).

2.3.4.1 Acidos orgéanicos

La fermentacién realizada por las bacterias &cido lacticas se caracteriza por la
acumulacion de acidos organicos, el mecanismo de accibn se basa en la
disminucién del pH del medio aumentando la cantidad de &cidos organicos en su
forma no disociada. Debido a su naturaleza lipofilica, atraviesan la membrana
celular por difusion pasiva disociandose en el citoplasma, ejerciendo su efecto
inhibitorio interfiriendo en funciones celulares como la traslocacion de sustrato y la
fosforilacidn oxidativa, provocando una desestabilizacion de la membrana (De
Vuyst, 2000).

2.3.4.1.1 Acido lactico

Es el metabolito principal producido por las bacterias acido lacticas
homofermentativas donde esta en equilibrio con sus formas no disociadas y
disociadas, el grado de disociacion depende del pH. En pH bajo, una cantidad
grande de acido lactico esta en forma no disociada, y es toxico para muchas
bacterias, hongos y levaduras. Este acido esta considerado como GRAS (Signorini
y Guerrero, 2009).
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2.3.4.2 Peroxido de hidrégeno

Es un compuesto que funciona como un antioxidante produciendo radicales libres
bactericidas como el superdxido (O%) e hidroxilo (OH") que atacan los componentes
celulares esenciales, lipidos, proteinas y DNA, la acumulacion del peréxido en los
medios de cultivo, se debe a que las bacterias acido lacticas en general no poseen
catalasa (Vasquez et al., 2009). En la leche cruda, el H202 activa el sistema
lactoperoxidasa, produciendo hipocianato (OSCN), oxiacidos més altos (O2SCN-y
O3SCN) y productos de oxidacion intermedios que inhiben un amplio espectro de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

2.3.4.3 Di6xido de carbono

Es un compuesto formado en la fermentacion heterolactica por bacterias acido
lacticas el cual puede formar un ambiente anaerobio que se convierte en toxico para
algunos microorganismo al perder la habilidad de reducir el pH interno y externo
(Caplice y Fitzgerald, 1999). ElI COz puede inhibir el crecimiento de varios
microorganismos esporulados presentes en alimentos, especialmente bacterias

psicrotrofas Gram negativas.

2.3.4.4 Diacetilo

Es el responsable del sabor y aroma de la mantequilla y algunos otros productos
lacteos fermentados, proviene del metabolismo del citrato por la fermentacion de las
hexosas. Las bacterias Gram negativas y las levaduras son mas sensibles al
diacetilo que las bacterias Gram positivas ya que genera una interferencia en la
utilizacion de la arginina. La mayor resistencia de las bacterias lacticas Gram
positivas parecer ser debida a que carecen de proteinas periplasmicas fijadoras
similares y a que poseen mayor reserva de aminoacidos (Caplice y Fitzgerald, 1999;
Jay, 2000).
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2.3.4.5 Bacteriocinas

Son polipéptidos con actividad antimicrobiana producidos por sintesis ribosomal y
son segregadas por un gran numero de bacterias para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos competidores (Monroy et al., 2009). Gonzélez et al., (2003),
sefialan que la accion antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran
potencial para la industria alimentaria ya que se pueden utilizar como conservadores
bioldgicos puros que en un momento dado podrian reemplazar a los conservadores
quimicos ya que tienen la ventaja de ser proteinas que al biodegradarse no forman

compuestos secundarios.

Caracteristicas de las bacteriocinas (Fernandez, 2000):
= |nocuas
» Bactericidas
» Polipéptidos
*» Termoresistentes
= Solubles en agua
» Resistentes a proteasas
= No imparten sabor o aromas
= Activas en amplios valores de pH

= Corto espectro de accion antimicrobiana

Las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas, cuando son purificadas solo son
activas contra las bacterias Gram positivas. Su espectro de accién con excepcion
de la nisina y la pediocina A, esté restringido a las especies proximas a la cepa
productora o presentes en el mismo nicho ecolégico. También actian frente a otros
microorganismos entre los que se encuentran muchas bacterias alterantes y
patdgenas frecuentes en los productos. Su mecanismo de accién se basa en
destruir la membrana plasmatica microbiana mediante la formacion de poros. Para
ello, estos péptidos se unen a los fosfolipidos de la membrana con interacciones
electrostaticas. Posteriormente se insertan en ella y originan agregados proteicos a

partir de los cuales se forman poros. A través de dichos poros se produce la salida
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de compuestos imprescindibles para la célula (protones y otros iones, ATP,
aminoécidos) lo que desencadena su muerte debido a la inhibicion de la sintesis de

macromoléculas y la produccién de energia (Gonzélez et al., 2003).

2.4. Microorganismos presentes en los alimentos

Los alimentos contienen nutrientes necesarios para el desarrollo de
microorganismos, sin embargo, la compaosicion del alimento tiene un efecto selectivo
sobre la flora microbiana. Los microorganismos se desarrollan en funcién de sus

caracteristicas y de los parametros fisicoquimicos del alimentos (Moreno, 2006).

Existe una gran diversidad de microorganismos en la superficie de los alimentos
naturales y en ocasiones, en su interior, como bacterias, hongos, levaduras, ciertas
algas microscopicas, excepto en productos que han recibido diversos tratamientos
antimicrobianos severos como la pasteurizacion o alimentos que por su naturaleza
no suelen ser contaminados. Algunos microorganismos presentes en los alimentos
sobreviven, otros se multiplican y otros se inactivan. Las consecuencias de esta
multiplicacion microbiana puede ser el deterioro progresivo del alimento o un
incremento en el riesgo de salud consecutivo a su consumo (Fernandez, 2000;
Madigan et al., 2004).

2.4.1 Microorganismos deterioradores

La descomposicion de los alimentos es una de las consecuencias de la actividad de
los microorganismos que los han contaminado, de la composiciéon del alimento, del
tiempo y de las condiciones en las que son almacenados. La accion microbiana
predominante sobre las proteinas, lipidos o carbohidratos provoca cambios

distintos, aun tratandose del mismo alimento (Fernandez, 2000).
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2.4.2 Microorganismos patdégenos

Microorganismos patdgenos se encuentran ocasionalmente en los alimentos. Su
consumo puede ocasionar un proceso infeccioso cuando el microorganismo es
ingerido en cantidad suficiente en el alimento, seguido del crecimiento del mismo
por la invasién de los tejidos, o bien por la ingestion de una toxina ya presente o
elaborada tras su multiplicacion en el alimento originando una intoxicacion
(Fernandez, 2000).

2.4.3 Microorganismos de importancia para la salud publica
2.4.3.1 Escherichia coli

Bacilos cortos Gram negativos, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, no esporulados, catalasa positiva y oxidasa negativa, moviles
por flagelos peritricos, fermentan la lactosa y glucosa. Son organismos mesoéfilos
que crecen a temperaturas desde 10 °C a 40 °C, con una temperatura 6ptima de 37
°C. Su pH 6ptimo de crecimiento es de 7.0 a 7.5, con un pH minimo de crecimiento
de 4, ademas son capaces de resistir el almacenamiento en refrigeracion o en
congelacion por tiempos largos. Es considerada como integrante de la flora normal
del tracto intestinal del hombre y animales, se le considera como el indicador mas
confiable de la presencia de materia fecal en los alimentos (Fernandez, 2000;
Frazier y Westhoff, 2000).

2.4.3.1.1 Escherichia coli O157:H7 (E. coli enterohemorrégica)

Este microorganismo se ha relacionado con brotes caracterizados por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre y poca 0 nada fiebre. Se encuentra
tipicamente en el ganado vacuno saludable, siendo su principal reservorio el
intestino del animal. También se ha logrado recuperar de frutas y vegetales, ademas
en productos industrializados. La transmisién puede darse de persona a persona o
debida a los manipuladores de alimentos (Rodriguez, 2002). E. coli O157:H7 crece

en un amplio rango de temperatura y puede sobrevivir a temperaturas de
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congelacion y rangos de pH desde 4.4 a 9. La temperatura 6ptima de crecimiento
del patdgeno es 3 °C, aunque se ha observado crecimiento a temperaturas de 7 a
44 °C, el proceso de pasteurizacidén o coccion adecuada del alimento a 70 °C por 2
minutos elimina el patégeno (Pearce et al., 2004).

2.4.3.2 Salmonella

Son bacilos Gram negativos pertenecientes a la familia de las Enterobacteriaceae,
son moviles por flagelos peritricos, aerobios o anaerobios facultativos, fermentan la
glucosa generalmente con produccién de gas. Son organismos no esporulados,
catalasa positiva, oxidasa negativa. Tienen una temperatura de crecimiento de 5 °C
hasta 47 °C con un crecimiento éptimo de 37 °C. Las especies pertenecientes a
este género son resistentes a la congelacién y a la deshidratacion pero son
termosensibles y se destruyen facilmente por temperaturas de pasteurizacion
(Fernandez, 2000; Frazier y Westhoff, 2000).

2.4.3.3 Staphylococcus aureus

Consiste en células esféricas organizadas en forma de racimos de uva, en parejas
o en formas de cadenas cortas, no esporuladas, inméviles, son catalasa positiva,
oxidasa negativa, aerobios facultativos. Son mesofilos con un intervalo de
temperatura de crecimiento entre 7 a 48 °C, con una Optima de 35 a 40 °C. En
medios solidos crece formando colonias de color dorado o amarillas (Fernandez,
2000).

2.4.3.4 Listeria monocytogenes

Cocobacilos Gram positivos de 0.5 x 1.2 um, no esporulados que tienden a formar
cadenas cortas de 3 a 5 células, son catalasa positiva, anaerobios facultativos,
moviles con flagelos peritricos. Son organismos psicrétrofos capaces de crecer a

temperaturas de refrigeracion. El crecimiento de las cepas es inhibido a valores de
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pH inferiores a 5.5, pero el pH minimo se encuentra entre 4.4 y 5.6 (Fernandez,
2000; Frazier y Westhoff, 2000).

2.4.3.5 Shigella

Bacilos Gram negativos, inmoviles, anaerobios facultativos, no esporulados,
catalasa positiva, oxidasa negativa, no fermentan la lactosa. Son organismos
mesofilos cuya temperatura varia entre 10 a 45 °C, crecen a valores de pH de 6 a 8
y no sobreviven a valores de pH inferiores a 4.5. Shigella es sensible al calor y

muere por calentamiento mayor a 70 °C (Fernandez, 2000).

2.5 Comportamiento de bacterias acido lacticas en quesos

Recientemente se ha incrementado el interés por la incorporacién de bacterias
probidticas en alimentos lacteos como los quesos; las bifidobacterias son el grupo
preferido, ya sea que se incorporen de manera individual o combinada,

principalmente con lactobacilos.

El queso Cheddar, es un queso duro, consumido mayormente en los paises
desarrollados, ha sido la variedad mas estudiada en este contexto (Dinakar y Mistry,
1994; Gardiner et al., 1998), ya que actla como buen vehiculo de bacterias
probidticas. En general se ha observado una elevada sobrevivencia de las bacterias
probiéticas en el queso después de uno o dos afios de maduracion, esto en
concentraciones mayores a 10° ufc/g hacia el final de la maduracién. Entre los
probiéticos estudiados incluyeron diversas cepas de bifidobacterias, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus rhamnosus. Se han reportado altas concentraciones de Lb. paracasei,
Lb. rhamnosus y tres cepas de bifidobacterias en quesos Cheddar elaborados con
cada una de ellas después de 32 semanas de maduracién, sin embargo, en las
mismas condiciones los autores encontraron una baja sobrevivencia para las cepas
de Lb. acidophilus que ensayaron (Ong et al., 2006). Este contraste de resultados

obtenidos utilizando las mismas cepas en el mismo tipo de queso destaca la
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importancia de otros factores para la sobrevivencia, tales como el tiempo y la

temperatura de maduracion.

Dentro de los quesos blandos con probiéticos destaca el desarrollo de los quesos
Cottage y Crescenza (Blanchette et al., 1996; Gobbetti et al., 1998; O"Riordan y
Fitzgerald, 1998), éstos son considerados el mejor vehiculo para mantener la
viabilidad de dichos cultivos debido al alto contenido de humedad y el corto tiempo
de maduracién. Sin embargo se encuentran diferentes resultados en la
determinacion de la viabilidad de los microorganismos probiéticos en dichas
variedades de queso, esto podria deberse a la dependencia de las cepas utilizadas
y sus combinaciones. En otro estudio la poblacién de Bifidobacterium infantis en
queso Cottage fue menor a 102 ufc/g a los 15 dias de maduracién e indetectable a
los 22 (Blanchette et al., 1996). En otro estudio Buriti et al., (2005) incorporaron Lb.
acidophilus en queso Minas (queso blando) en combinacion con dos cultivos
primarios diferentes, y en ambos casos la poblacién de lactobacilos probiéticos fue
de aproximadamente 106 ufc/g a los 21 dias. Dentro de los quesos semiduros,
existen trabajos referidos al queso Gouda (Gomes et al., 1995) y otras variedades
(Songisepp et al., 2004) con la incorporacion de bacterias probiéticas. Los primeros
encontraron una lenta disminucion en las poblaciones de Bifidobacterium lactis y Lb.
acidophilus en queso Gouda durante las primeras tres semanas de maduracién y
un descenso durante las siguientes 6 semanas. Estos emplearon una cepa de
Bifidobacterium sp. y una de Lb. acidophilus (en forma individual) como fermento
primario para la elaboracion de queso Gouda y, si bien la sobrevivencia de ambas
fue buena a lo largo de la maduracién, se emplearon in6culos muy elevados para
lograr una buena acidificacion. Kasimoglu et al.,, (2004) encontraron una
sobrevivencia de Lb. acidophilus en niveles superiores a 107 ufc/g en queso
semiduro de origen turco (queso blanco) a los 90 dias de maduracion. En otro
estudio realizado en el 2004 por Songisepp et al., resalta la elevada sobrevivencia
de aproximadamente 5 x 107 ufc/g de una cepa de Lb. fermentum con marcadas

propiedades antimicrobianas durante la maduracion del queso Pikantne.
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La incorporacion de cultivos probidticos también se ha llevado a cabo, pero en
menor medida, en quesos elaborados con leches de otras especies. Corbo et al.,
(2001) estudiaron la incorporacion de bifidobacterias en quesos elaborados con
leche de oveja (Canestrato Pugliese), por otro lado Gomes et al., (1995)
desarrollaron un queso probidtico utilizando leche de cabra. El queso Canestrato
Pugliese elaborado con la incorporacion de dos cepas de bifidobacterias distintas,
no resulto significativamente distinto de la variedad tradicional, tanto en sus
caracteristicas sensoriales como en su composicion. A pesar de ser una variedad
de pasta dura, la viabilidad de cepas probiéticas fue buena para una de ellas (10°
ufc/g) y moderada para la otra (10° ufc/g) luego de 56 dias de maduracién (Corbo
etal., 2001). Gomes et al., (1995) elaboraron un queso semiduro con leche de cabra
y con adicion de Lb. acidophilus y B. lactis, las concentraciones de probiéticos en
queso fueron mas elevadas (3x108 y 6x107 ufc/g para B. lactis y Lb. acidophilus,
respectivamente), quiza debido a una mejor sobrevivencia bacteriana en un queso
de mayor humedad, aunque este no es el Unico factor importante, sino también la

combinacion de cepa-queso en particular.
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3. JUSTIFICACION

La alimentacién, junto con los estilos de vida propios de las sociedades
industrializadas son determinantes en la adquisicion de desequilibrios metabdlicos
cronicos que conducen a determinadas enfermedades de tipo cardiovascular,

obesidad y algunos tipos de cancer.

Debido a esto, durante los ultimos afios se ha incrementado el interés por la
identificacion y caracterizacion de las bacterias &cido lacticas aisladas a partir de
productos de elaboracién artesanal, ya que éstas tienen un potencial uso en la

industria alimentaria donde se emplean con diferentes propdsitos.

La identificacion de cepas de bacterias acido lacticas capaces de inhibir el desarrollo
de bacterias patdgenas o deterioradoras, ofrece una alternativa para el uso
bacterias acido lacticas como cultivos iniciadores en la elaboracion de derivados
lacteos, ya que incrementan la calidad de los productos y al mismo tiempo

disminuye el riesgo de adquirir enfermedad asociada al consumo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar, identificar y evaluar el potencial probidtico de bacterias acido lacticas
obtenidas de diferentes alimentos asi como determinar su potencial antimicrobiano

en queso fresco contra diferentes microorganismos patdgenos.

4.2 Objetivos especificos

= Aislar bacterias acido lacticas (BALS) a partir de frutas, hortalizas, pulque y
guesos elaborados de manera artesanal.

= Determinar el potencial antagonico de las BALs en medio de cultivo contra E.
coli O157:H7, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus.

= Evaluar in vitro el potencial probiotico de las BALs con mayor efecto
antagonico mediante pruebas de resistencia a pH, sales biliares y
sensibilidad a antibioticos.

» |dentificar mediante pruebas bioquimicas y moleculares el género y especie
de las cepas de BALs con mayor efecto antagdnico y potencial probidtico.

= Determinar directamente en queso fresco el potencial antagénico de la cepa
de BAL con mayor efecto antagonico y potencial probi6tico, contra diferentes

microorganismos patégenos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material de uso general

Asas para siembra de platino, Bolsas estériles Nasco WHIRL-PAK, Cajas petri
estériles desechables, Phoenix Biomedical; Charolas de aluminio; Espétulas;
Frascos PIREX con tapon 250, 500 y 1000 mL; Gradillas para tubo; Matraz
Erlenmeyer de 500 y 1000 mL; Mecheros bunsen; Piceta; Pipetas Pasteur;
Portaobjetos LAUKA; Probetas graduadas de 50 y 100 mL Kimax; Puntas para
micropipetas; Termometro; Tubos de ensaye con tapdn de rosca PIREX; Varilla de

vidrio; Vasos de precipitado de 100 mL; Vernier Scala.

5.2 Equipo de laboratorio

Autoclave Felisa Mod FE-399

Autoclave Yamato Scientific. Sterilizer SM 200

Balanza analitica Adam Equipment Mod. AQT 1500

Campana de flujo laminar LABCONCO CORPORATION Mod. 36208-04
Cuenta colonias DARKFIELD QUEBEC Mod. 3325 American Optical
Dispensador Dispensette® Il Var. 1-10 mL Brand

Homogeneizador para muestras. Seward Stomacher. Lab Blender. Mod. 400

circulator.

Incubadora LAB-LINE AMBI-HI-LOW

Incubadora bacteriolégica blue M Electric Company Mod. 1002
Incubadora bacteriolégica blue M Electric Company Mod. 2002
Incubadora precision 3BG Serie 30307629

Micropipeta LABMATE* 100-1000 pL

Micropipeta LABMATE" 20-200 pL

Microscopio Motic® Mod. SFC-28 Instrumentos Opticos de Precision S.A. de C.V.
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Parrilla de calentamiento. Barnstead Thermolyne. Cimarec
Potenciémetro Thermo Electron Corporation. Orion Star Series
Refrigerador LAB-LINE Environeers REB800/804

Vortex 2 Genie Mod. G-560 Scientific Industries

5.3 Reactivos y medios de cultivo

Agar bacterioldgico Bioxon de México

Agar para métodos estandar Bioxon, Becton Dickinson
Agua destilada

Agua oxigenada al 3 %

Alcohol etilico 96 °G. L. sin desnaturalizar grado reactivo

Antibidticos (ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, sulfisoxazol, colistina,
estreptomicina, eritromicina, acido nalidixico, kanamicina, neomicina, tetraciclina,
gentamicina, cloranfenicol, amikacina, trimetoprim/sulfametoxazol, ceftriaxon y

ciprofloxacin)

Caldo MRS Difco™, Becton Dickinson

Caldo soya tripticaseina Bioxon, Becton Dickinson
Cloruro de Calcio, Baker Analyzed

Colorantes GRAM, Reactivos Quimicos HYCEL
Cuajo

Cultivos lacticos LYOBAC — D, Mofin Alce Group
HCI J. T. Baker

Hidratos de carbono, Reactivos Quimicos HYCEL (Acido pirGvico, arabinosa,
arginina, esculina, fructosa, galactosa, glucosa, inositol, lactosa, maltosa, manitol,

manosa, Melibiosa, Rafinosa, Ramnosa, ribosa, sacarosa, sorbitol, Trealosa, xilosa)
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Leche pasteurizada
Peptona de caseina Bioxon, Becton Dickinson
Reactivo de Ehrlich, modificacion de Kovacs Reactivos Quimicos HYCEL

Solucion buffer pH 4, 7 y 10. Thermo Electron Corporation

5.4 Material bioldgico

Los microorganismos patégenos de prueba resistentes a rifampicina fueron
proporcionados por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, S. Typhimurium ATCC 14028, L. monocytogenes
ATCC 19115, S. aureus ATCC 25923 y E. coli 0O157:H7 EQ09 donada por el Dr.

Eduardo Fernandez Escartin de la Universidad Autonoma de Querétaro.

5.5 Aislamiento y seleccién de las cepas

La seleccién de los alimentos para la obtencién de las cepas de bacterias acido
lacticas se realiz6 teniendo en cuenta que fueran elaborados de manera artesanal
en el estado de Hidalgo (queso ranchero, queso tenate, queso Oaxaca, queso
panela, pulque), ademas de frutas y hortalizas. Dichos productos se compraron en
diversos establecimientos y fueron transportados en una hielera al laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de Quimica de Alimentos en la Universidad Autbnoma

del Estado de Hidalgo, donde se llevo a cabo su analisis.

5.6 Andlisis microbioldgico

Para el andlisis microbioldgico se realizaron diluciones decimales de cada una de
las muestras. Para ello se pesaron 25 g de la muestra en una bolsa estéril y se
suspendieron en 225 mL de diluyente de peptona. Posteriormente se realizaron
diluciones mediante la transferencia de 1 mL de la muestra a un tubo de ensayo que

contenia 9 mL de diluyente de peptona, considerando ésta como la dilucién 101. De
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esta dilucién se tomdé 1 mL y se realizo el mismo procedimiento hasta llegar a la
dilucién 10,

5.6.1 Bacterias acido lacticas

Para el aislamiento de bacterias acido lacticas se empled la técnica de extension
por superficie; para ello, se inocularon 100 uL de cada una de las diluciones sobre
placa de agar MRS conteniendo el antibiético natamicina para inhibir el crecimiento
de levaduras. El inoculo fue extendido con varilla de vidrio. Las placas inoculadas

se incubaron a 30 °C durante 24-72 h.

5.6.2 Seleccidén de bacterias acido lacticas

Transcurrido el tiempo de incubacion de las placas de MRS se seleccionaron 10
colonias que presentaron la morfologia macroscopica tipica de las bacterias &cido
lacticas (tamafio entre 2.0 y 5.0 mm de diametro; color: blanco, amarillo, beige;
opacidad: transparente, opaca; consistencia: cremosa, pastosa, dura) Yy
posteriormente se resembraron por estria en agar nuevas cajas de agar MRS y se
incubaron a 30 °C durante 24-48 h. Posteriormente se realizaron las siguientes
pruebas: tincion de Gram, prueba de catalasa y prueba de oxidasa para confirmar
por medio de estas técnicas que las colonias seleccionadas realmente fueron

bacterias acido lacticas.

5.6.2.1 Tinciéon Gram

Se colocé una gota de agua en un portaobjetos, se tomé con la ayuda de un asa
bacteriol6gica una fraccion de una colonia y se extendié en el portaobjetos, se
mezclé uniformemente con el agua. La muestra se fijo a la flama, se adicionaron
unas gotas de cristal violeta hasta cubrir la muestra, se dejo por 1 minuto, el exceso
se eliminé con agua corriente, después se le adicioné lugol por 1 minuto y se lavo
con agua, después se adicioné una solucion de alcohol por 20 segundos para

decolorar, se enjuagd con agua para eliminar el alcohol y se agreg6 safranina por 1
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minuto; por ultimo, se lavo con agua destilada y se dejo secar la muestra al aire. Las

tinciones se observaron al microscopio a 100x para buscar caracteristicas tipicas

de las bacterias acido lacticas (figura 3).

5.6.2.2 Prueba de catalasa

Se tom6 con un asa estéril una fraccion de una colonia de cultivo de 18 a 24 h de

desarrollo en agar MRS y se colocd sobre un portaobjetos, se le agregd una gota

de H202, si no hubo formacién de burbujas se consideraron catalasa negativa,

siendo esta una caracteristica propia de las bacterias acido lacticas (Mac Faddin,

1990).

Morfologia

Gram positivas

Gram negativas
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Figura 3. Identificacion morfolégica microscoépica de las BAL.

5.6.2.3 Prueba de la oxidasa

En un trozo de papel filtro de aproximadamente 3 x 3 cm, se colocaron unas gotas

del reactivo de Kovacs para oxidasa (clorhidrato u oxalato de tetrametil-p-
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fenilendiamina al 1 %). Se tomd con un asa estéril una colonia y se coloco sobre el
papel filtro extendiéndola cuidadosamente. Se esperd por 1 minuto para observar si
existia algun cambio en la coloracion. Se consider6 oxidasa negativo a las que no

presentaron dicho cambio (Mac Faddin, 1990).

5.7 Evaluacién in vitro del potencial probidtico
5.7.1 Actividad antimicrobiana

Las pruebas de actividad antimicrobiana se realizaron a cada una de las cepas de
bacterias acido lacticas aisladas. Los microorganismos patdgenos que se utilizaron
para este ensayo fueron: E. coli O157:H7, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S.
aureus. Las bacterias patdgenas fueron inoculadas en caldo soya tripticaseina
(CST) a 37 °C por 48 h, transcurrido este tiempo se realizaron diluciones hasta llegar
a 103, de esta ultima diluciéon se tomé 1 mL y se colocé en una caja de petri, se
adicion6 agar métodos estandar (AME), se homogeneizo y dejo solidificar, después
se procedio a la realizacion de 6 pozos por cada caja de aproximadamente 5 mm

de diametro.

En cada pozo se afiadieron 50 pL de la bacteria lactica previamente cultivada en
agar MRS a 30 °C durante 48 h, se dejé secar y difundir por 2 h y después se
incubaron a 37 °C durante 24 h, posterior a este tiempo se midieron los halos de
inhibicion como se muestra en la figura 4. Las bacterias acido lacticas que mostraron
actividad inhibitoria frente a los patdgenos, se les determino su resistencia al pH,
resistencia a sales biliares, sensibilidad frente a diversos antibioticos y se les realiz

su identificacion bioquimica y molecular.
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BAL 24-48
h/ 30 °C
Medicién de halos Incubar
de inhibicion 24 h/ 37 °C

Figura 4. Procedimiento para la determinacién de actividad antimicrobiana de

bacterias acido lacticas frente a patégenos por la técnica de difusion en pozos.

5.7.2 Resistencia a pH

Las bacterias acido lacticas se cultivaron en caldo MRS y se incubaron a 30 °C
durante 24 h. Pasado este tiempo, el cultivo se homogeneizé y se realizaron
diluciones con agua peptonada hasta llegar a una concentraciéon aproximada de 10°
ufc/mL. Paralelamente se prepararon tubos de agua peptonada ajustando a pH 2y
3. Por separado, se inocularon los tubos de agua peptonada con 1 mL del inoculo
(10° ufc) de cada cepa, se homogeneiz6 y los tubos se almacenaron por 2 horas. A
los tiempos 0, 1y 2 horas se efectu6 el conteo de las bacterias sobrevivientes por
medio de la técnica de vertido en placa; para ello, por separado, se tomd 1 ml de
cada microorganismo y de cada tubo, se coloco en una caja de petri y se le adiciono

agar MRS, se homogeneizé y se dejo solidificar, por ultimo se incubd a 30 °C/ 48h
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y se realizo el conteo para evaluar la sobrevivencia de las bacterias acido lacticas a

las condiciones de pH (figura 5).
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o — — — = T-2
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ax--
T-1=1h 1mt
. T-1
T-2=2h 7Ny
pPH3 1mL O

\

Figura 5. Técnica de resistencia de bacterias &acido lacticas a pH.

5.7.3 Resistencia a sales biliares

Para la evaluacion de la resistencia de las cepas a sales biliares, se reactivaron las
bacterias acido lacticas en caldo MRS y se incubaron a 30 °C por 24 h. Se
prepararon tubos de CST conteniendo bilis deshidratada de buey a una
concentracion final de 0.15, 0.3, 0.5 y 1 %, se tomaron 10 uL del cultivo directo
(concentracion del inoculo: 108 ufc), se inocularon en los tubos de CST y se
incubaron a 30 °C durante 48 h; pasado el tiempo Unicamente se observo si existia

0 no turbidez (figura 6).
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Figura 6. Técnica de resistencia de bacterias acido lacticas a sales biliares.

5.7.4 Sensibilidad a antibi6ticos

Se utilizé la técnica de difusion en disco sobre agar MRS de Kirby-Bauer. Se tomo
una colonia de la cepa a ensayar, se sembro en caldo MRS e incubé a 30 °C por 18
h. Después de transcurrido este tiempo se obtuvo un cultivo joven del cual se
tomaron 100 uL conteniendo éste una concentracion aproximada de 108-107 ufc/mL,
se coloco sobre agar MRS solidificado y se extendié con ayuda de una varilla de
vidrio, se colocaron los discos sobre la placa y a continuacion se depositaron 10 yL
de los antibi6ticos a evaluar, se dejé difundir por completo en campana de flujo
laminar y finalmente se incubaron a 30 °C por 24 h. Pasado este tiempo se midieron
con un Vernier los halos de inhibicion. Por este método se midid la sensibilidad de
las bacterias acido lacticas frente a los antibidticos (figura 7). Los antibi6ticos
utilizados para el ensayo fueron: ampicilina 10 pg/mL, amoxicilina/acido clavulanico
20/10 pg/mL, sulfisoxazol 250 pg/mL, colistina 10 ug/mL, estreptomicina 10 pg/mL,
eritromicina 15 pg/mL, acido nalidixico 30 pg/mL, kanamicina 30 ug/mL, neomicina
10 pg/mL, tetraciclina 30 pg/mL, gentamicina 10 pg/mL, cloranfenicol 30 pg/mL,
amikacina 30 pg/mL, trimetoprim/sulfametoxazol 1.25/23.75 ug/mL, ceftriaxon 30

pg/mL y ciprofloxacin 5 pg/mL.
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Figura 7. Técnica para la prueba de sensibilidad de bacterias &cido lacticas a

antibioticos.

5.8 Identificacion bioquimica

Las cepas Gram positivas, catalasa y oxidasa negativas con actividad

antimicrobiana se identificaron mediante pruebas bioquimicas.
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5.8.1 Desarrollo a diferente pH

Las cepas de BAL fueron incubadas en tubos con 3 mL de caldo soya tripticaseina
a 30 °C durante 7 dias a diferentes valores de pH: 4.5, 6.5y 9.5 (el pH se ajusté con
una solucién de NaOH 1N y HCI 0.5 M), cada 24 h se revisaron los tubos para

buscar desarrollo visible (turbidez) de las cepas de los tubos de cultivo.

5.8.2 Desarrollo a diferente temperatura

Se inocularon las cepas de BAL en tubos con 3 mL de caldo MRS y se incubaron
durante 7 dias a diferentes temperaturas: 10 °C, 37 °C, 45 °C y 55 °C, cada 24 h se
revisaron los tubos para buscar desarrollo visible (turbidez) de las cepas de los

tubos de cultivo.

5.8.3 Desarrollo a diferente concentraciéon de NaCl

Las cepas de BAL se incubaron en tubos con 3 mL de caldo soya tripticaseina y
diferentes concentraciones de NaCl: 2, 3, 4, 6.5y 10 % a 30 °C durante 7 dias; cada
24 h se revisaron los tubos para buscar desarrollo visible (turbidez) de las cepas de
los tubos de cultivo.

5.8.4 Produccién de CO2

Para determinar si las cepas de BAL fueron homofermentativas o
heterofermentativas, se inocularon en tubos con 3 mL de caldo MRS con campanas
Durham en bafio Maria a 45 °C durante 48 h, la formacion de gas en la campana se

tomo6 como indicativo de heterofermentativas.

52




5.8.5 Prueba de rojo de metilo y Voges-Proskauer (MR-VP)

Las cepas de BAL fueron inoculadas en tubos con 3 mL de caldo MR-VP e
incubadas a 30 °C durante 72 h, posteriormente se agregaron 5 gotas de la solucion
indicadora de rojo de metilo, la aparicion de un color rojo indicé una reaccion
positiva. Para el caso de la reaccion de VP, se utilizé el mismo tipo de caldo, solo
que a los tubos de caldo en lugar del reactivo de rojo de metilo se les agreg6, dos
gotas de solucion de alfa naftol, dos gotas de la solucion de hidréxido de potasio al
5 % y unos cristales de creatinina, en el orden sefialado. Después de dos horas a
temperatura ambiente, la aparicién de un color rosa reveld la presencia de acetil
metil carbonil 6 acetoina lo que se considerd positivo para la prueba de VP o una

coloracion amarilla indico reaccion negativa.

5.8.6 Sobrevivencia a tratamiento térmico

Las cepas de BAL fueron incubadas a 30 °C durante 24 h en tubos con 3 mL de
caldo MRS, transcurrido este tiempo se colocaron en bafio Maria a 63 °C durante
30 min, se tomaron 100 pL y se vertieron en cajas petri con agar MRS previamente
solidificado, se realizd una extension en placa e incubé a 30 °C durante 24 h,

posteriormente se observo si hubo crecimiento de colonias en las cajas inoculadas.

5.8.7 Fermentacion de azlUcares

Después de incubar las cepas de BAL en tubos con 3 mL de caldo MRS a 30 °C
durante 24 h, por separado se tomaron 10 puL de cada cultivo y se inocularon los
tubos con los 20 azlcares a probar. Los azlcares se prepararon al 1% en caldo
nutritivo, agregando 1 mL de caldo-azucar a cada tubo, se incubaron a 30 °C

durante 24-48 h; los azucares utilizados fueron:
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Acido piravico Inositol Ramnosa

Arabinosa Lactosa Ribosa
Arginina Maltosa Sacarosa
Esculina Manitol Sorbitol
Fructosa Manosa Trealosa

Galactosa Melibiosa Xilosa
Glucosa Rafinosa

5.9 Identificacién molecular

Después de la identificacion bioguimica se sometié solo a 4 cepas de bacterias
acido lacticas a una identificacion molecularmente mediante secuenciacion de la
subunidad 16S Ribosomal. Para el proceso de identificacion se llevaran a cabo las
siguientes actividades: 1) Disefio de primers para las especies en estudio. 2)
Desarrollo de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para la amplificacién de
fragmentos de DNA seleccionados. 3) Verificacion de amplimeros para

secuenciacion mediante electroforesis y 4) Secuenciacién genémica.

5.10 Desarrollo de queso fresco con potencial probiético

Par este estudio final solo se empled una cepa del bacteria acido lactica (BAL) la
denominada QT 20, ello porque fue la cepa de BAL que mostro el mayor potencial
probiotico en los estudios efectuados in vitro (mayor efecto antagénico, y mayor
resistencia al pH, sales biliares, alta temperatura y resistencia a antibioticos). Se
preparé dos tipos de queso: uno conteniendo a la BAL QT 20 (queso T1) y otro que

no contenia a esta BAL (queso T2).

A continuacion se muestran las principales etapas en la elaboracién del queso

fresco conteniendo y no la BAL denominada QT 20 (figura 8).
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Figura 8. Etapas principales en la elaboracion de queso fresco con potencial

probidtico.
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5.10.1 Evaluacioén del potencial antagonico de queso fresco elaborado con la
cepade BAL QT 20.

Queso fresco conteniendo y no la BAL QT 20 fue cortado en trozos de
aproximadamente 2 x 2 cm. Paralelamente, cultivos de 18 h en CST de E. coli
0157:H7, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus fueron lavados en SSI
por centrifugacion y se preparan diluciones en diluyente de peptona a una
concentracion aproximada de 10° ufc/ml. Por separado, cada trozo fue inoculado
con 10 pl de los cultivos lavados y diluidos de los microrganismos patdégenos para
tener una concentracion final por trozo de queso de aproximadamente 102 ufc. El
queso se refrigeré durante 15 dias y durante este tiempo se realizaron conteos
microbioldgicos diarios mediante la técnica de vertido en placa utilizando AST con
rifampicina (100 mg/L) con el fin de evaluar la sobrevivencia de los microorganismos

patogenos (figura 9).
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Figura 9. Diagrama de la evaluacion del comportamiento de microorganismos

patdgenos en queso adicionado con la BAL QT 20.
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6. Resultados y Discusion
6.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas

Se analizaron un total de 14 muestras de alimentos, entre los cuales habia
productos lacteos elaborados de manera artesanal, frutas, hortalizas y pulque. Los
productos analizados se adquirieron en mercados publicos y tiendas provenientes
de distintas localidades en el estado de Hidalgo.

De las 14 muestras de alimentos analizadas, cuatro correspondieron a quesos
(Oaxaca, panela, tenate y ranchero), siete a frutas y hortalizas (zanahoria,
zarzamora, uvas, pifia, nopal y germinado de alfalfa y frijol mungo), una a carne

molida de res, una a pulque y una a leche bulgara.

De cada muestra se seleccionaron de 5 a 7 colonias presuntivas de BAL basandose
en su morfologia macroscopica, figura 10 (colonias blancas, pequefias, trasllcidas,
redondas de aspecto cremoso, de bordes enteros, aspecto puntiforme y de

superficie convexa), morfologia microscoépica, bacilar y cocoide, Gram positivas, y

por medio de pruebas bioguimicas (catalasa y oxidasa negativas), tabla 4 (Wood y
Holzapfel, 1995).

f{

Figura 10. Crecimiento tipico de BAL en medio de cultivo sélido.
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Para el aislamiento y recuento de bacterias &cido lacticas (principalmente
Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc) se utiliza comunmente el medio MRS,
ya que este, es un medio de cultivo selectivo en el cual tienen buen desarrollo estas
bacterias al agrupar el citrato, acetato, Tween 80, Mg?* y Mn?*, estos actllan como
factores de crecimiento para las bacterias acido lacticas, principalmente lactobacilos
(Charles, 1998).

Se aislé un total de 117 cepas de las muestras analizadas; no obstante sélo 42
cumplieron con las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas para ser
consideradas como bacterias acido lacticas (tabla 4). Con cada una de las 42 cepas
identificadas como bacteria acido lactica, se procedié a evaluar la actividad

antagonica en medio de cultivo.

Tabla 4. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de las cepas presuntivas BAL
aisladas de diversos alimentos

Fuente de Cadigo de Caracteristicas
Aislamiento cepas Morfologia Gram Catalasa Oxidasa
Pulque SAl Bacilo + - -
Pulque SA2 Bacilo + - -
Pulque M2 Coco + - -
Pulque M3 Bacilo + - -
Pulque M4 Coco + - -
Pulque EP5 Coco + - -
Pulque T1 Coco + - -
Pulque T2 Coco + - -
Pulque T3 Coco + - -
Pulque 1B Coco + - -
Pulque P20 Coco + - -
Zanahoria Zh13a Cocobacilo + - -
Zanahoria Zh13b Cocobacilo + - -
Zanahoria Zh13c Cocobacilo + - -
Zanahoria Zh13d Cocobacilo + - -
Zanahoria Zh23a Cocobacilo + - -
Zanahoria Zh24b Cocobacilo + - -
Queso Oaxaca Qo13d Cocobacilo + - -
Queso Oaxaca Qo23c Bacilo + - -
Carne molida 20b Coco + - -
Carne molida 21 Coco + - -
Zarzamora 28 Coco + - -
Zarzamora 41 Bacilo + - -
Corteza de pifia 46 Coco + - -
Corteza de pifia 48 Bacilo + - -
Germinado frijol Gf2a Bacilo + - -
Bulgaros B1-1 Cocobacilo + - -
Queso Panela QP2x Coco + - -
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Queso Panela
Queso ranchero
Queso ranchero
Queso ranchero
Queso ranchero
Queso ranchero
Queso ranchero
Queso ranchero

Queso tenate

Queso tenate

Queso tenate

Queso tenate

Queso tenate

Queso tenate

QP2y
QR5
QR7

QR24

QR25

QR26

QR27

QRA49

QT12

QT17

QT19

QT20

QT21

QT22

Coco
Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Coco
Cocobacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Coco
Coco

++ 4+t

6.2 Actividad inhibitoria de bacterias acido lacticas

La actividad inhibitoria o antagénica de las 42 cepas de bacterias acido lacticas

aisladas se evalud contra 4 microorganismos patogenos: E. coli O157:H7, S.

Typhimurium, L. monocytogenes, y S. aureus, mediante la técnica de difusion en

pozos. De las 42 cepas analizadas, 40 mostraron actividad antimicrobiana contra

alguno de los patégenos de prueba (tabla 5). El patégeno con mayor sensibilidad al

compuesto o compuestos generados por las bacterias acido lacticas fue Salmonella,

estos resultados concuerdan con los reportados por Gonzéalez et al., (2004);

mientras que E. coli 0157:H7 fue el microorganismo patégeno mas resistente. Por

otro lado, 24 cepas mostraron un efecto inhibitorio contra los 4 patégenos de prueba,

13 de ellas fueron aisladas de muestras de queso tenate y queso ranchero, las otras

11 provienen de muestras de pulque.
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Tabla 5. Efecto inhibitorio o antagonico de bacterias acido lacticas (mm) contra

diferentes bacterias patégenas por la técnica de difusion en pozos.

Diametro de inhibicion en mm, desviacion estandar ()

BAL E. coli O157:H7 Salmonella L. monocytogenes S. aureus
SAl 18.0+0.9 18.0+ 0.7 18.0+0.7 19.0+15
SA2 120+1.2 120+1.1 145+1.2 140+1.2
M2 11.0+£0.7 11.0+£0.5 140+£1.6 14.0+09
M3 17.0+£15 105+04 15.0+0.9 105+ 0.5
M4 12.0+0.8 11.0+1.2 14.0+0.3 140+14
EP5 135+13 115+ 0.6 12.0+0.8 12.0+0.6
T1 140+2.1 11.0+£0.5 13.0+£0.5 9.0+0.8
T2 140+ 0.6 13.0+1.2 13.0+ 0.6 15.0+ 0.6
T3 15.0+£0.9 100+£1.2 13.0+£ 0.5 105+0.3
1B 140+13 150+ 0.5 140+ 0.6 13.0+1.2
P20 13.3+0.2 143+1.3 12.7+1.4 140+ 0.2
Zh13a 125+ 0.6 15.0+0.9 145+£0.7 13.6+0.8
Zh13b 13.6 £ 0.6 165+ 0.5 145+0.9 146+ 0.5
Zh13c 13.0+1.0 155+0.5 13.3+0.5 141+04
Zh13d 13.1+0.2 145+ 0.6 141+£09 13.2+0.8
Zh23a 126+ 0.6 143+£26 13.5+04 13.8+1.2
Zh24b 12.3+£0.3 13.1+04 13.8+ 0.6 13.6+0.8
Qo13d 13.6 £ 0.6 13.2+0.3 13.1+£0.3 13.9+0.8
20b 12.1+04 11.8+1.6 13.2+1.1 126+04
21 124+2.0 122+24 124+ 0.5 109+ 0.7
28 128+ 0.8 13.7+£1.2 129+09 13.1+0.7
41 126+ 0.7 13.4+04 128+ 0.8 13.0+ 0.5
46 12.0+£ 0.6 13.0+£0.2 124+04 126 +£0.3
48 10.7+£0.9 125+04 11.6+£0.7 12.1+04
Gf2a 150+1.0 18.7+1.2 16.2+0.8 174+ 0.5
B1l-1 127+ 04 13.4+£0.7 13.2+04 12.8+ 0.6
QP2x 10.1+£0.2 121+£15 11.5+04 109+0.3
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QP2y 6.7+5.9 13.1+£0.3 9.4+0.8 11.3+04

QRS 17.0+6.1 17.7+15 17.0+ 3.6 17.0+1.7
QR7 17.7+3.5 18.3+2.0 17.7+3.5 16.7+1.1
QR24 16.3+25 19.3+2.8 17.0+ 45 16.7+1.5
QR25 143+15 18.7+1.5 16.3+3.5 173+1.1
QR26 14.8+3.2 16.0+ 3.5 14.3+3.5 153+2.2
QR27 16.3+1.2 18.0+1.0 17.0+4.3 16.7+1.5
QR49 17.7+3.2 16.7 £ 0.5 16.3+4.0 15.0+0.0
QT12 125+ 0.8 12.7+1.9 13.0+2.8 140+1.6
QT17 145+23 13.0+2.7 14.0+0.8 14.0+1.5
QT19 125+1.8 95+74 13.8+1.4 14.8+0.9
QT20 16.9+1.2 141 +0.9 16.2+1.1 15715
QT21 135+24 13.0+15 143+2.2 140+1.0
QT22 11.7+1.0 13.3+1.3 12.8+0.9 13.0+1.0

Las cepas aisladas de los quesos tenate y ranchero, asi como de una muestra de
pulque, mostraron mayor actividad inhibitoria, quizé al ser productos elaborados de
manera artesanal y que no reciben ningun tratamiento térmico que afecte la flora
microbiana nativa. Como se observa en la tabla 5 la mayoria de éstas cepas
presentan halos de inhibicién superiores a los 13 mm de diametro (figura 11). Sélo
una cepa aislada del pulque tuvo un comportamiento similar, mientras que el resto
de las cepas aisladas del mismo producto, mostraron un efecto menor al de las

mencionadas anteriormente.

Las BAL se han utilizado en la alimentacion desde tiempo atrds, es posible
encontrarlas en diversos alimentos como la leche cruda, yogurt, quesos frescos y
madurados, estos ultimos se consideran un reservorio importante de este tipo de
microorganismos como se pudo comprobar en este estudio que se aislaron 117

cepas de 14 muestras de alimentos.
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El pulgue es una bebida fermentada acida-alcohdlica; se ha reportado que se han
recuperado mas de 50 géneros diferentes en muestras de pulque, entre los géneros
identificados se encuentran Lactobacilos, Leuconostoc, Micrococos, entre otros

(Cervantes y Pedroza, 2008).

Ademas de los productos lacteos, se obtuvieron cepas de bacterias 4cido lacticas
de alimentos céarnicos, y de frutas y hortalizas, los cuales tuvieron actividad
inhibitoria contra especies de E. coli 0O157:H7 y Salmonella que son
microorganismos de importancia en la salud publica (Gonzélez et al., 2004 y Yang,
2000).

Figura 11. Actividad inhibitoria 0 antagénica de cepas de BAL contra E. coli

0157:H7, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus.
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La actividad inhibitoria mostrada por bacterias &cido lacticas contra L.
monocytogenes, es de gran importancia ya que €ste es un microorganismo que
origina problemas en la salud, infecciones en la gestacion, meningoencefalitis, entre
otros. Este microorganismo es termolabil y puede ser destruido durante la coccion,
sin embargo es mas resistente al calor que otros patégenos (Torres, 2002).

La resistencia que presento E. coli O157:H7 ante las bacterias acido lacticas podria
deberse a que al ser una bacteria Gram negativa, contiene aparte de la pared
celular, una membrana externa que actia como barrera selectiva al paso de ciertas
macromoléculas como lo son las bacteriocinas o enzimas. Esta membrana consiste
en una capa lipidica que contiene fosfolipidos (capa interna), lipopolisacaridos (capa
externa) y proteinas que la atraviesan, que delimitan poros hidréfilos (porinas) que
permiten el paso de sustancias de bajo peso molecular por lo que la sensibilidad es
diferente (Prescott et al., 1999).

Las sustancias de bajo peso molecular (diacetilo, peréxido de hidrégeno y acido
lactico) producidas por las bacterias acido lacticas pasan a través de las porinas
dafiando la permeabilidad de la membrana exterior hasta debilitarla.

Algunas de las bacterias acido lacticas evaluadas inhibieron efectivamente el
crecimiento de diferentes tipos de microorganismos patdégenos tanto Gram positivos
como Gram negativos, lo cual es importante por el efecto que estas bacterias acido
lacticas pudieran tener a nivel gastrointestinal, evitando la colonizacion de
patdgenos y pudiendo participar en los procesos de defensa del organismo.
Existen numerosos trabajos enfocados a la actividad antimicrobiana de las bacteria
acido lacticas (De Martinis et al., 2001; Savadogo et al., 2004) en donde se ha
observado la accion de estos microorganismos contra mas de un microorganismo
de prueba. Trabajos como el de Murry et al (2004), muestran la actividad inhibitoria
de cepas de bacterias &cido lacticas contra algunos microorganismos patégenos
como es el caso de E. coli, S. Typhimurium y C. perfringes, pero se desconoce el
metabolito responsable de dicha actividad.

La capacidad que presentan las bacterias acido lacticas para inhibir el crecimiento
de diferentes microorganismos patégenos podria también deberse a la reduccién

del pH generado por la fermentacion de los carbohidratos disponibles en el medio,
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también existen otros metabolitos con efecto inhibitorio como acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, diacetilo, acetaldehido, antibidticos y bacteriocinas
(Davidson y Hoover, 1993; Gonzalez et al., 2004; Milena et al., 2009).

6.3 Resistencia de las bacterias acido lacticas a pH

Para la realizacion de este ensayo se seleccionaron las cepas de bacterias acido
lacticas que mostraron mayor efecto antimicrobiano contra los patdgenos evaluados
(tabla 6).

En la tabla 6 se muestra la resistencia / sensibilidad de las cepas de bacterias acido
lacticas a valores de pH 2 y 3 después de 0, 1 y 2 h de contacto Todas las cepas
mostraron una reduccién progresiva en su concentracion a pH 2 durante el
almacenamiento, de hecho el efecto se observé en algunas de las cepas desde el
tiempo O (Tabla 6); el tiempo “0” se refiere a que inmediatamente que fueron
inoculadas las cepas en los caldos a pH 2, se agitdé y se tomd una alicuota para
efectuar el recuento de los microorganismos por la técnica de vertido en placa. A
pH 2 ninguna de las cepas resistié una hora 0 mas. Resultados similares obtuvieron
Darilmaz y Beyatli, (2012). No obstante, a pH 3 la mayoria de las cepas

sobrevivieron bien aun después de 2 horas de contacto (tabla 6).

Los datos muestran que las cepas tienen un comportamiento distinto ante el efecto
del pH y el tiempo de incubacion y ademas que estos factores influyen de manera
importante sobre su viabilidad. Se observé que algunas cepas fueron mas
resistentes y lograron sobrevivir en pH &cidos, mientas que otras no fueron capaces
de soportar los bajos niveles de pH disminuyendo su poblacién significativamente.

Las cepas que presentaron mayor resistencia al nivel de pH 3 fueron las cepas QT
17, QT 19y QT 20 (tabla 6). Por otro lado las cepas QR 24, QR 49, P 20 y Zh13b,
no soportaron las condiciones de acidez del medio y desde el tiempo cero (pH 2)

comenzaron a disminuir su concentracion (tabla 6).
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Tabla 6. Resistencia /sensibilidad de las bacterias acido lacticas a 2 niveles de pH

evaluados y 3 tiempos de contacto.

pH 2 pH 3
Tiempo (h) Tiempo (h)
Clave 0 1 0 1 2
BAL
QR5 Incontable - Incontable 235 70
QR24 - - 36 - -
QR25 Incontable - Incontable 632 204
QR26 3 - Incontable 1 -
QR27 10 - 448 - -
QRA49 - - 408 8 4
QT12 79 - 715 611 159
QT17 Incontable - Incontable  Incontable Incontable
QT19 Incontable - Incontable  Incontable Incontable
QT20 Incontable - 564 480 444
P20 - - Incontable - -
1B 448 - Incontable -
M2 212 - Incontable 4 -
M4 80 - Incontable 51 -
Zh13b - - 368 8 6
20b 1 - Incontable 28 12
Gf2a 896 - Incontable  Incontable Incontable

La diferente capacidad de sobrevivir en los valores de pH de estudio sugiere que
esta tolerancia se debe a la cepa especifica y estos valores de pH (2 y 3) podrian
ser considerados como criticos para la seleccion de potencial probiético y para su
seleccion de manera natural en alimentos acido.

Los resultados obtenidos sugieren que las cepas QR 25, QT 17, QT 19, QT 20y 1B,
podrian tolerar las condiciones de pH acido del estbmago durante su transito por él
y que sus poblaciones podrian mantenerse viables al llegar al intestinal donde
podrian adherirse y efectuar su funcion fisiologica.

Es sabido que la acidez producida por el estbmago (pH de entre 2 a 3) constituye
una de las principales barreras contra muchos microorganismos que transitan el

tracto gastrointestinal (Alvarado y Diaz, 2009). En condiciones normales el tiempo
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de transito gastrointestinal comprende de 2 a 4 h y varia segun el individuo (Cueto
et al., 2010).

Asi, el estrés celular para las bacterias que ingresan junto con los alimentos,
incluidas bacterias patdgenas, inicia en el estbmago y posteriormente al entran al
tracto gastrointestinal donde son secretadas las sales biliares. A estos dos factores
importante, las bacterias acido lacticas tiene que sobrevivir para posteriormente

implantarse en el intestino.

6.4 Resistencia de bacterias acido lacticas a sales biliares

La mayor dificultad que presentan las bacterias acido lacticas para ser utilizadas
como probidtico es su baja capacidad de sobrevivencia durante su paso por el
estbmago, es decir, después de la acidez gastrica, el microorganismo probiotico
encuentra en el intestino delgado la presencia de sales biliares, por lo que para
ejercer sus efectos beneficiosos no deben sucumbir a la accidén de estos bactericida
natural (Zamudio y Zavaleta, 2003; Gonzalez et al., 2013). Es dificil predecir la
concentracion de bilis en el intestino ya que esta es muy variada en cada individuo.
Las concentraciones de bilis utilizadas cominmente en estudios de seleccion de
cepas resistentes se sitian entre 0.1y 1 % (Anukam y Koyama, 2007). Por ello, en
éste estudio se utilizaron concentraciones de 0.15, 0.3, 0.5 y 1% de sales biliares.
Se seleccionaron para su uso como potencialmente probidticas aquellas cepas que

fueran mas resistentes a dichas concentraciones.

De las 17 cepas que se estudiaron en el ensayo de resistencia a pH, se
seleccionaron Unicamente 7 que superaron esta barrera y se logré constatar que
todas ellas fueron capaces de resistir las 4 concentraciones de sales biliares

empleadas.

Los resultados obtenidos en éste experimento con las sales biliares coinciden con
los reportados por otros autores quienes obtuvieron una cepa de Lb. casei y Lb.
acidophilus capaz de sobrevivir en presencia de sales biliares a concentraciones de

0.1, 0.5y 1% como condicion extrema.
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Las bacterias acido lacticas del género Lactobacillus, son capaces de producir una
enzima conocida como sal biliar hidrolasa (SBH), que cataliza la hidrolisis de las
sales biliares conjugadas con glicina y taurina. Esta desconjugacion pudiera ocurrir
en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano, ya que la actividad de esta
enzima se incrementa al disminuir el pH por la produccion de acidos organicos (Lara
y Burgos, 2012).

6.5 Sensibilidad a antibiéticos

La capacidad que manifiestan determinadas cepas de bacterias acido lacticas de
ser resistentes a los antibiéticos, es un criterio determinante para su seleccion como

posibles microorganismos probiéticos.

Después de evaluar la resistencia de las bacterias acido lacticas al pH y sales
biliares, se seleccion6 aquella cepa que presentod la mayor resistencia al pH, sales
biliares y mayor potencial antagonico in vitro contra los patégenos de estudio, como
cepa potencialmente probiética para evaluar su sensibilidad a 16 antibiéticos (tabla

7); esta fue la cepa QT 20.

Los antimicrobianos analizados incluyeron inhibidores de la sintesis de pared celular
(ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico), inhibidores de la sintesis de proteinas
(tetraciclina, eritromicina, estreptomicina, cloranfenicol, kanamicina) e inhibidores
de la sintesis de acidos nucleicos (acido nalidixico). Los resultados de este estudio
de resistencia/sensibilidad a los antibiéticos por parte de la cepa de BAL QT 20 se

encuentran en la tabla 7.
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Tabla 7. Sensibilidad a antibiéticos presentada por la BAL QT 20.

Antibidtico Halo de inhibicion
] (mm)
Acido nalidixico (Nal) R?
Amikacina (Amk) 28.16 + 1.60°
Amoxicilina/acido clavulanico (Amc) R
Ampicilina (Amp) 25.00 +1.26
Ceftriaxona (Cro) 11.83+2.40
Ciprofloxacina (Cip) R
Cloranfenicol (Chl) 38.33+1.63
Colistina (Col) R
Eritromicina (Eri) 36.16 +1.83
Estreptomicina (Str) R
Gentamicina (Gen) 11.83+£2.48
Kanamicina (K) R
Neomicina (Neo) R
Sulfisoxazol (Sox) 9.16 + 0.40
Tetraciclina (Tcy) 13.33+£1.96
Trimetoprim/sulfametoxazol (Sxt) R

1Resistente a antibiético, 2Promedio de triplicado, 3desviacion estandar

Como se puede observar en la tabla la cepa QT 20 fue resistente al 50% de los
antibioticos ensayados, mientras que para el 50% fue sensible, mostrando halos de
inhibicién de 25.00 + 1.26 mm para ampicilina a una concentracion de 10 pg/mL,
para sulfisoxazol (250 ug/mL) el didmetro de inhibicion fue de 9.16 + 0.40 mm, en
el caso de la eritromicina se observo un halo de inhibicién de 36.16 + 1.83 mm a
una concentracion de 15 pug/mL, para tetraciclina (30 pg/mL) los halos de inhibicién
mostrados fueron de alrededor de 13.33 + 1.96 mm, la gentamicina present6 una
inhibicién de 11.83 + 2.48 mm a una concentracién de 10 pg/mL, el cloranfenicol
inhibio a la bacteria acido lactica exhibiendo un diametro de 38.33 + 1.63 mm a una
concentracion de 30 pug/mL, la amikacina (30 pg/mL) fue el antibidtico que mostré
diametros de inhibicion menores a los 10 mm (8.16 + 1.60 mm), por ultimo la
ceftriaxona (30 pg/mL) presento inhibicion contra la bacteria acido lactica mostrando
halos de 11.5 + 1 mm (figura 12).
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Figura 12. Sensibilidad de la cepa QT 20 a antibidticos.

La ampicilina es un antibiético que pertenece al grupo de los inhibidores de la pared
celular, se utiliza en veterinaria ya que constituye una alternativa eficaz en las

patologias infecciosas, su uso esta aprobado por la FDA.

Nuestros resultados tienen similitud con los reportados por Mejia et al., (2007)
quienes aislaron 360 cepas de bacterias acido lacticas a partir de heces de nifios
lactantes y muestras vaginales de 10 mujeres (todos sin problemas de salud) y
probaron su sensibilidad a 10 pg/mL de ampicilina, mostrando halos de inhibicién
entre 12 y 30 mm, mientras que en nuestro estudio, obtuvimos halos de 9 hasta
25.00 mm (figura 13).
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Figura 13. Sensibilidad mostrada por la bacteria acido lactica QT 20 a la accion de

ampicilina 10 pg/mL.

Estudios llevados a cabo por Danielsen y Wind (2003) y Coppola et al., (2005) con
respecto a los inhibidores de pared celular, sefialan que los lactobacilos son

frecuentemente sensibles a ampicilina y penicilina.

Otro antibi6tico perteneciente al grupo de los inhibidores de pared celular es la
amoxicilina, en este estudio la cepa ensayada mostré resistencia hacia ese
antibiético. Flérez et al., (2005) aislaron 146 cepas de bacterias acido lacticas a
partir de queso azul elaborado con leche de cabra sin tratamiento térmico, de las
cuales 21 pertenecian al género Leuconostoc mesenteroides y Leuc.
Pseudomesenteroides; determinaron la CMI de amoxicilina en un rango de
diluciones de 0.25 a 0.32 pug/mL obteniendo los siguientes resultados: 3 cepas
fueron sensibles a 0.5 ug/mL, 1 a1 pg/mL, 10a2 pg/mL,6a 4 pg/mLy 1 a8 ug/mL.
La susceptibilidad mostrada por estas cepas se puede encontrar en funcion de su
membrana externa, ya que en las bacterias Gram positivas no es una barrera
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importante para evitar la penetracion del antibiético. Por otro lado algunas bacterias
pueden presentar cierta tolerancia como fue nuestro caso, aunque este no es un
verdadero mecanismo de resistencia. Cuando esto sucede, las bacterias son

inhibidas pero no lisadas, a no ser que se empleen concentraciones muy elevadas.

El cloranfenicol es el primer antibiotico de amplio espectro descubierto y utilizado
en medicina. Fue aislado de una cepa de Streptomyces venezuelae encontrada en
el suelo de Venezuela en 1947. Herreros et al., (2005) aislaron bacterias acido
lacticas de queso Armada, probaron el efecto de antibidticos frente a éstas
obteniendo los siguientes resultados, 6 cepas de Lc. lactis de 9 ensayadas fueron
resistentes a 30 pg/mL de cloranfenicol, 2 cepas de Leuc. mesenteroides, 1 Lb.
brevis y 3 cepas Lb. casei fueron resistentes a la misma concentracién del
antibiotico, mientras que en nuestro estudio la cepa QT 20 fue sensible a la misma
concentracion del antibiético 30 pg/mL, mostrando halos de inhibicion de 38.33 +
1.63 mm figura 14.

La exposicion a éste antibiotico da lugar al cese de la sintesis de proteinas pero no

a la de &cidos nucleicos, con lo cual el efecto conseguido es bacteriostatico al
inhibirse la multiplicacion bacteriana (Yunis, 1989).
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Figura 14. Sensibilidad mostrada por la bacteria &cido lactica QT 20 a la accién de

cloranfenicol 30 pg/mL.

La eritromicina es un antibiético inhibidor de la sintesis de proteinas, actualmente
se encuentra aprobado por la FDA y la OMS. Flérez et al., (2005) sefialan haber
aislado 23 cepas de Lb. plantarum y Lb. paraplantarum aisladas de queso azul, los
resultados obtenidos por los autores muestran que 22 cepas presentaron
sensibilidad a 1 pg/mL del antibi6tico, mientras que la cepa restante fue sensible a
2 pg/mL; estos resultados difieren con los nuestros, sin embargo Zhou et al., (2005)
probaron la sensibilidad de 2 cepas de Lb. rhamnosus de actividad probiética contra
18 antibidticos de uso comun, comparandolas con 5 cepas comerciales de
probidticos, en las cuales se encontraba una cepa de Lb. rhamnosus y una Lb.
plantarum, reportando una sensibilidad a 15 pg/mL de eritromicina, misma
concentracion utilizada en este estudio para la que se obtuvieron halos de inhibicién
de 36.16 + 1.83 mm, figura 15. La resistencia presentada por nuestra cepa puede
deberse a una disminucion del ingreso del antibidtico a la célula, frecuentemente
este es el principal mecanismo de resistencia (Escolar et al., 1998).
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Figura 15. Sensibilidad mostrada por la bacteria acido lactica QT 20 a la accion de

eritromicina 15 pg/mL.

La estreptomicina es un antibiético perteneciente al grupo de los inhibidores de la
sintesis de proteinas para el cual las bacterias acido lacticas muestran mayor
resistencia. Charteris et al., (1998) asi como Coppola et al., (2005) han mencionado
que los lactobacilos son resistentes a estreptomicina, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en este estudio ya que no se obtuvieron halos de inhibicion a
una concentracion de 10 pg/mL. De igual manera Rojo et al., (2006) han hecho
mencion de tal resistencia al encontrar una CMI de 512 pg/mL para 38 cepas de Lb.
plantarum, valores similares fueron observados por Elkins y Mullis (2004) quienes
muestran que los lactobacilos presentan una resistencia intrinseca a los
aminoglucésidos (estreptomicina), segun ellos, debida a la permeabilidad de su
membrana. La resistencia a estreptomicina esta considerada intrinseca en las
bacterias acido lacticas (Katla et al., 2001; Danielsen y Wind, 2003), siendo atribuida
a la ausencia de citocromos en la cadena transportadora de electrones (Charteris
et al.,, 1998), a la estructura de la pared celular y a la impermeabilidad de la
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membrana, que juega un papel importante en esta resistencia (Elkins y Mullis,
2004). Ademas de todo esto los aminoglucésidos son mucho mas activos a pH
alcalino que en pH acido (Brooks et al., 2005).

Las tetraciclinas son un grupo de antibioticos que actuan a nivel del ribosoma
bacteriano, pero para que las mismas tengan acceso a éste es necesaria su difusion
pasiva por la membrana celular exterior, requiriendo de un segundo proceso
dependiente de energia que transporta activamente todas las tetraciclinas a través
de la membrana citoplasmatica interna (Rodriguez et al., 1998). En el estudio
realizado por Zhou et al., (2005) encontraron que cepas con potencial probidtico de
Lb. rhamnosus y Lb. plantarum fueron susceptibles a 30 ug/mL de este antibiotico.
En ese mismo afio, Herreros et al., (2005) reportaron sensibilidad a 30 pg/mL para
cepas de Lb. plantarum aisladas a partir de queso elaborado artesanalmente, estos
resultados concuerdan con los obtenidos en este trabajo donde se obtuvieron halos
de inhibicion de 13.33 £ 1.96 mm (figura 16).

Figura 16. Sensibilidad mostrada por la bacteria acido lactica QT 20 a la accion de

tetraciclina 30 pug/mL.
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La gentamicina es un antibidtico perteneciente a los aminoglucosidos, se emplea
para erradicar infecciones contra bacterias sensibles. Interfiere en la sintesis normal
de proteinas originado proteinas no funcionales en microorganismos susceptibles.

En este estudio se observo que la bacteria acido lactica QT 20 presentd sensibilidad
a la accion de este antibiético al presentar halos de inhibiciéon de 11.83 + 2.48 mm
a una concentracion de 10 pg/mL. Darilmaz y Beyatli (2012) aislaron de queso Turco
elaborado artesanalmente 29 cepas de propionibacteria y encontraron que 26 cepas
fueron sensibles a la accion de gentamicina. No obstante, estos resultados difieren
con los reportados por Cordoba et al., (2009) quienes aislaron bacterias acido
lacticas a partir de diversos productos lacteos (yogurt, leche agria) y reportaron
resistencia de las cepas a la misma concentracion del antibiético estableciendo que
esta resistencia es de caracter intrinseco y la atribuyen a la ausencia de transporte
de electrones mediado por citocromo. Rojo et al., (2006) reportan cepas de Lb.

acidophilus y Lb. casei resistentes a penicilinas y gentamicina.

La kanamicina es un antibiético de amplio espectro, bactericida perteneciente al
grupo de los aminoglucosidos, bloquea la sintesis proteica bacteriana y produce
errores en la lectura del cédigo genético. En un estudio realizado por Temmerman
et al., (2002), un total de 55 productos probiéticos fueron evaluados, se obtuvieron
187 cepas de bacterias acido lacticas, se evalud su resistencia contra algunos
antibioticos utilizando el método de difusion en disco y se determiné que el 79% de
los aislados presentd resistencia frente a kanamicina, los mecanismos de
resistencia son desconocidos. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
nuestro trabajo, ya que la cepa evaluada fue resistente a la accion de este antibiético
al ser estudiado en una concentracion de 30 pg/mL (figura 17).

En el trabajo realizado por Darilmaz y Beyatli (2012), mencionan que cepas de
propionibacteria mostraron baja resistencia a kanamicina (20%) a una
concentracion de 30 pg/mL. Alvarado et al., (2007) aislaron bacterias acido lacticas
de un queso venezolano ahumado andino artesanal y encontraron que todas sus

cepas fueron resistentes a kanamicina 25 pg/mL.
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La amikacina es otro antibiotico bactericida que inhibe la sintesis de proteinas,
pertenece al grupo de los aminoglucosidos y es utilizado para el tratamiento de
diferentes infecciones bacterianas. Alvarado y Diaz (2009), estudiaron el potencial
probiotico de 10 cepas de lactobacilos aislados de pastizal de una finca lechera, 6
Lb. plantarum, 2 Lb. paracasei ssp. paracasei, 1 Lb. brevis y 1 Lb. pentosus,
manifestando que todos los lactobacilos estudiados mostraron resistencia a
amikacina, 30 pg/mL. Nuestros resultados no coinciden con los del autor ya que
nuestra cepa QT 20 resulto sensible a este antibidtico al obtener halos de inhibicion

de 8.16 = 1.60 mm a una concentracion de 30 pug/mL.

Figura 17. Sensibilidad mostrada por la bacteria acido lactica QT 20 a la accién de

kanamicina 30 pg/mL.

Las bacterias acido lacticas al ser evaluadas frente a la accion de estos antibiéticos
acido nalidixico 30 pg/mL, ciprofloxacin 5 pg/mL, colistina 10 pg/mL, neomicina 10
png/mL, trimetoprim/sulfametoxazol 1.25/23.75 pg/mL, mostraron ser resistentes a

las concentraciones evaluadas. En el trabajo realizado por Alvarado y Diaz (2009),
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indican las cepas de lactobacilos en su totalidad fueron resistentes a ciprofloxacina
5 pug/mL, coincidiendo estos resultados con los nuestros. Un grupo de 26 bacterias
acido lacticas aisladas de suero costefio por Cueto et al., (2010) se evaluaron frente
a la accion de acido nalidixico y observaron que 25 de ellas presentaron resistencia
al antibiético, solo una cepa mostro ser sensible. Darilmaz y Beyatli (2012) también
probaron el efecto que tenia el acido nalidixico (30 pg/mL) frente a las cepas
aisladas y observaron que todas fueron resistentes al antibidtico.

Uno de los requisitos que deben cumplir las bacterias acido lacticas probidticas es
la ausencia de resistencia a antimicrobianos, porque debe evitarse el riesgo de que
estas cepas puedan transferir genes de resistencia a antibidticos a bacterias
patdgenas presentes en el tracto gastrointestinal del hospedador, es por esto que
en la caracterizacion y seleccion de especies con potencialidades probiéticas se
incluya la evaluacion del perfil de susceptibilidad a antimicrobianos. En nuestro
caso, la cepa QT 20 mostro sensibilidad a los antibiéticos esperados y resistencia a
la mayoria también esperados, es decir la resistencia observada, como se discutio,

es inherente o natural, en tal caso no se considera como un resistencia tal.

6.6 Identificacion Bioquimica de las cepas QT 20

La identificacion bioquimica Unicamente se le realizé a la bacteria &cido lactico QT
20 aislada a partir de queso tenate, esto por ser ella la que presentd mejores
caracteristicas para considerarse como probiética. En las tablas 8 y 9 se muestran

los resultados obtenidos para su identificacion.

La identificacion del género de la bacteria acido lactica QT 20 se compar6 con los
datos descritos por Axelsson (1993) y Wood y Holzapfel (1995), logrando
identificarla dentro del género de Lactobacillus. Para la identificacion de la especie
se utilizé la fermentacion de carbohidratos (tabla 9) comparando los datos con el
Manual de Bergey de Bacteriologia Sistémica, 2009 y Mac Faddin (1990).

Asi, la cepa identificada correspondié al género Lactobacillus y a la especie

pentosus. Los Lactobacillus pentosus tienen forma alargada (1-1.2 pm por 2-5 ym),
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se puede encontrar en parejas o en cadenas cortas, es Gram positivo, inmdévil, crece
a 10 y 40 °C, es anaerobio facultativo, es heterofermentativo, Voges-Proskauer

positivo, Zanoni et al., 1987.

Tabla 8. Pruebas bioquimicas para la identificacion de la cepa QT 20

BAL
PRUEBAS QT 20
Produccién de CO; -
45 +
pH 6.5 +
9.5 -
2% +
3% +
NaCl 4% -
6.5% -
10% -
MR-VP +
10°C +
o
3 15°C +
s
oy 37°C +
aE) 45°C +
|_
55°C -
Tratamiento térmico 63°C/30 min +

Crecimiento positivo (+); crecimiento negativo (-)

Sin embargo es necesaria la aplicacion de otros métodos como el analisis de rRNA
162 para obtener un alto porcentaje de similitud en la identificacion de la bacteria
acido lactica a nivel de especie complementandolo con pruebas bioguimicas y los
sistemas miniaturizados APl 50CHL. La identificacion clasica de las bacterias acido
lacticas depende principalmente de métodos fenotipicos, como son la morfologia,
propiedades fisioldgicas, bioquimicas y por la estructura de sus componentes
celulares, por otro lado, la identificacion a nivel de especie conlleva mas tiempo y
cierto grado de incertidumbre en los resultados al existir cepas atipicas que no

comparten ciertas caracteristicas con el resto del grupo (Amann y Kihl, 1998).
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Tabla 9. Fermentacion de azucares de la bacteria acido lactica QT 20.

BAL
Fermentacién de azlUcares
QT 20
Acido Piravico +
Arabinosa -
Arginina +
Esculina +
Fructosa -
Galactosa +
Glucosa +
Inositol +
Lactosa +
Maltosa +
Manitol +
Manosa +
Melibiosa -
Rafinosa +
Ramnosa +
Ribosa +
Sacarosa -
Sorbitol +
Trealosa +
Xilosa +

Acido (+): color rosa/rojo
Alcalino (-): color amarillo/anaranjado

6.7 ldentificacién molecular

La identificacion molecular se le realizo a la bacteria acido lactica QT 20, por ser
ésta cepa la que se seleccion6 para la elaboracion del queso potencialmente

probiotico ya que resistio satisfactoriamente todas las pruebas in vitro.
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La bacteria acido lactica se cultivd en medio MRS, después se llevd a cabo la
identificacion del género por ribotipificacion mediante la amplificacion y
secuenciacion del ADNr 16S. Al momento esta cepa se ha identificado como una
bacteria acido lactica perteneciente al género Lactobacillus, lo cual coincide con

los resultados obtenidos con la identificacion bioquimica.

Actualmente la identificacion de especie se esta realizando, también por
secuenciacion; no obstante, por falta de tiempo los resultados de la especie no
seran reportados en éste trabajo. Los datos precisos de la especie de la cepa QT

20 obtenidos ribotipificacion seran reportados en trabajos posteriores.

6.8 Evaluaciéon de la viabilidad y comportamiento me microorganismos

patdégenos en queso fresco con potencial probidtico.

En México como en otros paises de Ameérica Latina, la calidad del queso fresco esta
estrechamente relacionada con la region de produccién y sus tradiciones. El queso
fresco es la variedad mas popular que se consume en México. El queso fresco es
generalmente elaborado en pequefia escala usando técnicas artesanales que
incluyen la acidificacion por bacterias acido lacticas y/o la adicion de renina (Torres
et al., 2006).

La falta de uniformidad, deficiente calidad sanitaria y la corta vida util limita su
distribucién a nivel regional. Existen escasa referencias sobre su microbiologia y
participacion como vehiculos de agentes patdgenos (Fernandez, 2000).

La Norma Oficial Mexicana 121-SSA-1994 exige que la leche sea pasteurizada, ya
que esto permite obtener productos lacteos inocuos microbiolégicamente hablando.
Sin embargo, para que se pueda fabricar el queso con leche pasteurizada, es
necesario agregar microorganismos acidificantes a la leche para cubrir esta parte
del proceso. Los microorganismos a utilizar deben ser parte de la biota responsable
de impartir caracteristicas tipicas de los quesos que se requiere fabricar (Ramos et
al., 2009).
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Existe un gran interés en el estudio de los cultivos lacticos autéctonos para
emplearlos en la produccién industrial de quesos tradicionales que conserven sus
propiedades tipicas y sean simultdneamente seguros desde el punto de vista
higiénico. Se ha demostrado que las bacterias acido lacticas y probioticas en
algunos alimentos provocan la inhibicion de microorganismos, con esto contribuyen
a controlar microorganismos que son potencialmente patdgenos como Salmonella,
y algunas especies de Staphylococcus y Listeria, las que pueden dafar la salud de
quien los consume. Este efecto bioconservador se debe principalmente a la
produccion de bacteriocinas y otros compuestos inhibidores del crecimiento
microbiano como &cido lactico y otros acido de cadena corta, metabolitos como

peréxido de hidrogeno y diacetilo (Gonzalez et al., 2006; Ramos et al., 2009).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de la bacteria acido lactica QT 20 aislada
de queso tenate se trabajo con diferentes microorganismos de interés en la industria
de los alimentos a nivel mundial: E. coli O157:H7, S. Typhimurium, L.
monocytogenes y S. aureus, a continuacién se muestran los resultados obtenidos

para cada microorganismo estudiado.

Para el caso de E. coli O157:H7, en un inicio éste microrganismo mostré un
comportamiento semejante tanto en queso contenido la cepa QT 20 como en el
gueso que no la con tenia (figura 18). No obstante, durante el almacenamiento, la
concentracion del patdégeno se redujo mayormente en el queso adicionado de la
cepa QT 20 (figura 18). Mas especificamente, inicialmente se registr6 una
concentracion de 3.04 log UFC/trozo en el queso con la cepa QT 20 y 3.6 log
UFCl/trozo en el queso sin la cepa QT 20 para el tiempo cero, hasta el dia 6 el
comportamiento de los microorganismos fue similar entre los dos tipos de quesos;
no obstante, a partir del dia 12, mientas que en el queso control la concentracion
permanecio constante en el queso que contenia la cepa QT 20 se observd una
disminucién significativa y progresiva hasta llegar a un nivel de 2.7 log UFC/trozo
para el dia 15. Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Ramos et al.,
(2009), ellos no observaron diferencia significativa en la concentracion y

comportamiento de E. coli en un tipo de queso crema elaborado con y sin la adicién
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de bacterias acido lacticas. Por otro lado, Zamora et al., (2012) elaboraron un queso
contenido bacterias probi6ticas y observaron efecto de los probidticos sobre
bacterias mesdfilas aerobias, hongos, levaduras, coliformes totales y S. aureus,

pero no contra E. coli y Salmonella.

La presencia de bacterias lacticas en la fabricacion de los quesos podria restringir
el desarrollo de otras bacterias, ya sea por competencia o por la produccion de

sustancias antimicrobianas.

Log UFC/trozo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias

------ e« Queso con BAL ~—e— Queso control

Figura 18. Comportamiento de E. coli O157:H7 en queso fresco conteniendo y no la
cepa QT 20 y almacenado en refrigeracion.

En la figura 19 se muestra el comportamiento que tuvo S. Typhimurium en queso
fresco adicionado y no de la cepa QT 20. Como se observa, para el tiempo cero
Salmonella se encontré a una concentracion de 3.44 log UFC/trozo en el queso
control, mientras que la concentracion del mismo microorganismo en el queso
adicionado con la cepa QT 20 fue de 2.99 log UFC/ trozo. Para el dia 15, la

concentracion del patdgenos fue 3.02 log y 2.56 UFC/trozo en queso sin la cepa QT
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20 y en queso con la cepa QT 20, respectivamente. Estos resultados concuerdan
con los reportado por Gonzéalez et al.,, (2006), ellos evaluaron el efecto de
microorganismos probidticos adicionados a queso sobre el crecimiento de S.
enteritidis ser. Typhimurium, los resultados muestran que en el queso sin probiético
el microorganismo patdgeno se detecté en un mayor porcentaje en contraste con el
gueso con probidtico. Estos resultados son similares a los descritos por Saad et al.,
(2001) quienes estudiaron la inhibicién del patbgeno en queso minas conteniendo
Lc. lactis subsp. lactis y Lc. lactis subsp. cremoris y se encontré que las bacterias
lacticas disminuyen significativamente la cantidad del patdgeno, lo que demuestra
que la adicion de cultivos probiéticos puede ser efectiva para disminuir los riesgos
en quesos frescos, que por sus caracteristicas son muy vulnerables a la
contaminacion. El riesgo por Salmonella en quesos frescos es mayor por sus
caracteristicas de acidez moderada y alto contenido de humedad, ademas, el riesgo
se incrementa en queso elaborados con leche no pasteurizada (Gonzalez et al.,
2006).

Salmonella

Log UFC/trozo
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------ s« Queso con BAL —e— Queso control

Figura 19. Comportamiento de S. Typhimurium en queso fresco conteniendo y no
la cepa QT 20 y almacenado en refrigeracion.
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Para el caso de L. monocytogenes, éste patdgeno mostré también un
comportamiento semejante en el queso con y sin la cepa de bacteria acido lactica
(figura 20); no obstante, desde el tiempo 0 se observd una diferencia significativa
en la concentracion del patégeno en ambos tipos de quesos; en el queso
conteniendo la cepa QT 20 la concentracion del patdégeno fue en general menor que
en el queso sin la cepa QT 20. A partir de los 12 dias de almacenamiento en
refrigeracion se observd una clara diferencia en la concentracion de L.
monocytogenes en ambos tipos de quesos (figura 20); a partir de ese tiempo, la
concentracion del patdgenos se redujo en mayor medida en el queso adicionado de
la cepa QT 20.

Gonzalez et al., (2013) estudiaron la actividad antimicrobiana de cepas de bacterias
lacticas aisladas del queso Genestoso durante su maduracién observando que
éstas solo tuvieron efecto contra Enterococcus faecalis y no frente a L.

monocytogenes, Clostridium tyrobutyricum y S. aureus.

L. monocytogenes

Log UFC/trozo
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Figura 20. Comportamiento de L. monocytogenes en queso fresco conteniendo y no
la cepa QT 20 y almacenado en refrigeracion.
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El S. aureus también mostro un comportamiento semejante al de L. monocytogenes
en ambos tipos de queso (figura 21). Y de igual manera, a partir del dia 12 de

almacenamiento en refrigeracion, se observo la mayor inactivacion de S. aureus.

S. aureus

LogUFC/trozo
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...... e..... Quesocon BAL —e— Queso control

Figura 21. Comportamiento de S. aureus en queso fresco conteniendo y no la cepa
QT 20 y almacenado en refrigeracion.

En el estudio realizado por Zamora et al., (2012) al incorporar el cultivo probiético
en un queso fresco se observé que hubo una disminucion en la presencia de S.
aureus, estos resultados concuerdan con los nuestros. Cerén, (2008) observo que
al adicionar un cultivo probidtico de Lb. casei en queso fresco se redujo una
concentracion de 2.75 log UFC/g de queso con respecto al control. Obando et al.,
(2010) estudiaron la viabilidad de tres microorganismos probioticos, Lb. casei 01,
Bifidobacterium BB12 y Lb. acidophilus La-5, durante la vida util del queso y su
influencia en la calidad microbiolégica de los productos se observo que S. aureus,

mohos, levaduras y enterobacterias fueron inhibidos por las bacterias acido lacticas.
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Los resultados muestran mayor efecto inhibitorio contra los microorganismos Gram
positivos, siendo las cepas L. monocytogenes y S. aureus las mas sensibles,
mientras que S. Typhimurium y E. coli presentaron mayor resistencia. Estos
resultados se atribuyen a las diferencias estructurales que existen entre las
bacterias Gram positivas y Gram negativas, ya que las negativas contienen aparte
de la pared celular una membrana externa que actia como barrera selectiva al paso
de algunas sustancias (como bacteriocinas). Esta membrana cosiste en una bicapa
lipidica que contiene fosfolipidos, lipopolisacaridos y proteinas que la atraviesan y
que delimitan poros hidrdéfilos (porinas) que permiten el paso de sustancias de bajo
peso molecular (Prescott et al., 1999).

S. aureus es un microorganismo dinamico, ya que se encuentra en las mucosas,
cavidad nasal y piel de los animales, razén por la cual es muy frecuente que se

encuentre en alimentos como los quesos (Diaz y Garcia, 2001).

Existen otros ensayos enfocados en la obtenciébn de quesos adicionados de
bacterias acido lacticas con potencial probiético como los que se mencionan a
continuacion: El queso Cheddar, segun Gardiner et al., (1998) tiene ciertas ventajas
como vehiculo de microorganismos probiéticos por tener un pH mas alto que otros
productos lacteos fermentados (yogurt), lo que provee de un medio mas estable
para soportar su sobrevivencia, y su alto contenido de grasa ofrece proteccién a las
bacterias probidticas durante su paso a través del tracto gastrointestinal.

Algunos investigadores han logrado con éxito introducir bacterias con potencial
probiético a diferentes variedades de queso. Con respecto al uso de bifidobacterias,
Dinakar y Mistry (1994), elaboraron un queso Cheddar adicionando estos cultivos y
observaron que es posible mantener la viabilidad del probiético durante 6 meses.
Por su parte Gobetti et al., (1998) incorporaron bifidobacterias en queso Crescenza
dando como resultado un queso de caracteristicas muy similares al queso
Crescenza tradicional.

Kasimoglu et al., (2004), elaboraron un queso blanco adicionado de bacterias acido
lacticas, como Lc. acidophilus y encontraron que es mejor envasarlo al vacio para

lograr un adecuado nivel de protedlisis y caracteristicas sensoriales Optimas.
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Ferndndez y Rodriguez (2005), adicionaron Lb. delbrueckii subsp. lactis como
adjunto en un queso elaborado artesanalmente a partir de leche de cabra y
observaron que la cepa mantuvo viabilidad a lo largo de la maduracion en niveles

superiores a 108 UFC/g.

Los resultados que hemos obtenido son importantes ya que simulan las condiciones
que ocurririan en un queso elaborado con leche no pasteurizada. De hecho, en el
estado de Hidalgo, un gran porcentaje de queso que son producidos y consumidos
en el estado son elaborados con leche no pasteurizada, los cuales se fermentan sin
la adicion de cultivos iniciadores, y en general sin las medidas adecuadas de
higiene.

Es recomendable la elaboracién de queso utilizando leche pasteurizada y cultivos
de bacterias iniciadoras para asegurar la inocuidad de los quesos. Ademas,
mediante la incorporacion de bacterias acido lacticas como la cepa QT 20, es
posible la generacion de quesos con potencial probiético, el cual no solo protegeria
la inocuidad a los quesos contra bacterias patégenas, sino ademds, podria
proporcionar al consumidor microrganismos que colonicen su intestino y lo protejan

in vivo contra bacterias patégenas.

Por ultimo, es necesario realizar estudios directamente en animales con las cepas
de bacterias acido lacticas que se aislaron de los alimentos analizados y que
mostraron el mayor potencial probiético (como la cepa QT 20) para determinar si

realmente podrian considerarse como microorganismos probiotico.
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7. Conclusiones

e Se aislaron 117 cepas de bacterias acido lacticas de los alimentos
analizados.

e Solo el 26.5% de las cepas de bacterias acido lacticas aisladas mostraron
efecto antagdnico contra al menos una de las bacterias patdgenas utilizadas.

e Con los ensayos realizados in vitro, simulando condiciones del tracto
gastrointestinal para evaluar el potencial probiético de las bacterias acido
lacticas se pudo comprobar que el 20% de las cepas que mostraron actividad
antagonica, fueron resistentes a las condiciones de pH evaluadas (pH 2 y 3),
mientras que para la prueba de resistencia a sales biliares, todas mostraron
ser resistentes a tales concentraciones (0.15, 0.3, 0.5y 1%).

e Lacepa QT 20 fue sensible al 50% de los antibioticos analizados, mostrando
mayor sensibilidad a cloranfenicol.

e Mediante el analisis bioquimico y molecular de la cepa QT 20 se logré
determinar que se trata de Lactobacillus pentosus.

e Lactobacillus pentosus (cepa QT 20) mostr6 efecto antagénico significativo
contra S. Typhimurium, E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. aureus en
queso fresco almacenado en refrigeracion.

e Lactobacillus pentosus tiene gran potencial para considerarse probiotico ya
que fue capaz de adaptarse y resistir las condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal, ademas de que podria ser utilizada en los alimentos como

conservadores o antimicrobianos naturales.
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