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1 INTRODUCCION

n México existe una gran variedad de bebidas fermentadas cuyo origen proviene

de tradiciones y costumbres prehispénicas, entre ellas se incluyen el tesgtino,

pulque, pozol y tepache. Este tipo de bebidas tradicionales se producen a partir
de frutas y cereales o a partir de la combinacion de ambos. Algunas investigaciones han
demostrado que estas bebidas poseen numerosas especies de bacterias lacticas y levaduras
como parte de su microbiota nativa. No obstante, los estudios son escasos, lo que aunado
a la falta de estandarizacion en el proceso de elaboracion, ha limitado el conocimiento
sobre posibles propiedades funcionales de los microorganismos presentes. Considerando
que la mayoria de los microorganismos con capacidad probidtica pertenecen al grupo de
las bacterias del acido lactico (Torres, 2002) el estudio de las bebidas fermentadas
tradicionales de México como fuentes alternativas de probidticos es indiscutiblemente una
importante aportacion a la biotecnologia. A pesar de lo anterior, los estudios al respecto
se han enfocado, generalmente, en matrices lacteas fermentadas ya que suelen ser un
medio de nutrientes muy completo para el desarrollo de microorganismos con capacidad
de probiosis. Sin embargo, existen sectores de la poblacion con limitaciones para el
consumo de estos productos debido, entre otras razones, al contenido de colesterol, la
presencia de alérgenos (Farnworth et al., 2007) y al incremento del vegetarianismo. En la
actualidad, se ha observado un aumento en la demanda de alimentos no lacteos que
representen una alternativa para el consumo de microorganismos que ejercen un efecto
benéfico sobre el equilibrio de la microbiota intestinal y la estimulacion del sistema
inmunitario. Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue aislar bacterias acido
lacticas de tepache y evaluar su probable capacidad probidtica mediante ensayos in vitro.
Lo anterior permitira incrementar las fuentes de probidticos a partir de una matriz vegetal
disminuyendo las limitaciones que conlleva el consumo de derivados lacteos fermentados.
Ademas de fomentar el interés en el conocimiento y consumo de una bebida fermentada

tradicional en México, el tepache.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Fermentacion y bebidas fermentadas

La fermentacion, desde el punto de vista de la microbiologia industrial, se define como
cualquier proceso utilizado para la generacion de productos a partir del cultivo de
microorganismos (Shirai y Malpica, 2013). Se ha utilizado durante mas de seis mil afios
en la conservacion de alimentos, lo que la convierte en una de las técnicas biotecnoldgicas
mas antiguas utilizadas con este propdsito (FAO, 1998). Ademas de incrementar la vida
de anaquel, la fermentacion también genera cambios en las propiedades fisicas de los
alimentos como el color y la textura asi como la produccién de sabores y olores que

otorgan un caracter distintivo al producto final (Chinte, 2008).

Un alimento o producto fermentado, puede ser definido como aquel que ha sido sujeto a
la accién de microorganismos 0 enzimas para provocar cambios deseables en el mismo
(Campbell-Platt, 1994). Este tipo de productos se han convertido en una parte integral de
la dieta en muchas partes del mundo. Los alimentos y bebidas fermentadas representan
del 20-40% del suministro global de alimentos. Entre los productos fermentados mas
comunes se encuentran los derivados lacteos, los cereales y las bebidas (Chinte, 2008).

En México, desde tiempos prehispanicos se fermentaba una gran variedad de plantas
nativas para la obtencion de bebidas que tenian gran relevancia en la vida diaria de
comunidades indigenas ya que en muchas ocasiones estas bebidas eran un componente
indispensable en su dieta diaria (Godoy et al., 2003). La produccién y consumo de bebidas
fermentadas también jugaba un rol muy importante en rituales, medicina y religion
(Lappe-Oliveras et al. 2008).
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Nuestro pais posee una gran diversidad climatica y ambiental, por lo que su flora es muy
variada, lo que explica la multiplicidad de bebidas fermentadas que se consumen en
diferentes regiones. Algunas de las mas conocidas son el pulque que se prepara a partir de
la fermentacion del aguamiel; el tejuino y el tesgliino que tienen como sustrato maiz
nixtamalizado; la tuba, un vino de palma de coco; el calonche preparado con tuna vy el
tepache elaborado con piloncillo y pifia, o con piloncillo y tibicos (Taboada, 2003). En la
tabla 1 se presenta un listado de las principales bebidas fermentadas producidas y

consumidas en México.

Tabla 1. Principales bebidas fermentadas producidas y consumidas en México

Nombre Tipo de bebida Sustrato Lugar de producciény Fuente
consumo
Atole Bebida no Maiz San Luis Potosi, Veracruz, Cruz y Ulloa
agrio embriagante nixtamalizado Hidalgo , Puebla, (1973)
Guerrero, D. F., Tlaxcala
Michoacén, Jalisco y
Oaxaca.
Colonche Bebida Tuna Aguascalientes, Chihuahua, Ulloa et al.
embriagante Sonora y Zacatecas (1987)
Pozol Bebida no Cacao y maiz Tabasco, Chiapas, Yucatén, Cruz y Ulloa
embriagante Oaxaca, Veracruz, (1973)
Guerrero y el Territorio de
Quintana Roo.
Pulque Bebida Aguamiel Distrito Federal, el estado de Godoy et al.
embriagante (obtenida a partir México, Guanajuato, (2003)
de maguey) Guerrero, Hidalgo,
Michoacén, Morelos, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tlaxcalay Veracruz.
Tesglino Bebida Maiz Sonora, Chihuahua, Nayarit, Cruz y Ulloa
embriagante Zacatecas y (1973)
Jalisco
Tepache Bebida no Pifia, Manzana, Centro de México, Veracruz, Godoy et al.
embriagante Naranja, ciruelas,  Guerrero, Chiapas, Sonora y (2003)
jobo, entre otras Distrito Federal
frutas
Tuba Bebida no Néctar de la flor Colima, Guerrero y Jalisco Godoy et al.
embriagante de palma (2003)

——
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La informacion presentada en la Tabla 1 deja en claro que la cantidad de bebidas
fermentadas existentes en México es significativa, no obstante, para efectos de esta

investigacion, se hablara exclusivamente del tepache.

2.1.1 Generalidades del tepache

El tepache es una bebida fermentada elaborada a partir de pifia y azicar (RAE, 2016). En
México se consume de manera general como una bebida refrescante y, a pesar de no haber
datos fidedignos, se sabe que su origen se remonta a la época prehispanica. Su nhombre
puede provenir del ndhuatl tepiatzin que a su vez proviene de tépitl, variedad de maiz y
atl, (agua o bebida) o del ndhuatl tepachoa que significa “moler o prensar algo con una
piedra” (Herrera y Ulloa, 1982).

Esta bebida es muy consumida en gran parte del territorio nacional pero especialmente
por indigenas de los estados de Oaxaca y Guerrero, tales como los mixtecos, amuzgos,
zapotecos, chinantecos y en el estado de Sonora la beben los papagos. Debido a lo
tradicional de la bebida, algunas comunidades indigenas beben tepache entre comidas,

diario o en fiestas religiosas (Cruz y Ulloa, 1973).

El tepache se preparaba originalmente utilizando maiz como materia prima, sin embargo,
en la actualidad se elabora a partir de frutas como pifia (Ananas spp.), manzana (Malus
communis), naranja (Citrus aurantium), entre otras. En el caso del tepache de pifia, la
corteza de la fruta mezclada con azicar morena o piloncillo se somete a un proceso de
fermentacion en barriles de madera llamados “tepacheras”, que se cubren con tela de
manta de cielo y se dejan fermentar durante 24 0 48 horas. Transcurrido este tiempo resulta
una bebida refrescante, de sabor dulce y agradable (Herrera y Ulloa, 1978). Si la
fermentacion se prolonga, se obtiene una bebida fermentada alcohdlica que
posteriormente se convierte en vinagre (Battcock y Azam-Ali, 1998). En algunas regiones
como en el estado de Veracruz, para la elaboracion del tepache se le afiaden tibicos (un
consorcio de bacterias acéticas) como inoculo para iniciar la fermentacion (Herrera y
Ulloa, 1978).
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Debido a la naturaleza artesanal del proceso de elaboracién de tepache, no hay control;
ni sanitario, ni en la cantidad o tipo de materia prima utilizada; tampoco uniformidad en
las condiciones de fermentacion, lo que ocasiona que las caracteristicas fisicoguimicas y
sensoriales del producto final varien asi como el tipo y cantidad de microorganismos
presentes (Taboada, 2003).

Microbiologia del tepache

Los microorganismos asociados con la produccion del tepache incluyen diversas especies
de bacterias lacticas, bacterias acéticas y levaduras, las cuales integran un consorcio

microbiano que convierte a esta bebida en un sistema microbioldgicamente complejo.

Uno de los primeros estudios microbioldgicos realizados al tepache, sefiala a Bacillus
subtilis, B. gravelous y levaduras como Torulopsis insconspicna, Sachacromyces
cerevisiae y Candida queretana como algunos de los principales microorganismos
asociados con este producto (Aidoo, 1986). Afios después, se documentd que las bacterias
que predominan en el sistema de fermentacion del tepache son mesofilas, entre las cuales
se identificaron especies putativas de bacterias lacticas tales como L. acidophilus, L.
plantarum, L. curvatus, Lactobacillus lactis ssp. lactis, L. salivarius ssp.; bacterias
aceticas como Acetobacter y Gluconobacter asi como levaduras de las especies
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apis, K. africana K. apiculata, Candida sorbosa,
C. pseudointermedia, C. sake, S. bayanus, Candida guilliermondii, Candida intermedia,
K. japdnica y Rhodotorula ademas de especies de la familia Enterobacteriaceae tales
como Aerobacter, Enterobacter aerogenes, Klebsiella sp. y  Escherichia coli.
Posteriormente, a través de la identificacion molecular de las cepas presuntivas, se evalud
su potencial probiotico resultando Lactobacillus plantarum como una de las cepas

putativas de interés (Moreno-Terrazas, 2005; Martinez et al., 2013).
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2.2 Bacterias acido lacticas
2.2.1 Caracteristicas y clasificacion

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos pertenecientes a
diversos géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y metabolicas en comun.
Generalmente son cocos y bacilos Gram positivos, de longitud variable, inmoviles y no

esporulados (Carr et al., 2002).

Las BAL estan ampliamente distribuidas en el ambiente, han sido aisladas de alimentos,
vegetales, tierra, asi como del tracto gastrointestinal y vagina de algunos animales. Crecen
en medios ricos en aminoacidos, carbohidratos simples (principalmente glucosa y lactosa)
y vitaminas, por este motivo la leche es el medio tipico y satisfactorio para su
proliferacion. Sin embargo, otros alimentos como masas de cereales, carne y vegetales
también son excelentes medios de produccion de metabolitos y crecimiento (Torres,
2002).

Por su capacidad de sobrevivir bajo condiciones poco favorables de oxigeno, las BAL son
consideradas como microorganismos anaerobios facultativos; crecen cuando hay oxigeno
disponible y si la concentracion del mismo en el medio es escasa, también continGan su
crecimiento mediante fermentacion o respiracion anaerobia, aunque su eficiencia en la
produccion de energia disminuye. Su carencia de actividad respiratoria se debe a la falta
de la enzima citocromo catalasa por lo que les es imposible poner en marcha la cadena
respiratoria con el oxigeno como aceptor de electrones (Parra, 2010). Durante la
fermentacion de lactosa y otros carbohidratos, producen &cido lactico como metabolito
principal, de ahi que se les nombre bacterias lacticas, acido lacticas o del acido lactico.
Ademas del lactato, son capaces de formar productos adicionales como el acetato, etanol,
CO,, formiato o succinato (Parra, 2010). Algunos de estos productos (especificamente los
acidos organicos) disminuyen el pH en el medio de fermentacion, no obstante las bacterias
lacticas son acido tolerantes, de modo que son capaces de tolerar pHs tan bajos como 3.2

y tan altos como 9.6 aunque la mayoria crece a 4 y 4.5, esta capacidad de tolerancia a la
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acidez les permite sobrevivir en medios donde otras bacterias no lo lograrian (Carr et al.,
2002).

El grupo de las bacterias lacticas es muy extenso y esta integrado por microorganismos de
distintos géneros, por lo tanto la clasificacion de estas puede realizarse atendiendo a
distintos criterios. Uno de ellos es su morfologia que permite dividirlas en dos grandes
grupos, los cocos y bacilos. En el grupo de los cocos encontramos a los géneros
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Enterococcus, Pediococcus, Aerococcus,
Tetragenococcus, Leuconostoc y Atopobium. En cambio, el grupo de los bacilos es mas
corto ya que sélo incluye a Lactobacillus y Carnobacterium y se hace referencia a especies
afines como Bifidobacterium, Micrococcus, Brevibacterium y Propionibacterium
(Garcia, 1998).

Otros criterios para la clasificacion de las BAL, son el tipo de metabolismo de la lactosa
y otros carbohidratos hidrosolubles y la temperatura 6ptima de crecimiento. Con respecto
al tipo de metabolismo, las BAL se dividen en dos grupos: las bacterias
homofermentativas y las heterofermentativas (Halasz, 2009) y de acuerdo a la temperatura
ideal de crecimiento, las BAL se clasifican como mesofilas (20-25°C) y termdfilas (40-
45°C) (Parra, 2010).

2.2.2 Metabolismo

Como se menciond anteriormente, existen dos grupos de BAL en funcion del metabolismo
gue presentan, las homofermentativas y heterofermentativas, de ahi que la cantidad de
energia producida por concentracion de sustrato varie de un grupo a otro, asi como los

metabolitos generados en cada caso.

Las BAL homofermentativas producen 85% de acido lactico a partir de lactosa (Almanza
y Barrera, 1991) o bien, hasta un 97% utilizando la ruta de Embden- Meyerhof Parnas
(EMP). En esta ruta, por medio de las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa se generan

dos moléculas de lactato por cada molécula de glucosa consumida (Figura 1) y, a partir de
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lactosa, 4 moléculas de lactato y 5 moléculas de ATP (Jay, 1992). Al grupo de bacterias
acido lacticas homofermentativas pertenecen los géneros Lactococcus, Streptococcus,

Pediococcus, Vagococcus y algunos bacilos homofermentativos (Jay, 1992).

Por otro lado, el conjunto de las BAL heterofermentativas, produce Gnicamente el 50%
de &cido lactico a partir de la glucosa ademas de cantidades equimolares de etanol, COz y
algunos aldehidos (Figura 2). Al carecer de las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, en
lugar de usar la ruta de EMP, utilizan las vias de la pentosa o la hexosa monofosfato (Parra,
2010). Entre los géneros que integran este grupo se encuentran todas las especies de

Leuconostoc y algunos lactobacilos (Jay, 1992).

Existen también bacterias acido lacticas heterofermentativas facultativas, las cuales
utilizan la via de EMP o la via de las pentosas para dar como productos mayoritarios acido

lactico, &cido acético y etanol (Sneath et al., 1986).
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Figura 1. Via homofermentativa de la glucosa realizada por bacterias acido lacticas (Embden
Meyerhor-Parnas) (Nelson et al., 2000).
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Figura 2.Via heterofermentativa de la glucosa realizada por bacterias acido lacticas (via de las
pentosas) (Nelson et al., 2000).
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2.2.3 Importancia de las bacterias acido lacticas en alimentos

En definitiva, las BAL juegan un papel muy importante en la industria alimentaria. Una
de sus principales aplicaciones es la fermentacion de diversos productos alimenticios
como leche, carne y vegetales, para producir yogurt, quesos, encurtidos, ensilados, asi
como para la elaboracion de cerveza y vino (Ramirez et al., 2011). Ademas de contribuir
en la biopreservacion de los alimentos, las bacterias acido l&cticas mejoran sus
caracteristicas sensoriales y nutricionales. Los géneros de BAL mas cominmente
asociados con alimentos fermentados incluyen a Carnobacterium, Enterococus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Estreptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Stiles y Holzapfel, 1997).

Las investigaciones sobre las aplicaciones de las BAL aumentan dia con dia y
actualmente, el enfoque méas amplio esta en el area de los probioticos ya que la mayor
parte de estos microorganismos pertenecen a este grupo predominando los géneros de
Lactobacillus y Bifidobacterium. Por lo anterior, su uso potencial en los alimentos como
ingrediente o suplemento, aporta multiples beneficios a la salud del consumidor (Torres,
2002).

11
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2.3 Probioticos

2.3.1 Origeny definicién

En el siglo XX, Metchnikoff observé que el consumo de leches fermentadas tenia un
efecto positivo sobre la microbiota residente en el tracto gastrointestinal, con un impacto
benéfico en la salud humana (Castro y Rovetto, 2006). A partir de ese momento, se origind

el término probidtico, que proviene del griego “a favor de la vida”.

Distintas asociaciones y organizaciones han establecido definiciones para el término
probidtico, siendo las proporcionadas por la Asociacién Cientifica Internacional para
Probidticos y Prebioticos (ISAPP, por sus siglas en inglés) y la OMS, las méas aceptadas
mundialmente. De acuerdo a la ISAPP, los probidticos son “microorganismos vivos que
se administran al hospedador y que ejercen un efecto fisioldgico beneficioso sobre su
salud” (Ramos et al., 2012). Por otro lado, la OMS se refiere a los probi6ticos como
“cultivos puros, o mezcla de cultivos de microorganismos vivos que aplicados al hombre
y animales, en cantidades adecuadas aportan beneficios al huésped mejorando las
propiedades de la microflora nativa” (FAO y OMS, 2006).

2.3.2 Caracteristicas

Las caracteristicas que un microorganismo debe reunir para considerarse como
probidtico (Tabla 2) y ser usado indiscriminadamente en cualquier matriz alimentaria
o suplemento incluyen aspectos de seguridad, funcionalidad e incluso tecnoldgicos
que deben ser tomados en cuenta, siendo los referentes a la funcionalidad los mas

importantes (Saarela, 2000).

12
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Tabla 2.Caracteristicas de seguridad, funcionales y tecnoldgicas de un microorganismo

Caracteristicas de
seguridad
Preferentemente de origen

humano

Aisladas del tracto
gastrointestinal humano

cuando

No tener antecedentes de

patogenicidad

No poseer genes
transmisibles de resistencia
a antibiéticos

No desconjugables con sales

biliares en intestino delgado

probiético

Caracteristicas
funcionales
Tolerancia a acidos y jugos

gastricos

Tolerancia a sales biliares
(importante  factor  de
supervivencia en el intestino

delgado)

Adherencia a  células
epiteliales y persistencia en

el tracto gastrointestinal

Inmunoestimulacién sin

provocar efecto inflamatorio

Actividad antagonica contra

patogenos

Propiedades

antimutagénicas

Caracteristicas
tecnoldgicas

No aportar propiedades
sensoriales malas al

producto

Resistencia a fagos

Viabilidad

procesamiento

durante el

Estabilidad en el producto y

durante el almacenamiento

Fuente: Saarela, 2000

Otra caracteristica de relevancia que los microorganismos probioticos deben reunir es
sobrevivir y conservar su funcionalidad durante el almacenamiento sin producir
sabores extrafios o modificaciones significativas en la matriz alimenticia dénde son

contenidos o han sido incorporados (Saarela, 2000).
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2.3.3 Probidticos en alimentos

Los consumidores se han vuelto cada mas consciente en cuestiones de salud y los efectos
que la alimentacion tiene sobre ésta. Como resultado, se ha observado un incremento en
la produccion y consumo de productos mas saludables y alimentos funcionales. Los
alimentos probidticos son el &rea de mayor crecimiento en el desarrollo de estos dltimos,
ya que mediante diversas investigaciones se ha comprobado que su consumo presenta
numerosos beneficios a la salud entre los que se incluye alivio de los sintomas de
intolerancia a la lactosa (De Vrese et al., 2001), propiedades anti-carcinogénicas
(Wollowski et al., 2001), reduccién de colesterol en sangre (Jackson et al., 2002),
tratamiento contra la diarrea y mejoramiento de la inmunidad (Reid et al., 2003), entre
otras. Los microorganismos probidticos se encuentran generalmente en productos
fermentados, no obstante, en la actualidad son afadidos también como aditivos
(Dharmasena, 2012).

Habitualmente los géneros de microorganismos probidticos que se encuentran en los
productos comerciales son Lactobacillus, Streptococus o Bifidobacterium. Estos géneros
pertenecen al grupo de las BAL y otros organismos relacionados ya que tienen la
capacidad de producir acido lactico. Las especies pertenecientes a cada uno de los géneros
antes mencionados son numerosas, sin embargo, el género Lactobacillus representa el

grupo mas amplio (Ramos et al., 2012).

Con respecto a microorganismos cuyo potencial probiotico ha sido comprobado y que son
usados comercialmente como cultivos iniciadores en la produccion de alimentos, destacan
Lactobacillus. plantarum, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. reuteri, L. johnsonii, L. lactis,
L. casei, L. paracaseli, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Bifidobacterium lactis, B. infantis,
B. longum, B. brevis, Streptococcus thermophillus, Enterococcus francium, Pediococcus
y Leuconostoc. Estas especies habitualmente se encuentran colonizando el intestino
grueso de animales de sangre caliente. Sin embargo, las bacterias no son las Gnicas que
pueden ejercer un efecto probiotico sobre el hospedero ya que se ha comprobado el

potencial de algunas levaduras para realizar la misma funcion, tal es el caso de

14
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Sacharomyces Baulardii usada comercialmente como cultivo iniciador de la fermentacién

de diversos productos alimenticios (Dharmasena, 2012).

Los cultivos probidticos mencionados anteriormente han sido aplicados con éxito a
diversas matrices alimentarias incluyendo lacteos, carnicos, bebidas, frutas, vegetales,
cereales y productos de panificacion (Shori, 2015). No obstante, existen diversos factores
que pueden afectar la viabilidad de los probidticos en el alimento incluyendo la cepa
utilizada, el pH, la presencia de peroxido de hidrégeno y oxigeno disuelto, la
concentracion de metabolitos como acido lactico y acético, la capacidad amortiguadora
del medio, la temperatura y naturaleza de los ingredientes afiadidos y la matriz alimentaria
(Donkor et al., 2006; Fonteles et al., 2011; Pereira et al., 2011; Costa et al., 2013).

Los derivados lacteos han demostrado ser la fuente méas completa para las demandas
nutricionales de los probidticos, por ello, son las matrices alimenticias utilizadas méas
comunmente para mantenerlas viables por un periodo significativo de tiempo. Sin
embargo, el aumento de la incidencia de personas con problemas de colesterol,
intolerancia a la lactosa y alergias a algunas proteinas lacteas ha demandado la busqueda
de fuentes alternativas de estos microorganismos, por ejemplo, alimentos fermentados
provenientes de cereales, frutas y vegetales (Farnworth et al., 2007). Como resultado, se
ha observado un incremento en la basqueda de matrices alternativas de probioticos en
alimentos de origen vegetal y de alimentos fermentados que provean de nuevas especies
con probable capacidad probidtica cuyo potencial pueda ser demostrado mediante
distintas pruebas.

15

——
| —



GRislamiento de bacterias dcido lacticas a partit de una bebida fertmentada de pisia y
detetminacién de su probable capacidad probistica

2.3.4 Ensayos in vitro para evaluar la capacidad probidtica

La supervivencia en el ecosistema gastrointestinal y la adhesion a la mucosa se consideran
requisitos fundamentales para que las bacterias probioticas ejerzan su actividad
(Rodriguez, 2006). Por ello, los ensayos in vitro utilizados para la evaluacion de
microorganismos susceptibles a ser caracterizados como probidticos, se basan
principalmente en la capacidad de los mismos para llegar vivos al intestino (Ortiz y Reuto,
2007). Estos ensayos evalUan la capacidad de los microorganismos para tolerar las
condiciones hostiles impuestas por el tracto gastrointestinal, como pHs acidos extremos
debidos a los &cidos géastricos y la accién detergente de las sales biliares presentes en el
intestino asi como la capacidad de adherencia a la superficie epitelial, la actividad
antagénica contra microorganismos patogenos y el potencial para colonizar
temporalmente el intestino (Vallejo et al., 2008). Estas pruebas pueden ser cualitativas o
cuantitativas y permitiran correlacionar a las cepas con su capacidad probidtica in vivo
(Ortiz y Reuto, 2007).

Tolerancia a pH é&cido. Antes de alcanzar el tracto intestinal, las bacterias probidticas
primero deben sobrevivir al transito por el estbmago, donde la secrecion de &cido gastrico
constituye un primer mecanismo de defensa contra microorganismos ingeridos (Dunne et
al., 2001). La acidez de la solucion gastrica es impuesta por el acido clorhidrico, el cual
disminuye el pH hasta valores menores a 3 (Gianella, 1972), como resultado, cuando esta
solucidn entra en contacto con los microorganismos modifica el intercambio normal de
iones H* y afecta la estabilidad de la membrana plasmaética, debido a la ionizacién de
proteinas provocando asi la lisis celular (Barreiro y Sandoval, 2006). De ahi la importancia
de evaluar el comportamiento de los microorganismos de interés frente a condiciones
similares de pH y tiempo simulando su paso por el estomago, para verificar que éstos sean

capaces de resistirlas sin perder su viabilidad (Gonzélez y Gonzélez-Martinez, 2006).
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Tolerancia a sales biliares. Una vez alcanzado el intestino delgado, las sales biliares son
el obstaculo mas importante para los microorganismos. Para que los probioticos puedan
ejercer sus efectos beneficiosos deberan resistir la accion de este bactericida natural

(Rodriguez y Guerrero, 2010).

Las sales biliares son el componente mayoritario de la bilis y basicamente son &cidos que
se almacenan en la vesicula biliar pero, debido al pH alcalino de la misma, se encuentran
como sales. La bilis es un detergente bioldgico que emulsiona y solubiliza los acidos
grasos de cadena larga y los mono y diacilglicéridos resultantes de la accion de las lipasas
intestinales, formando micelas y por lo tanto, juega un rol esencial en la digestion de las
grasas. Esta propiedad de detergente, también le confiere actividad antimicrobiana, al
generar la disolucion de las membranas bacterianas (Beagley, 2006).

Algunos microorganismos como Lactobacillus spp., poseen enzimas hidrolasas que
generan la desconjugacion de las sales biliares, hidrolizando el enlace amida y liberando
glicina y taurina de la base esteroide, mecanismo por el cual pueden resistir
concentraciones de sales biliares en pruebas in vitro y durante su paso por el tracto

gastrointestinal de animales (Monser, 2001).

Generalmente se prueba la capacidad de los microorganismos para resistir la accion
detergente de las sales biliares mediante el enriquecimiento de un medio de cultivo con
dichas sales, en concentraciones que varian entre 0.1 %- 3.5% dependiendo la
metodologia; posteriormente se verifica la viabilidad de las células mediante conteo o
turbidimetria (Gilliland et al., 1984).
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Resistencia a pH éacido y pepsina. El jugo gastrico es una mezcla de secreciones
excretadas por células especializadas localizadas en el estbmago. Los jugos gastricos estan
compuestos por 98% de agua, sales, acido clorhidrico, proteinas como las mucoproteinas,
enzimas proteoliticas, factor intrinseco y algunas inmunoglobulinas. La funcion principal
del jugo gastrico consiste en degradar alimentos, sin embargo, la presencia de HCI
contribuye a limitar el paso de microorganismos al intestino, los cuales a su vez, se ven

obstaculizados por enzimas proteoliticas como la pepsina (Ortiz y Reuto, 2007).

La evaluacion de la resistencia in vitro a pH &cido y la presencia de pepsina se realiza a
través de la inoculacién del microorganismo con potencial probidtico en un medio de
cultivo acidificado y suplementado con esta enzima proteolitica. Lo anterior, con la
finalidad de determinar la viabilidad del microorganismo tras someterse a estas

condiciones hostiles (Spencer et al., 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el potencial probidtico de bacterias &cido lacticas aisladas de tepache a través

de pruebas in vitro, para proponer el uso de esta bebida fermentada tradicional como

fuente alternativa de microorganismo benéficos para la salud.

3.2 Objetivos especificos

>

Elaborar un tepache de pifia bajo condiciones controladas, a través de un proceso

de fermentacidn para la obtencion de bacterias acido lacticas nativas

Determinar, mediante técnicas estandarizadas, el pH y acidez total del tepache para
monitorear los cambios fisicoquimicos ocurridos en el sistema durante la

fermentacién

Cuantificar bacterias acido lacticas nativas del tepache a través de su cultivo en
medios especificos para establecer la correlacion entre la cuenta viable y los

cambios en los parametros fisicoquimicos estudiados

Aislar bacterias acido lacticas a través de su cultivo en medios especificos para su

diferenciacion morfoldgica e identificacion

Determinar la capacidad probiotica de las bacterias acido lacticas aisladas del
tepache, a traves del analisis de su resistencia al crecimiento en sales biliares, pH

acido y a una mezcla acido-enzimatica.
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4 MATEIALES Y METODOS
4.1 Elaboracion del tepache

La fermentacion se llevo a cabo en contenedores de vidrio de 5 L de capacidad. EI medio
de fermentacion se elabord utilizando cascaras de pifia (sin lavar) en estado sazon y una
solucion de piloncillo al 13% (p/v) previamente pasteurizada, en una relacién
pifia/piloncillo 1:2 (p/p). El contenedor se tapd y se selld con pléstico autoadherible para
simular condiciones semi-aerobicas. La fermentacion se llevé a cabo bajo las condiciones

reportadas por Corona-Gonzales et al., (2013).

Se elaboraron dos sistemas de fermentacion, cada uno con su respectiva réplica, de
acuerdo al procedimiento descrito anteriormente y bajo las mismas condiciones de
temperatura, pH y tiempo (22°C; pH inicial 4-5y 54 horas). Lo anterior con el objetivo de
obtener muestras por duplicado de todos los tiempos de muestreo abarcando la duracion

de la cinética de fermentacion.

4.2 Cinética de fermentacion

4.2.1 Muestreo y preparacion de muestras

Se tomaron alicuotas de 25 de mL cada sistema de fermentacion en intervalos de dos
horas desde el tiempo 0 hasta las 54 horas. Para la medicion de pH y acidez total titulable,
se usO un volumen de 24 mL, el mililitro restante se utilizd para la cuenta viable de

bacterias lacticas.
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4.2.2 Medicion de pH

El pH se midio utilizando un potenciémetro previamente calibrado con soluciones tampon
de pH 4 y 7 (Shirai y Malpica, 2013). Para la determinacién se introdujo el electrodo
directamente en una alicuota de tepache a temperatura ambiente, de tal manera que esta

cubriera el electrodo en su totalidad para evitar errores de medicion.

4.2.3 Determinacién de acidez total titulable

La acidez total del tepache se determind titulando una alicuota de 10 mL con una solucion
de NaOH hasta el punto en que una cantidad equivalente de base fuese afiadida. Este punto
se detect6 con fenolftaleina como indicador (Horwitz, 1980). Los resultados obtenidos en
la medicidn de este pardmetro se expresan en porcentaje de acido lactico.

4.2.4 Cuenta viable de bacterias lacticas

Durante la fermentacion, la cuenta viable de bacterias lacticas se llevé a cabo en el medio
Man, Rogosa y Shape (MRS) (Shirai y Malpica, 2013) mediante la técnica de microgota
(Doyle, 2001). La siembra se realizd a partir de diluciones consecutivas de la muestra
desde 1x107 hasta 1x107 en solucion de agua peptonada. Las placas se incubaron a 37°C
durante 18-24 horas.
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4.3 Aislamiento y caracterizacion macroscépica de BAL

La seleccion de las cepas de BAL mas representativas se realizo a partir de las placas
empleadas para la cuenta viable. Posteriormente, se llevd a cabo la diferenciacion
morfoldgica, basada en criterios tales como color, consistencia, forma, tamafio y tipo de
bordea descritos en la literatura (Granados y Villaverde ,2003; Winn, 2006). Las colonias
seleccionadas se aislaron en agar MRS mediante la técnica de estria cruzada. Utilizando
esta misma técnica, las cepas de BAL desarrolladas se transfirieron al medio M17 para
diferenciar bacilos lacticos de lactococos y estreptococos lacticos.

4.4 Caracterizacion microscopica de BAL mediante tincién de Gram

Para corroborar el caracter Gram positivo de las cepas aisladas, observar su morfologia
microscopica y comprobar la pureza del cultivo, se realizaron frotis tefiidos bajo la técnica
de Gram descrita por Rodriguez et al. (2005). Para lo anterior, se tomo una asada de cada

colonia aislada y se fij6 en un portaobjetos debidamente identificado para cada cepa.

4.5 Pruebas de capacidad probidtica in vitro

Se llevaron a cabo tres ensayos in vitro (tolerancia a sales biliares, resistencia a pH acido
y resistencia a pH acido y pepsina) para probar la capacidad de supervivencia de las cepas
seleccionadas bajo condiciones impuestas por el tracto gastrointestinal. Una cepa

identificada de Lactobacillus casei se utilizd como cepa de referencia en dichos ensayos.
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45.1 Tolerancia a sales biliares

Se realiz6 un ensayo in vitro, enriqueciendo caldo MRS con una concentracion de 0.3%
de sales biliares y ajustando el pH a 7 con NaOH 0.1N, posteriormente se inocularon 100
uL del cultivo fresco al medio enriquecido incubandose a 37 °C por 2 horas. Para conocer
el recuento inicial, se inocularon 100 uL de cultivo fresco de cada cepa en caldo MRS sin
enriquecer (control) (Cueto et al, 2010). La siembra de ambas muestras se realiz6 por el
método de microgota (Doyle et al., 2001) en agar MRS por un periodo de incubacién de

24 h a 37° C; posteriormente se realizo el recuento de cada una de las placas.

4.5.2 Resistencia a pH acido

La resistencia a pH &cido se realizé de acuerdo a Park et al. (2006) inoculando 100 pL de
cultivo fresco en caldo MRS ajustado a pH 2 con HCI concentrado. Posteriormente, el
tubo se incubd a 37°C por 2 horas. Adicionalmente se realizd un recuento inicial del
cultivo a partir de un tubo control conteniendo 100 pL de cultivo fresco en caldo MRS sin
acidificar. Para la confirmacion de la supervivencia del microorganismo después del
periodo de incubacion, se realiz6 un recuento de las células viables mediante la técnica de

la microgota (Doyle et al., 2001).

4.5.3 Prueba de resistencia a pH acido y pepsina

La capacidad de las cepas seleccionadas a resistir simultineamente el pH y la accion de
la pepsina se midié sometiéndolas a condiciones acido enzimaticas similares a las del jugo
gastrico, a las cuales se someten los microorganismos durante su paso por el estbmago.
Para ello, se utilizé caldo MRS suplementado con 1,000 Ul de pepsina y ajustado a pH
2.5 (Sung-Mee y Dong-Soon, 2008) al cual se inocularon 100 pL de cultivo.
Posteriormente, se incubd por un periodo de 2 h a 37°C. Se realizé un recuento inicial a
partir de un tubo conteniendo caldo MRS inoculado con 100 pL de cultivo fresco. El
recuento de células viables tras la incubacion y el recuento inicial se llevaron a cabo en

agar MRS, por la técnica de la microgota (Doyle et al., 2001).
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4.5.4 Determinacion del porcentaje de células viables

El niumero de células viables, se determind mediante el conteo en placa en agar MRS. El

porcentaje de supervivencia se calculé mediante la siguiente ecuacion (Cueto et al., 2010):
% supervivencia= (log UFC N1/ log UFC No) X 100
Donde:

N1 se refiere al nimero de células viables después de los tratamientos

No representa el nimero de inicial de BAL inoculadas
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cinética de fermentacion
5.1.1 Medicién de pH

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos para la medicién del pH del tepache
obtenido en los dos sistemas de fermentacion analizados (bajo las mismas condiciones de
tiempo y temperatura). Se obtuvo un pH inicial de 4.2 y 4.4, estos valores concuerdan con
los reportados por Corona-Gonzélez et al. (2013) como pH inicial 6ptimo para la

fermentacion del tepache.

pH

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

—@—Sistemal —@—Sistema2

Figura 3. Cambios en el pH del tepache obtenido en dos sistemas de fermentacion bajo las
mismas condiciones de tiempo y temperatura (22 °C y 54 h).
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Ambos sistemas de fermentacion mostraron una tendencia de disminucion de pH similar
en las primeras 18 horas ya que en este periodo de tiempo existe una concentracion inicial
de sustrato suficiente para ser metabolizada por los microrganismos nativos del tepache.
El pH obtenido en ambos sistemas a este tiempo fue de 3.6, observandose diferencias
significativas en el pH correspondiente al intervalo entre las 20 y las 40 horas de
fermentacion. A partir de las 42 horas de fermentacion, la disminucion del pH fue
constante para ambos sistemas, alcanzando un valor final de 3.3. Lo anterior debido a que
al incrementarse el nimero de microrganismos presentes en el tepache, el sustrato
comienza a agotarse y la sintesis de acidos se ve limitada. El valor de pH final alcanzado
se encuentra dentro del rango de pH (3.22-3.66) obtenido por Moreno-Terrazas (2005) en
la medicidn de las caracteristicas fisicoquimicas de cuatro muestras de tepache elaborado

en distintos establecimientos de la Ciudad de México.

La disminucion del pH durante la fermentacion del tepache esta directamente relacionada
con la produccidon de diversos acidos organicos, principalmente &cido lactico y acético,
los cuéles son generados por el consorcio microbiano nativo de esta bebida (levaduras,
bacterias lacticas y acéticas), a partir de azucares fermentables disponibles (Moreno-
Terrazas, 2005).

26

——
| —



GRislamiento de bacterias dcido lacticas a partit de una bebida fertmentada de pisia y
detetminacién de su probable capacidad probistica

5.1.2 Determinacion de acidez total titulable

En el tepache, los cambios en el pH y la acidez se deben a la sintesis de acido lactico
principalmente (Moreno-Terrazas, 2005), este acido es producido a partir de glucosa, por
lo tanto, la fermentacion de esta bebida es afectada por la concentracion de azlcares
(Aidoo et al., 2006).

Al igual que en el caso del pH, los valores de acidez total titulable obtenidos para ambos
sistemas de fermentacion estudiados, fueron similares en las primeras 16 horas de
fermentacion (0.027 y 0.03% de acido lactico para el sistema 1y 2, respectivamente). Los
cambios mas acentuados se manifestaron en un aumento de la acidez titulable (0.034 y
0.048% de éacido lactico), durante el intervalo comprendido entre las 16 y 40 horas,
notandose diferencia significativa entre ambos sistemas (Figura 4). Esto parece indicar
que la falta de estandarizacion en la concentracion de azUcares totales al inicio de la
fermentacion como consecuencia del estado de madurez del fruto (Wills et al., 1999),

influy6 en el comportamiento de los sistemas.

A partir de las 42 horas de fermentacion, los cambios en la acidez total fueron constantes,
sin embargo, a diferencia del pH, los valores finales obtenidos, fueron diferentes para cada
sistema (0.038 para el sistema 1 y 0.051% para el sistema 2). Estos resultados son menores
a los obtenidos por otros autores para tepache utilizando tibicos como cultivo iniciador
(Rubio et al., 1993) y tepache fermentado de forma tradicional (Moreno-Terrazas (2005).
Estos autores determinaron valores de acidez total titulable entre 0.2 y 0.8%. Cabe
mencionar que en los trabajos referidos, el tepache se elabor6 bajo condiciones no
estandarizadas, mientras que en la presente investigacion, la bebida se preparo a partir de
un sistema estandarizado propuesto por Corona et al. (2013). Este hecho pudo haber
influido en la concentracion inicial de azicares fermentables y muy probablemente en la

poblacién nativa de BAL presentes en cada sistema de fermentacion.

27

——
| —



GRislamiento de bacterias dcido lacticas a partit de una bebida fertmentada de pisia y
detetminacién de su probable capacidad probistica

0.06

0.05

0.04

0.03

% acido lactico

0.02

0.01 ¢

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Sistemal Sistema 2

Figura 4.Cambios en la acidez total titulable (% &cido lactico) del tepache observados en dos
sistemas de fermentacion bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura (22 °C y 54 h).
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5.1.3 Cuenta viable de bacterias lacticas

En la Figura 5 se presentan los resultados obtenidos de la cuenta viable de BAL para los
dos sistemas analizados a lo largo del tiempo de fermentacion. Se observd un
comportamiento similar y no existio diferencia significativa entre los dos conjuntos de
datos (P=0.05). Los resultados obtenidos muestran una curva similar a la curva tipica de
crecimiento bacteriano. En dicha curva fue posible distinguir tres de las cuatro etapas de
crecimiento: la fase de latencia entre el inicio de la fermentacion y las 4 horas, la fase
exponencial partiendo de las 4 hasta las 16 horas y la fase estacionaria delimitada por el

intervalo entre las 18 y 54 horas de fermentacion.

9

Log UFC/ml
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Figura 5.Cuenta viable de bacterias &cido lacticas de dos sistemas de fermentacion de tepache
bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura (22°C y 54h).
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En la fase estacionaria, no se observo una linea recta (lo que respetaria la idealidad de una
curva de crecimiento bacteriano tipico), por el contrario, los puntos muestran incrementos
y disminuciones constantes a lo largo de esta etapa, aproximadamente entre los logaritmos
6 y 8; con una cuenta viable final de 7.29 log UFC/mL. A pesar de las variaciones
observadas, tanto los valores obtenidos durante la fase estacionaria como la cuenta viable
final, son similares (6.37-8.56 log UFC/mL) a los obtenidos por Moreno-Terrazas (2005)
durante la fermentacion de cuatro tepaches diferentes provenientes de la ciudad de México

a dos tiempos de fermentacion (48 y 60 horas).

Como se menciond anteriormente, el tepache estd compuesto por un consorcio microbiano
de levaduras, bacterias lacticas y acéticas por lo que las variaciones en la curva de
crecimiento microbiano durante la fermentacion de esta bebida siempre son notorias. Estas
variaciones se deben a la competencia por el sustrato o a un desequilibrio metabolico
provocado por el agotamiento de azlcares fermentables, ya que cada reaccion metabolica

esta regulada por la concentracion de nutrientes en el medio (Varela y Grotiuz, 2006).

Analizando los resultados obtenidos de pH, acidez total y cuenta viable de BAL, se infiere
una relacién entre el comportamiento de las bacterias lacticas con la produccion de acido
lactico y la disminucion del pH a lo largo de la fermentacion. En primer lugar, la actividad
metabolica de las BAL durante las primeras 16 horas (correspondientes a la fase de
adaptacion y crecimiento exponencial), provocé una disminucion acentuada de pH en
ambos sistemas y la produccion de acido lactico se incrementd con cierta linealidad. En
segunda instancia, en el intervalo de las 16-54 horas, correspondiente a la fase
estacionaria, los aumentos y disminuciones observados en la cuenta viable reflejan la
produccién anormal de acido lactico; muy probablemente como consecuencia de la
actividad metabolica anormal en condiciones de estrés celular a baja concentracion de
sustrato y competencia por el mismo. Finalmente, de las 42 a las 54 horas, no hubo
cambios significativos en el crecimiento bacteriano; por lo tanto, la sintesis de acido

lactico y el pH tampoco cambiaron considerablemente.
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5.2 Aislamiento de bacterias lacticas

Se aislaron cinco cepas de bacterias acido lacticas del tepache en agar MRS. La seleccion
de las BAL se realiz6 en base a la morfologia colonial observada en las placas de agar
MRS, inoculadas para realizar la cuenta viable durante las 54 horas de fermentacion.

De las cinco cepas aisladas (cepas 1 a 5), s6lo la cepa 1 presentd crecimiento en ambos
medios de cultivo (MRS y M17) (Figura 6). La morfologia colonial de dicha cepa en
medio MRS corresponde a colonias ligeramente blancas, circulares, con borde definido,
convexas, de diametro aproximado de 2 mm y consistencia cremosa. Por otro lado, la
morfologia observada en medio M17 se diferencid de la anterior por el aumento de tamafio
de la colonia (3 mm) y la intensidad del color blanco, mientras que las caracteristicas
restantes permanecieron iguales. La cepa 1 se observo a partir de las 4 horas de
fermentacion y hasta el término de la misma, con valores predominantes entre las 28 y 36
horas.
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Las cepas 2 y 3 Gnicamente crecieron en agar MRS, mostraron colonias con gran extension
en la superficie de la placa debido a la produccion de exopolisacaridos, largas cadenas de
azucares (principalmente glucosa, ramnosa y galactosa) que algunas BAL son capaces de
producir a partir de una pequefia porcién de azucares fermentables que desvian para este
fin (Rodriguez, 2002). La cepa 2 (Figura 7A), presentd colonias extendidas y filamentosas
de color beige y un halo de transparencia alrededor, con aparicion prevalente entre las 36
y 46 horas de la fermentacion. Por otro lado, la cepa nimero 3 (Figura 7B) formd colonias
acuminadas de forma rizoide, color blanco, consistencia seca y manifestacion minima y
constante desde las 4 horas hasta el final del proceso de fermentacion. El hallazgo de
bacterias productoras de exopolisacaridos ya ha sido reportado en otras bebidas
fermentadas como el pulque del que se han aislado cepas como Leuconostoc
mesenteroides, especie reconocida por su capacidad de producir dextrano a partir de

moléculas de sacarosa (Escalante et al., 2004).

Figura 7. Morfologia de las cepas 2 (A) y 3 (B) aisladas de tepache en agar MRS, con notable
superficie rizoide debido a la produccién de exopolisacaridos
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Por ultimo, al igual que las cepas 2 y 3, las cepas identificadas como 4 y 5, solo se
desarrollaron en agar MRS, sin embargo, estas Ultimas no produjeron exopolisacaridos.
La cepa 4 (Figura 8A) presento una morfologia macroscépica representada por colonias
de aproximadamente 4 mm, forma irregular, planas, de color blanco, con un halo
transparente a su alrededor, consistencia cremosa y con desarrollo Unicamente en las
primeras horas de fermentacion. En cuanto a la cepa numero 5 (Figura 8B), las colonias
presentaron un didmetro aproximado de 4-5 mm, forma circular con borde definido,
convexa, color blanco intenso, consistencia cremosa y su desarrollo prevalente ocurrio

durante las ultimas horas de fermentacién.

y.

Figura 8. Colonias en agar MRS correspondientes a la cepa nimero 4 (A) y 5 (B) aisladas a
partir de tepache.

Aunqgue en este trabajo no se realizo la identificacion de las cepas aisladas, su morfologia
colonial se utilizé para relacionarlas con cepas de bacterias acido lacticas identificadas y
descritas previamente (Moreno-Terrazas, 2005; Martinez et al., 2013). Estos autores

encontraron en muestras de tepache de pifia provenientes de diferentes puntos de la Ciudad
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de México y del Municipio de Puebla, especies de bacterias lacticas como L. plantarum,
L. acidophilus, L. curvatus, Lactobacillus lactis ssp. lactis, L. salivarius ssp.

La heterogeneidad de los ingredientes y el proceso utilizado para la elaboracion de bebidas
fermentadas, incluyendo el tepache, limita el estudio microbioldgico de estas matrices. Lo
anterior debido a que la microbiota nativa depende directamente del origen y condiciones
de la materia prima. El metabolismo y la supervivencia de los microorganismos presentes
puede verse afectado por factores como el pH, concentracion de azlcares y de &cidos
organicos del sustrato vegetal. Por lo anterior, el tepache representa un sistema
conformado por un consorcio microbiano complejo y variable que merece ser estudiado a

profundidad debido al potencial de aislamiento de BAL diversas.

——
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5.3 Caracterizacion microscopica de BAL mediante tincion de Gram

Una vez aisladas en medio MRS, las cinco cepas obtenidas del tepache se analizaron
microscopicamente mediante tincion de Gram. Como resultado y utilizando la morfologia
observada, se identificd una cepa (cepa 1) correspondiente a estreptococos lacticos (Figura
11) y cuatro cepas bacilares (cepa 2 a la 5). La cepa 1 presenté una morfologia
caracterizada por cocos pequefios agrupados en cadena (estreptococos) Yy positivos a la

tincién de Gram.
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Figura 9. Morfologia microscdpica de la cepa 1, mostrando estreptococos Gram positivos.

En cuanto a las especies bacilares, la cepa 2 (Figura 12), mostrd bacilos Gram positivos,
cortos y con bordes redondeados. Por su parte, la cepa 3 presentd una morfologia
microscopica peculiar en la cual es posible observar bacilos Gram positivos muy largos
agrupados en cadenas, mismas que se unen de forma lateral con el resto de las cadenas
(Figura 13). Ademas, esta cepa presentd un halo alrededor de las células debido a la

produccién de exopolisacaridos.
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Figura 10. Morfologia microscépica de la cepa 2, mostrando bacilos cortos con bordes
redondeados Gram positivos.

Figura 11. Morfologia microscopica de la cepa 3, mostrando bacilos largos con bordes rectos
Gram positivos, y agrupacion en cadenas.
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En cuanto a la cepa 4, su morfologia mostro bacilos largos y positivos a la tincion de Gram
(Figura 14), para la cepa 5 los bacilos observados fueron Gram positivos, de tamarfio
mediano, ligeramente curvos y agrupados en duplas por los extremos. Algunas
agrupaciones mostraban bacilos con curvaturas tan pronunciadas que aparentaban unirse

para formar un circulo (Figura 15).
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Figura 12. Morfologia microscépica de la cepa 4 mostrando bacilos largos con bordes
redondeados Gram positivos.
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Figura 13. Morfologia microscopica de la cepa 5 mostrando bacilos cortos con bordes
redondeados Gram positivos y agrupacion en binas
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Se han realizado investigaciones acerca del aislamiento de microorganismos nativos de
bebidas fermentadas tradicionales mexicanas como el tepache, el pulque, pozol, sotol asi
como en aguamiel. Comparando la morfologia descrita por varios autores con la de las
cepas aisladas en esta investigacion encontramos que las cepas 3 y 5, presentaron
similitudes morfoldgicas con L. curvatus y L. acidophilus, especies de lactobacilos
aisladas previamente en muestras de tepache (Moreno-Terrazas, 2005). Del mismo modo,
la cepa 3, también presentd similitudes morfoldgicas con una especie de Leuconostoc,
productora de dextrano (exopolisacarido) aislada a partir de muestras de pulque
(Cervantes, 2008). Por su parte, las cepas 2 y 4 eran similares a las descritas para 3
especies de bacilos Gram positivos aisladas también de pulque. Finalmente, las cepas 1, 2
y 4 presentaron similitudes morfoldgicas con los cocos Gram positivos aislados por Garcia
(2010) a partir de pozol blanco y con los bacilos Gram positivos aislados a partir de sotol
y aguamiel. Aunque las similitudes en la morfologia de las cepas aisladas permite
relacionarlas con algunos géneros y especies aisladas en tepache y otras bebidas
fermentadas, para corroborar su identidad, seria necesario realizar pruebas especificas de

identificacion.
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5.4 Pruebas de capacidad probiética in vitro
5.4.1 Tolerancia a sales biliares

En la Figura 16, se muestra el crecimiento de cada una de las cinco cepas experimentales
de BAL aisladas del tepache antes y después del tratamiento con sales biliares. Las cepas
2 'y 3 mostraron mayor sensibilidad al tratamiento con la disminucion de aproximadamente
2 y 1 ciclo logaritmico respectivamente, en comparacion con el resto de las cepas cuyo
crecimiento se redujo en menos de un ciclo logaritmico, siendo la cepa de referencia,

Lactobacillus casei, la menos afectada.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Acufia (2009), bajo las mismas condiciones
experimentales aplicadas en muestras de un producto lacteo ya que las cepas de BAL
aisladas del tepache mostraron mayor resistencia al tratamiento con sales biliares. En la
investigacion realizada por Acufia (2009), se reportd la reduccién de 4 ciclos logaritmicos
en 26 cepas que resistieron el tratamiento in vitro, de un total de 53 cepas de BAL aisladas

de suero costefio.

Se sabe que la capacidad de resistir a la accion bactericida de las sales biliares esta
directamente relacionada con la sintesis de hidrolasas que provocan la desconjugacion de
estas, evitando asi la disolucion de las membranas celulares (Monser, 2001). No obstante,
la resistencia a las sales biliares conjugadas no es un aspecto totalmente deseable ya que
la concentracion de estas podria verse disminuida a tal punto que se interfiera en la

absorcion de lipidos (Garcia, 2010).

En relacion a las matrices vegetales fermentadas, el tepache no ha sido la Unica fuente de
bacterias lacticas cuya capacidad para crecer y sobrevivir en presencia de sales biliares ha
sido probada. Garcia (2010) también reporto la supervivencia de bacterias lacticas aisladas
de bebidas fermentadas y tradicionales de México (pozol, sotol y aguamiel) en presencia
de este bactericida natural, asi como en muestras de vino (Garcia, 2014). Los resultados
obtenidos en este estudio, fueron semejantes a los obtenidos con las BAL experimentales

aisladas del tepache.
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Figura 14. Comparacion del crecimiento de las BAL aisladas de tepache y Lctobacillus casei
antes y después del tratamiento con sales biliares a una concentracién de 0.3% en agar MRS.




GRislamiento de bacterias dcido lacticas a partit de una bebida fertmentada de pisia y
detetminacion de su probable capacidad probistica

5.4.2 Resistencia a pH acido

En comparacion con el tratamiento con sales biliares, la exposicion a pH 2 limit6 de forma
evidente el crecimiento de las diferentes cepas aisladas del tepache asi como el
crecimiento de Lactobacillus casei, utilizada como cepa de referencia (Figura 17). El pH
acido ensayado inhibié completamente el crecimiento de las cepas 1 y 4 mientras que las
cepas 2 y 3 disminuyeron su cuenta inicial en aproximadamente 1.5 ciclos logaritmicos.
En cuanto a la cepa 5, esta presenté menor sensibilidad, ya que su crecimiento disminuyé
menos de un ciclo logaritmico. De acuerdo a estos resultados, tres de las cinco cepas
aisladas podrian ser capaces de sobrevivir al pH del estomago y llegar vivas hasta el

intestino en un numero significativo.
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Figura 15. Comparacion del crecimiento de las BAL aisladas de tepache y Lactobacillus casei
en agar MRS acidificado (pH 2).
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La resistencia mostrada por las cepas 2, 3 y 5 es mayor que la resistencia observada por
Acufia (2009), en un experimento realizado con cepas aisladas de un producto lacteo
(suero costefio), bajo las mismas condiciones experimentales. Este autor reportd una
disminucion promedio del crecimiento, de 3.4 ciclos logaritmicos en 29 cepas que

sobrevivieron al tratamiento de un total de 53 cepas evaluadas.

Existe poca informacion respecto a la supervivencia a pHs &cidos de cepas de BAL
aisladas de matrices vegetales. Estudios realizados llevados a cabo con BAL aisladas de
bebidas tradicionales mexicanas como el pulque (Leon et al., 2012), pozol, sotol asi como
el aguamiel (Garcia, 2010), han demostrado que son capaces de sobrevivir a pH de 2.5,

similar al del estbmago.
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5.4.3 Prueba de resistencia a pH acido y pepsina

El pH en conjunto con la accion proteolitica de la pepsina fue un factor decisivo en la

supervivencia de las bacterias lacticas aisladas de tepache ya que redujo en su totalidad el

crecimiento de cuatro de las cinco cepas ensayadas (cepas 1, 2, 3 y 4). La supervivencia

de las cepas 5 y de referencia (Lactobacillus casei), no se vio afectada de manera

significativa (Figura 18). De hecho, la cepa 5 no sélo sobrevivio al tratamiento sino que

también mostro una disminucién de crecimiento mas discreta con respecto a L. casei.
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Figura 16. Comparacion del crecimiento de las BAL aisladas de tepache y Lactobacillus casei
antes y después del tratamiento en agar MRS acidificado a pH= 2.5y con pepsina

43

——
| —



GRislamiento de bacterias dcido lacticas a partit de una bebida fertmentada de pisia y
detetminacién de su probable capacidad probistica

En el caso de las cepas 2 y 3, la accién proteolitica de la pepsina fue el factor decisivo en
la supervivencia de dichos microorganismos ya que el pH &cido, aunque disminuyé su
crecimiento (Figura 17), no lo inhibio, como en el caso de la accion conjunta del pH y la
pepsina. Por su parte, la cepa 5 mostrd una menor reduccién de células viables al final del
tratamiento en comparacion con la reduccion observada durante su exposicion a pH 2.
Este resultado pudo deberse a que el pH de la mezcla acido enzimética fue mayor en 0.5

unidades con respecto al pH utilizado para la prueba de resistencia a la acidez (pH 2).

El comportamiento de la cepa 5 coincide con el mostrado por dos cepas aisladas de pulque
(Ledn, 2012) y algunas bacterias lacticas del vino (Garcia et al., 2014), las cuales también
han mostrado resistencia a el tratamiento in vitro con jugos gastricos artificiales. Ademas,
la capacidad de supervivencia de bacterias lacticas aisladas de alimentos fermentados
koreanos a sobrevivir bajo las mismas condiciones acido-enzimaticas in vitro ensayadas,

ha sido probada previamente (Sung-Mee y Dong-Soon, 2008).

Se sabe que la capacidad de cualquier microorganismo de sobrevivir a determinado pH
depende directamente de la concentracion de iones hidronio que sea capaz de tolerar en el
medio y de la capacidad de equilibrar dicha concentracion con la intracelular y que varia
de una especie a otra (Rodriguez et al., 2005). Por otra parte, la accion de la pepsina
consiste en la hidrolisis selectiva entre los enlaces de aminoacidos hidrofobos con cierta
especificidad para algunos (Fersht, 1980), por lo que la resistencia de cada especie
bacteriana a su accion proteolitica esta relacionada con el contenido de aminoacidos de

sus proteinas de membrana.
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5.4.4 Determinacion del porcentaje de células viables

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de supervivencia obtenidos para las cinco cepas
aisladas del tepache y para Lactobacillus casei. Como se puede observar, todas las
bacterias lacticas sobrevivieron al tratamiento con sales biliares con porcentajes elevados

de supervivencia, a excepcion de la cepa 2, la cual se vio més afectada durante el ensayo.

Tabla 3.Porcentaje de células viables para cada cepa después de las 3 pruebas in vitro a las
cuéles fueron sometidas (tolerancia a sales biliares, resistencia a pH acido y resistencia a pH
acido y pepsina).

Cepa Tolerancia a sales Resistencia a pH acido  Resistencia a pH acido
biliares y pepsina

1 89.5% No sobrevivié No sobrevivio

2 66.1% 72.79% No sobrevivi6

3 83.47% 72.62% No sobrevivid

4 80.85%9 No sobrevivio No sobrevivid

5 92.8% 82.82% 97.6%
Lactobacillus casei 96.316% 91.33% 95.59%

La cepa 1y 4 solo mostraron resistencia al tratamiento in vitro con sales biliares, ya que
el pH y la accion acido-enzimatica del segundo Yy tercer tratamiento respectivamente,
inhibieron por completo su crecimiento. Esto demuestra que no serian capaces de resistir
las condiciones extremas de acidez e hidrolisis enzimética del tracto gastrointestinal y por

lo tanto, no serian capaces de tener efecto probidtico.
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Las cepas 2 y 3, a pesar de resistir la acidez del medio y tolerar la concentracion de sales
biliares con porcentajes medios de supervivencia comparadas con la cepa control, no
fueron capaces de sobrevivir a la accion conjunta del pH y la pepsina. Estos factores en el
medio limitaron su crecimiento por lo que estas cepas no resistirian la exposicion a los

jugos gastricos del estbmago.

Finalmente, de todas las cepas ensayadas, Unicamente la cepa 5 resistio a todos los
ensayos in vitro realizados mostrando un comportamiento similar al de Lactobacillus
casei, con excepcion del ensayo de resistencia a pH 2 en el cual obtuvo 82.82% de
supervivencia frente a 91.33% de la cepa control, no obstante, este tratamiento afecté la
supervivencia de ambas bacterias lacticas. Los resultados indican que la cepa 5, presenta
probable capacidad probidtica ya que fue capaz de resistir las condiciones
gastrointestinales simuladas en los ensayos realizados. Sin embargo, es necesario realizar
pruebas para determinar su capacidad de reaccionar a algunos antibioticos de uso
comercial, adhesién a células intestinales asi como ensayos in vivo para someterla a
condiciones reales del tracto gastrointestinal y asi afirmar que, efectivamente, se trata de

una bacteria con capacidad probiotica.
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6 CONCLUSIONES

s posible elaborar tepache a partir de la fermentacion de cascaras de pifia bajo
condiciones controladas. Sin embargo, aspectos como el origen de la materia
prima y las variables del proceso de fermentacion influyen significativamente
en la cantidad y tipo de microorganismos que conforman la microbiota nativa de este

producto.

El pH y la acidez total del tepache dependen de la concentracion inicial de azucares
fermentables presentes en el medio, lo que constituye una limitante para el metabolismo

bacteriano durante la fermentacién.

El monitoreo de los cambios ocurridos en el pH y la acidez durante la fermentacién del
tepache permite establecer una relacién entre ambas variables y correlacionarlas con el
crecimiento de las bacterias acido lacticas y con el comportamiento de su metabolismo

durante el proceso.

El tepache es una bebida fermentada con una microbiota muy variable, de la que fue
posible aislar una bacteria acido lactica con potencial probiético debido a su capacidad de
sobrevivir bajo condiciones hostiles (accion detergente de sales biliares, pH acido y accién
proteolitica de una mezcla &cido enzimética) comparable a la mostrada por Lactobacillus

casei, un probiotico por excelencia.
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7/ PERSPECTIVAS

eria recomendable analizar la microbiota nativa de la bebida a partir de materia
prima de origen diverso y bajo diferentes procesos tradicionales de fermentacion
para analizar la diversidad microbioldgica de este complejo consorcio

microbiano.

Seria conveniente realizar pruebas especificas para la identificacion bioquimica y

molecular de las bacterias &cido lacticas aisladas del tepache.

Seria necesario realizar pruebas para determinar la resistencia a antibidticos de uso
comercial, la capacidad de adhesion a células intestinales asi como ensayos in vivo para
someter a la bacteria acido lactica con probable capacidad probidtica aislada a condiciones

reales del tracto gastrointestinal y asi afirmar que, efectivamente esta es un probiético.
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