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RESUMEN

Alrededor del mundo existe una gran variedad de alimentos tradicionales
fermentados elaborados con vegetales y cereales que utilizan bacterias lacticas
como iniciadores; esto debido a su composicion y procesamiento pueden ser una
fuente de bacterias acido lacticas (BAL) que podrian tener actividad probidtica.
Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue aislar cepas
probidticas a partir de las bebidas tradicionales fermentadas como aguamiel, pozol
blanco, pozol negro, sotol filtrado y sotol sin filtrar.

Se seleccionaron 5 cepas aisladas de estas bebidas fermentadas, las
cuales tienen caracteristicas, propias de este grupo que presentaron tolerancia al
crecimiento en medios hostiles como (pH é&cido (2.5), sales biliares (2%) esto
pudiera garantizar su supervivencia en las condiciones existentes en el tracto
gastrointestinal humano, al igual que presentaron resistencia a temperaturas de
50C y 60C. Se detectd actividad antimicrobiana p or parte de nuestras cepas
(Am, Sf, Ssf, Pb, Pn) contra microorganismos patdgenos (S. aureus, Salmonella,
E. coli y E. aerogenes), aunque a diferentes niveles de inhibiciébn. Se observo
resistencia de las cepas (Am, Sf, Ssf, Pb, Pn) a una mezcla de bencilpencilina
600 UL/ ml, ampicilina 0.5 mg/ml, tetraciclina 0.25 mg/ml, trimetroprim -
sulfametoxazol 0.16/8 mg/ml. Donde 4 de las cepas fueron sensibles a
bencipencilina, la cepa mas resistente fue Ssf ya que resistié a los 4 antibioticos
probados.

Con estos resultados podemos decir que nuestras cepas podrian ser
utilizadas para la elaboracion de una leche fermentada o cualquier producto lacteo

gue probablemente tenga propiedades probidticas.

Palabras clave: Bebidas fermentadas, aislamiento, probiético.
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1. Introduccidén

1.1 Antecedentes

En la ultima década del siglo XX comenzaron a desarrollarse nuevos
conceptos en nutricién, como fruto de la preocupacion por elevar la calidad de

vida de los individuos, asi como de diversos estilos de vida.

El concepto de alimento funcional se emplea para describir a aquellos
alimentos adicionados con ingredientes de diversas clases y origenes que pueden
ejercer efectos beneficiosos sobre quien los ingiere. Este concepto surgido en
Japén ha ido popularizdndose y expandiéndose hacia otros continentes como
Europa, fundamentalmente debido al interés de la sociedad actual por la nutricion,
la dieta y la salud. Los probidticos representan una gran area dentro de los
alimentos funcionales y se ha intensificado la investigacion para desarrollar
productos probiéticos y profundizar en el conocimiento de los efectos sobre la

salud humana (Palanca, et al., 2009).

Los probidticos se definen como “suplementos alimentarios microbianos
vivos que afectan de forma ventajosa al animal huésped mejorando asi su
equilibrio intestinal microbiano”. Estos microorganismos estimulan las funciones
protectoras del tracto digestivo, y también son conocidos como bioterapéuticos,
bioprotectores o bioprofilacticos, ya que se utilizan para prevenir las infecciones
entéricas y gastrointestinales (Fuller, 1994).

Un microorganismo probidtico efectivo debe poseer una serie de
caracteristicas, dentro de las que destacan: no ser patdgeno ni toxico, debe
ejercer efectos beneficiosos sobre la salud de quien lo ingiere, tener origen

humano, ser tecnoldgicamente utilizable, presentar un elevado porcentaje de

GARCIA LOPEZ, 2010 13
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células viables, debe ser capaz de sobrevivir a la flora intestinal, ha de
permanecer viable durante su almacenamiento en refrigeracién, y tener capacidad
de adherirse a la superficie mucosa (Héller, et al., 2001).

El establecimiento de criterios de seleccion y controles de calidad para
productos probidticos se considera una prioridad debido a la rapida incorporacion
de estos productos en el mercado y su distribucién en el ambito internacional sin la
existencia previa de una normativa cominmente aceptada. En los ultimos afios ha
aumentado el interés por los productos elaborados con microorganismos
probidticos, pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, esto ha
dado lugar a la explotacion comercial de algunas de estas bacterias y a la
aparicion en el mercado de una gran variedad de productos probioticos (Villoslada,
et al., 2007).

En la actualidad, todavia se desconocen muchos aspectos relativos a su
mecanismo de accion; sin embargo si se reconoce su funcionalidad en diversos
aspectos, tales como la prevencién y tratamiento de trastornos gastrointestinales
de diversas causas, la reduccion de la intolerancia a la lactosa, la modulacion de
la respuesta inmunitaria, la reduccion de los niveles de colesterol, la prevencion de
ciertos tipos de cancer, la inhibicion del desarrollo de la flora competitiva, patégena
o alterante. Su actividad antimicrobiana, aunque en gran medida se atribuye a la
produccion de acidos organicos (acido lactico y acético), es mucho mas compleja
y, también, es fruto de su mayor capacidad para competir por nutrientes,
adaptarse al nicho ecoldgico y sintesis de otros compuestos antimicrobianos como
bacteriocinas, compuestos heterociclicos, diacetilo y otros (Salminen, et al., 1999).

El mercado de los probidticos esta en franca expansion. En su version mas
conocida, los yogurts y los fermentados lacteos (Yakult®), las bebidas con

microorganismos benéficos tienen cada vez méas presencia en los anaqueles. Por
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ejemplo, el producto Actimel®, de “The Dannon Company” alcanzé ventas
aproximadas mundiales de 1.8 billones de dolares en el 2007. Veinticinco millones
de personas, en 30 paises del mundo, consumen Yakult® diariamente
Actualmente, la gran mayoria de los productos probidticos existentes se
comercializan en forma liquida, principalmente como bebida lactea fermentada. La
industria de bebidas probiéticas ha tenido un crecimiento exponencial, gracias a
gue la tendencia en estas Ultimas décadas se ha dirigido hacia la alimentacién
saludable, por su comprobado efecto positivo en la calidad de vida de las

personas que las consumen.

El proceso de la fermentacion es uno de los conocimientos mas antiguos de
la humanidad. En México, pais de grandes contrastes, tradiciones y gran
diversidad cultural y biolégica, se encuentran alimentos muy variados, entre ellos,
los alimentos fermentados tradicionales que se consumen hoy en dia y que
complementan la dieta de forma importante. Los alimentos o bebidas fermentadas
son aquellos en que una etapa esencial de su procesamiento se debe al
crecimiento y la actividad de microorganismos (hay fermentaciones lacticas,

acéticas, alcohdlicas y mixtas, entre otras) (Diaz y Ruiz, et al., 2003)

Existen diversos reportes sobre el estudio de microorganismos probidticos y
sus efectos sobre el humano, sin embargo, esta investigacion plantea el estudio y
aislamiento de cepas probioticas a partir de nuevas fuentes de obtencién como lo

son las bebidas fermentadas (agua miel, pozol y sotol).
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1.2 Justificacion

La reciente investigacion se realizé con el fin de buscar diferentes
alternativas para el aislamiento de microorganismos probiéticos ya que en la
actualidad estos microorganismos son muy demandados en la industria

alimentaria.

Esta comprobado que las bacterias probidticas, principalmente
Bifidobacterias y Lactobacillus, ejercen efectos benéficos en la salud, mediante
interacciones con el intestino y sus metabolitos. En la actualidad hay un
considerable interés por el aumento del nimero y de la actividad de la flora del
intestino grueso tanto de humanos como animales que promueve la salud, en

detrimento de las especies con mayor potencial para causar dafios.

Existe un amplio interés cientifico e industrial hacia el desarrollo de
bioprocesos novedosos que puedan mejorar el rendimiento y la productividad
actuales, asi como simplificar el ciclo de producciéon. Un gran aporte a la industria
nacional, seria la produccion de los probidticos a partir de un medio no lactico para
ampliar sus aplicaciones a otros alimentos, ya sea para consumo humano o

animal, con la correspondiente reduccion de costos para los consumidores.

Desde hace algun tiempo, la industria alimenticia se ha sumado a la
producciéon de probidticos, lo cual ha permitido disminuir sus costos y facilitar su

acceso por parte de los consumidores.
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En la actualidad el uso de los microorganismos probioticos en la vida diaria
los seres vivos han tomado un papel muy importante, por esa razén la busqueda
de nuevas alternativas de obtencion y caracterizacion de cepas probidticas
mexicanas con actividad antimicrobiana para desarrollar productos para la salud

humana y animal es un tema innovador.

Tomando en cuenta lo anterior, para la presente investigacion se realizo la
busqueda de microorganismos probidticos en bebidas fermentadas de origen
mexicano elaboradas de forma artesanal tales como: agua miel, pozol y sotol.
Debido a que la los métodos de elaboracién de estos productos se fundamenta en

la fermentacion de los cultivos regionales de cada estado de la republica.

1.3 Hipotesis

Es posible obtener microorganismos probidticos a partir de bebidas
fermentadas (agua miel, pozol y sotol) de origen mexicano elaboradas de una
manera artesanal, debido a que los procesos de elaboracién para este tipo de

bebidas son regionales y por la tanto no estan regulados.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Obtener microorganismos probioticos a partir de bebidas fermentadas

(agua miel, pozol y sotol) de origen mexicano elaboradas en forma artesanal.

1.4.2 Objetivos especificos

» Aislar, identificar y caracterizar morfologicamente a los microorganismos
probioticos de bebidas tradicionales fermentadas (aguamiel, sotol y pozol).

» Evaluar y seleccionar los microorganismos en base a la coagulacion de la

leche y crecimiento en medios hostiles (pH, temperatura).

» Evaluar el efecto de inhibicion de las cepas seleccionadas sobre algunos

microorganismos patdgenos de interés agroindustrial.

» Evaluar la sensibilidad de las cepas a los antibiéticos (bencilpenicilina,

ampicilina, tetraciclina y trimetroprin — sulfametoxazol).

» Evaluar la tolerancia de las cepas seleccionadas a las condiciones de pH 'y
sales biliares similares a aquellas en el tracto gastrointestinal.
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2. Revision de literatura

2.1 Bebidas Fermentadas

El proceso de la fermentacion es uno de los conocimientos mas antiguos de
la humanidad. En México, pais de grandes contrastes, tradiciones y gran
diversidad cultural y biolégica, se encuentran alimentos muy variados, entre ellos,
los alimentos fermentados tradicionales que se consumen hoy en dia y que
complementan la dieta de forma importante. Las bebidas y los alimentos indigenas
fermentados han sido de gran importancia en la vida diaria y ceremonial de
numerosos grupos desde la época prehispanica hasta la actual. Los alimentos o
bebidas fermentadas son aquellos en que una etapa esencial de su procesamiento
se debe al crecimiento y la actividad de microorganismos (hay fermentaciones

lacticas, acéticas, alcohdlicas y mixtas, entre otras) (Diaz-Ruiz, et al., 2003).

2.1.1 Pozol

Entre las bebidas y los alimentos fermentados autéctonos de México no
alcohdlicos de origen prehispanico el mas importante es el pozol. Esta bebida
refrescante, acida no alcohdlica, obtenida de la fermentacion espontanea de masa
de maiz nixtamalizado (Ulloa, et al., 1987). El polisacarido mas abundante en el
maiz es el almidon (75%- 85% de peso en base seca), aunque también estan
presentes mono y disacaridos en baja concentracion (Boyer y Shannon, 1987).
Durante la nixtamalizacion la concentracion de mono y disacaridos disminuye
considerablemente (Trejo- Gonzalez et al., 1982), por lo que el almidén debe ser

un sustrato esencial para la fermentaciéon (Diaz-Ruiz, et al., 2003).

GARCIA LOPEZ, 2010 19



AISCAMIENTO DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS APARTIR DE
BEBIDAS FERMENTADAS (AGUAMIEL, SOTOL ¥ POZOL)

Los estudios microbiologicos de estas bebidas indican que contienen gran
diversos microorganismos benéficos como las bacterias lacticas, que son las
primeras en desarrollarse y que estadn presentes durante todo el proceso. Ellas
son las responsables de la acidificaciéon de la masa (llega a tener un valor de pH
cercano a 4), ya que producen acido lactico, el que imparte un sabor fresco y
agradable al producto; de ellas destacan las amiloliticas (como Lactobacillus

acidophilus y L. crispatus) (Diaz-Ruiz, et al., 2003).

Estas bacterias convierten el almidon del nixtamal, su principal
carbohidrato en acidos, a diferencia de las que se encuentran en alimentos
similares hechos con maiz o productos lacteos fermentados como el yogurt que
aprovechan la lactosa(azucar de la leche). Contiene ademas bacterias como
Achromobacter pozolis o Agrobacterium azotophilum, y Aerobacter aerogenes,
gue fijan el nitrogeno atmosférico y que podrian ser las responsables del alto
contenido de nitrdgeno del pozol, comparado con el de la masa del maiz sin
fermentar. Se encuentran también bacterias del género Bacillus (Ulloa, et al.,
1987).

2.1.2 Aguamiel

El pulgue es una bebida tradicional Mexicana que se obtiene por la
fermentacion de la savia azucarada conocida como aguamiel obtenida a partir de
diferentes especies de maguey (Agave americana, A. atrovirens, A. feroz, A.
salmiana). Esta bebida es consumida por poblaciones indigenas y mestizas de
muchas regiones del pais, particularmente en las areas de la meseta central. Se
caracteriza por ser una bebida alcohdlica, blanca, con olor fuerte y viscosa

(Cervantes y Pedroza, 2007).
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El proceso de fermentacion inicia en el maguey, donde se encuentran
microorganismos autdctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias
productoras de etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos. Estos
microorganismos trasforman de manera natural parte de los azucares disponibles
en aguamiel, sin embargo el proceso se acelera por la adicion de un inoculo
iniciador llamado semilla (una porcion de pulque previamente producido). El
tiempo de fermentacion puede durar algunos dias a 25 €. A medida que pasa el
tiempo se presentan cambios importantes como incremento en el porcentaje de
etanol y formacion de exopolisacaridos como 3-glucanos y dextranos que generan
un incremento en la viscosidad trasformado el fluido de newtoniano o0 no

newtoniano (Cervantes y Pedroza, 2007).

2.1.3 Sotol

El sotol cuyo nombre cientifico es Dasylirion, es nativa del desierto
Chihuahuense. Esta planta sobrevive tanto a la crudeza de helados inviernos
como a los ardientes veranos gracias a su enorme energia latente, la cual da al
sotol su peculiar sabor. . La severidad del medio desértico es en si, un medio de
seleccion natural que solo permite sobrevivir a las plantas mas sanas y fuertes.
Este riguroso control de calidad de la naturaleza se detecta claramente en el sabor

suave de sotol (Fisac, 2009).

Se llevan a la fabrica, se cocinan al vapor, se desgarran y se exprimen para
extraerles su dulce jugo. Este jugo se deja fermentar por asiento natural,
permitiendo se transformen en alcoholes. Durante los procesos de fermentacion y
destilacion del sotol no se utiliza otra materia prima que no sean los extractos

obtenidos de la misma planta (Fisac, 2009).

Los consorcios microbianos son frecuentemente encontrados en varias

bebidas fermentadas y se considera que esta interaccion positiva es un
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mecanismo evolutivo que favorece a todas las poblaciones presentes en el
consorcio con respecto a la captacion de nutrientes, eliminacion de ciertos
metabolitos que pueden llegar a ser toxicos si se acumulan en la bebida y control
de flora microbiana alterante de la fermentacion. La literatura reporta que a partir
de bebidas fermentadas se pueden recuperar diversos grupos microbianos
clasificados como: subdivision Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus Yy
Leuconostoc mesenteroides, subdivision proteobacteria que incluye Acetobacter
pomorium, Zymomonas mobilis, y hongos levaduriformes pertenecientes a los
géneros Sacharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp. (Cervantes y Pedroza,
2007).

2.2 Alimentos Funcionales

El creciente numero de trabajos cientificos publicados en las dos dltimas
décadas sobre la relacion entre la dieta y la incidencia de enfermedades cronicas
ha puesto de manifiesto las extraordinarias posibilidades que ofrecen los
alimentos para mantener, e incluso mejorar, el estado de salud. Como
consecuencia de ello, surgieron en Japén, en la década de los 80's, los
denominados “alimentos funcionales”. Consiste en la incorporacién de ciertos
ingredientes bioactivos a alimentos conocidos que no lo contienen de forma
natural. Se pretende con ello reforzar la dieta con sustancias de efecto saludable
cuya ingestion no se produce de forma suficiente mediante la alimentacion
habitual (Palanca, et al., 2009).

Es comprensible que la posibilidad de prevenir enfermedades mediante
la alimentacion sea objeto de gran interés para la poblacion y que la industria

alimentaria vea en ello una buena oportunidad de negocio.
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Existe la creencia de que los alimentos funcionales “curan” enfermedades,
sin embargo la propiedad funcional esta relacionada con el papel metabdlico
estructural o fisiolégico sobre el crecimiento, desarrollo, mantenimiento y otras
funciones normales de los organismos; Yy no con la capacidad de tratar una
patologia. Los alimentos funcionales pueden prevenir enfermedades, pero no
curar (Consumer, 2009).

2.3 Probidticos

2.3.1 Definicion

La palabra “probiético” significa “para la vida”, proviene del griego. Una de
las primeras definiciones fue “sustancias producidas por un protozoario que
estimulaban el crecimiento en otro” (Lilly y Stilwell 1965). Sin embargo, esta
definicion se ha ido modificando a través de los afios. En 1974, Parker definié a
los probidticos como organismos y sustancias que tienen un efecto benéfico en el
animal huésped contribuyendo al balance en su flora intestinal. Sin embargo, estas
definiciones no son muy adecuadas ya que la palabra “sustancia” incluye
suplementos quimicos, como antibidticos y los probidticos carecen de dichas

sustancias.

En 1989, Fuller definié a los probidticos como “suplementos microbianos
vivos que influyen de forma benéfica sobre el animal huésped, mejorando su
balance microbiano intestinal”, haciendo notar la importancia de las células vivas

como componentes esenciales de los probioticos.

Huis Veld y Havenaar (1991), ampliaron la definicion al decir que los
probioticos son “la mezcla o el microorganismo (s) aplicado al hombre o al animal
gue afecta benéficamente al huésped mejorando las propiedades de la flora
intestinal”. Esta definicion implica que los probiéticos contienen microorganismos

Vivos.
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2.3.2 Diferencias entre prebidticos y probidticos

Los prebidticos son definidos como alimentos no-digeribles, pero si
fermentables, que afectan al huésped por estimulacion selectiva del crecimiento y
actividad de una especie de bacterias o un nimero limitado de ellas en el colon.
Comparados con probioticos, que introducen bacterias exdégenas hacia el lumen,
los prebidticos estimulan el crecimiento preferencial de un numero limitado de
bacterias, especialmente, aunque no exclusivamente, Lactobacillus vy
Bifidobacterium. El éxito dependera de la concentracion inicial de la especie
probidtica y del pH intraluminal. Los oligosacaridos de la leche materna son
considerados el prototipo de los prebioticos, ya que estimulan los crecimientos
preferencial de Bifidobacterium y Lactobacillus en el colon de neonatos

alimentados exclusivamente con leche materna (Schmidt y Labuza, 2000).

De todos los prebidticos disponibles, los Unicos que poseen estudios para
ser clasificados como ingredientes alimenticios funcionales son los fructanos-tipo
inulina, unidos por enlace [ para limitar su digestion por las enzimas intestinales;
el cuadro 1 presenta los principales prebiéticos fructoologosacaridos (Roberfroid.,
2000).

GARCIA LOPEZ, 2010 24



AISCAMIENTO DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS APARTIR DE
BEBIDAS FERMENTADAS (AGUAMIEL, SOTOL ¥ POZOL)

Cuadro 1. Principales prebidticos de uso industrial

Fructo -oligosacaridos

Galacto -oligosacaridos

Gentio -oligosacaridos

Inulina

Isomalto -oligosacaridos

Lactosa

Lactulosa

Lactosucrosa

Oligosacaridos de soya

Xilo -oligosacaridos

Fuente: Roberfroir, 2000.

Estos prebidticos se encuentran presentes en el trigo, vegetales y frutas

(cebolla, achicoria, ajo, puerros, alcachofas y platanos).

Debido a su estructura, ellos son fermentados en el colon por bacterias
endogenas hacia sustratos metabodlicos y energéticos. Algunos autores han
sugerido una dosis de 4-20 g/dia, pero aun no existe una dosis recomendada.
Dado su potencial osmoético y excesiva fermentacion algunos efectos adversos son
las flatulencias, meteorismo, dolor o malestar abdominal, y diarrea (Tuohy, et al.,
2003).

La mayoria de los resultados de los prebibticos provienen de estudios
experimentales o experiencias con un numero reducido de pacientes, por lo que
sus conclusiones requieren ser validadas por estudios mas amplios. En contraste

a los prebidticos, la actividad de los probiéticos se cuestioné cuando Metchinikoff
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(1908) postul6 que las bacterias acido lacticas proveian beneficios en la salud y la
longevidad. Hoy en dia se sabe que las bacterias probidticas no se limitan a las
acido lacticas. Existen datos experimentales que sugieren el uso potencial de
cepas de hongos como probidticos en situaciones clinicas (Schmidt y Lambuza,
2000).

Dado que la microflora del intestino es un componente constitutivo de las
mucosas intestinales, los probidticos dan una oportunidad para reforzar las
defensas contra las infecciones del tracto gastrointestinal. La teoria del
mejoramiento de las mucosas se puede encontrar en la capacidad directa de
combatir patégenos y/o en la capacidad de modular los mecanismos de defensa
(Schmidt y Lambuza, 2000).

2.3.3 Efectos benéficos de los microorganismos pro bioticos

A pesar de que a los probioticos se les ha atribuido una serie de beneficios
en la salud, sus acciones anti-carcinogénicas, hipocolestérmicas y su accién en
contra de patdégenos entéricos y otros microorganismos han recibido gran atencion

(Mital y Garg, 1995). Algunos de estos beneficios son los siguientes:

Propiedades antimicrobianas: la microflora intestinal ejerce una barrera importante

frente a las infecciones. Los mecanismos de accion son muy variados:
a) Modificando los niveles de adhesién celular,
b) Produciendo sustancias antimicrobianas o
c) La estimulacion de organos linfoides asociados al tracto intestinal (Marquina
y Santos, 2002),
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d) Colonizacién competitiva (que priva a los patégenos de nutrientes de nichos
de implantacion),

e) Inhibicibn de adhesion y crecimiento de patdgenos, que resulta de la
producciéon de &cidos organicos (acido lactico y acético), perdxido de
hidrogeno, dioxido de carbono y sustancias antimicrobianas conocidas

como bacteriocinas (Héller, et al., 2001).

Los acidos organicos disminuyen el pH del contenido intestinal y ejercen
una accion toxica directa sobre la flora patdgena. Los acidos lactico y acético
penetran la membrana celular y trastornan su potencial, ocasionando la inhibicion
del transporte de nutrientes y actividad de ATPasa. El perdxido de hidrogeno
inactiva biomoleculas esenciales por reaccion en cadena del anion superoxido. El
diéxido de carbono, ademas de hacer el medio mas anaerobio, inhibe la
descarboxilacidbn enzimatica y rompe la membrana celular por acumulacion
gaseosa (Marquinay Santos, 2002).

Las bacteriocinas, en su mayoria identificadas en cepas de Lactobacillus,
son un grupo heterogéneo de compuestos proteicos con actividad, modo de
accion, peso molecular, origen genético y propiedades bioquimicas variables
(Héller, et al., 2001).

La cepa CRL-431 de Lactobacillus casei ha mostrado su capacidad para
eliminar microorganismos patégenos del intestino, tales como: cepas
enterotoxigenicas de  E. coli, Listeria monocytogenes, Shigella sunnei y
Salmonella typhimurium (Marquina y Santos, 2002). Las bacterias probioticas
muestran propiedades contra bacterias Gram-positivas como Sthapylococcus

aureus y Clostridium prefringes (Shah, 2001).
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Propiedades anticarcinogénicas. Las bacterias acido-lacticas y los

productos fermentados hechos de ellas tienen wuna actividad potencial
anticarcinogénica como las bacterias B. longum y B. infantis son agentes
efectivos contra tumores. Su mecanismo de accién se debe a la supresion de las
enzimas bacterianas, a la activacién del sistema inmune del huésped y a la
reduccion del pH intestinal. Las bacterias probidticas pueden remover las fuentes
procarcinogénicas o las enzimas que desarrollan la formacion de carcindbgenos
(Shah, 2001).

Reduccion de colesterol: Estudios recientes han mostrado que el consumo

de ciertos cultivos de productos lacteos puede reducir el nivel de colesterol en la
sangre. El consumo de leches fermentadas conteniendo un gran numero de
bacterias probidticas (10%) por persona hipercolesterémicas pueden reducir los
niveles de colesterol de 3.0 a 1.5 g/ L (Homma, 1998 citado por Shah, 2001). El
efecto de las bacterias probioticas sobre la reduccion y mecanismo del colesterol
sanguineo son desconocidos. Una hipétesis sugiere que algunas cepas de L.
acidophilus pueden asimilar la molécula del colesterol, esta actividad ha sido
reportada in vitro (Gilliland, et al., 1985 citado por Sanders, 1999). La capacidad
de ciertos Lactobacilos y Bididobacterias probidticas para la desconjugacion
enzimatica de los acidos biliares se ha sugerido que tiene un papel en la
regulacion de niveles del colesterol sanguineo en humanos. Los &cidos biliares

desconjugados son mas faciles de excretar (Sanders, 1999).

Salud urogenital: El tracto urogenital de las mujeres esta altamente

colonizado por bacterias y es altamente susceptible a infecciones. EI consumo oral
de ciertos probioticos puede disminuir el desarrollo de infecciones provocadas por

Candida y otras bacterias de la vagina. Diferentes estudios han correlacionado la
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salud vaginal con la presencia de Lactobacilos, especificamente con Lactobacilos,

productores de peréxido de hidrogeno (Sanders, 1999).

Alergias: Se han reportado estudios preliminares de la modulacion de
ciertas reacciones alérgicas debido a los probioticos. El rompimiento de las
mucosas intestinales permitiendo el intercambio de antigenos puede ser un factor
para desencadenar ciertas reacciones alérgicas. Desde que las bacterias
probioticas han mostrado el mejoramiento de las funciones de protecciéon de las
mucosas, la hipotesis de que ellas juegan un papel en la moderacion de la

respuestas alérgicas han sido cuestionada (Sanders, 1999).

Reduccién de la intolerancia a la lactosa: La intolerancia a la lactosa es un

problema que padece un gran porcentaje de la poblacion (50-70%) y se debe a la
ingestion de productos que contienen lactosa y a los bajos niveles de B-D-
galactosidasa intestinal. La lactosa es una sustancia osmoticamente muy activa y
su presencia en el intestino ocasiona la salida de iones y fluidos de la mucosa
intestinal hacia el exterior hasta alcanzar el equilibrio osmotico, provocando
diarrea profusa (Marquina y Santos, 2002). Los cultivos microbianos para la
elaboracion del yogurt, L. delbrueckii spp.bulgaricus y S. thermophilus, contienen
cantidades suficientes de B- D-galactosidasa, la cuales se han visto que puede
ayudar a aliviar los sintomas de mala absorcién de la lactosa. También su funcién
es debido a que una cierta cantidad de lactosa es hidrolizada por bacterias del
yogurt durante la fermentacion. Otra razon se le atribuye a que la viscosidad del
yogurt es elevada, por la cual, el lento transito por el tracto digestivo ayuda a que

la lactosa puede ser digerida (Sanders, 1999).
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Estimulacion del sistema inmune: se ha observado inmunomodulacion por

L. acidophilus y Bifidobacterias, pero el mecanismo no es claramente entendido
(Schiffrin, et al., 1995, citado por Shah, 2001). Se ha reportado que ingiriendo los
probidticos del yogurt, se estimula la produccion de citosina en células sanguineas
y aumento en la actividad de macrofagos (Marteau, et al., 1997, citado por Shah,
2001), incrementan la actividad natural de las células del higado y los niveles de

inmunoglobulinas en especial las secretoras de IgA (Sanders, 1999).

Mejoramiento del valor nutricional de un alimento: Los efectos nutricionales

de los probidticos han sido muy estudiados en las leches fermentas con
Lactobacilos. Estos productos tienen un menor contenido de lactosa y un alto
contenido de aminod&cidos libres y ciertas vitaminas, que otros productos
fermentados. Se ha reportado que los Lactobacilos y Bifidobacterias producen
acido fdlico, niacina, tiamina, riboflavina, pridoxina y vitaminba K (O"Sullivan, et al.,
1992).

2.3.4 Criterios sobre los microorganismos para ser incluidos en Alimentos
Probidticos.

Para que las bacterias seleccionadas como probidticos puedan
proporcionar beneficios saludables y clinicos deben de cumplir una serie de
requisitos. Klaenhammer y Kullen (1999) recopilaron y clasificaron los requisitos

descritos en la bibliografia cientifica en cuatro grupos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Criterios de seleccion para las cepas probidticas

Idoneidad

» Identificacion taxonémica precisa

» Habitantes normales de las especies objetivo: de origen humano para los
probiéticos humanos

* No toxicos, ni patdgenos y con estatus GRAS (Generally Reconized As
Safe, reconocidos generalmente como seguros)

Aplicacion tecnologica

» Adecuado en la produccion en masa y almacenamiento: buen crecimiento,
recuperacion, concentracién, congelacion, deshidratacién y distribucion.

« Viabilidad en elevadas poblaciones (preferentemente 10°-10°)

» Estabilidad de las caracteristicas deseadas durante la preparacion,
almacenamiento y entrega del cultivo.

» Capacidad de proporcionar cualidades organolépticas deseables cuando
se incluyan en los alimentos o procesos de fermentacion

* Genéticamente estable

* Genéticamente adecuado

Competitividad

» Capaz de sobrevivir, proliferar, y conactividad metabdlica en el lugar diana
in vivo

* Resistente a la bilis
* Resistente a los acidos

e Capaz de competir con la microflora normal, incluyendo las mismas
especies 0 las mas cercanamente relacionadas, potencialmente resistente
a las bacteriocinas, acidos y otros antimicrobianos producidos por la
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microflora residente.

» Preferentemente con potencial de adherencia y colonizacion.

Rendimiento y funcionalid ad

» Capaz de ejercer uno o mas beneficios para la salud clinicamente
documentados

« Antagonistas hacia las bacterias patdégenas/ carcinogénicas

* Produccion de sustancias antimicrobianas (bacteriocinas, peroxido de
hidrogeno, acidos orgénicos u otros componentes inhibitorios)

* |nmunoestimulatorios
e Antimutegenicos
» Anticarcinbégenos

» Produccion de compuestos biactivos (enzimas, anticuerpos, péptidos)

Fuente: Klaenhammer y Kullen (1999).

Sin embargo, los criterios situados en los apartados competitividad y
rendimiento permanecen bajo controversia, ya que los mecanismos subyacentes
por los cuales los probidticos ejercen su papel funcional in vivo no estan descritos

totalmente. Tres excelentes ejemplos son:

a) Tolerancia a la bilis y a la actividad hidrolasa de las sales biliares: Los
probidticos varian considerablemente sus niveles de tolerancia a la bilis, y el nivel
minimo aceptable para un candidato permanece todavia sin conocerse (Tannock,
1998).
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b) Actividad adyuvante e inmunoestimulacion: Hay mucha informacion sobre
el incremento de los niveles de los anticuerpos IgA e IgM (Tannock, 1998). No
obstante, estas propiedades son muy variables entre las cepas y falta por
determinar qué caracteristicas de la célula o de su superficie es la responsable de
ejercer estos efectos.

C) Antimicrobianos: No se ha descrito ningan probiético de los que han sido
propuestos con efectos inhibitorios in vivo (Bernet y Camard, et al., 1997). Asi,
gueda por investigar si estos compuestos son producidos en el intestino o tienen

propiedad funcional (Klaenhammer y Kullen, 1999).

2.4 Flora bacteriana del aparato digestivo

La composicion de la flora bacteriana varia segun la region anatomica del
tubo digestivo. En la cavidad oral del adulto existen 10" bacterias por gramo de
saliva, predominando especies Lactobacillus, Coliformes, Veillonella vy
Enterococcus. El acido presente en el estbmago reduce la cantidad de estas
especies a 10%-10° bacterias por gramo de jugo géstrico. En el intestino delgado
proximal el nimero de bacterias varia entre 10°- 10 (Heller, et al., 2001).

A lo largo del intestino se encuentran alrededor de 100 tribillones de
bacterias viables de 100 especies diferentes. La flora predominante principalmente
de bacterias acido lacticas, se ve reflejada por: Bifidobacterium, Lactobacillus,
Streptococcus; bacterias anaerobias: Bacteroidaceae, Clostridium, Eubacterium,
Megasphaera, Bacillus, Corunebacterium, Psudomonas y levaduras (Héller, et al.,
2001). El cuadro 3 muestra los microorganismos que se encuentran en la via

gastrointestinal humana.
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Cuadro 3. Microorganismos representativos en la via gastrointestinal humana.

Estomago | Yeyuno ileon Materia fecal
Aerobias o
anaerobias
facultativas
Bacterias 1-10° 1-10° 10%-10° 10%-10"°
entéricas
Estreptococos 1-10° 1-10* 10%-10° 10°-10%
Estafilococos 1-10° 1-10° 10%-10° 10%-10’
Lactobacilos 1-10° 1-10* 10%-10° 10°-10"°
Hongos 1-10° 1-10° 10°-10° 10%-10°
Bacterias
anaerobias
Bacteroides Raras 1-10° 10°-10’ 10™°-10"
Bacterias bifidas Raras 1-10° 10°-10° 10°%-10%
Cocos Gram- Raras 1-10° 10°-10° 10%-10™
positivos
Clostridia Raras Raras 10%-10* 10°-10"
Eubacteria Raras Raras Raras 10%-10%

Fuente: de centro de investigacion Nestlé | (Suiza)

GARCIA LOPEZ, 2010



AISCAMIENTO DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS APARTIR DE
BEBIDAS FERMENTADAS (AGUAMIEL, SOTOL ¥ POZOL)

2.5 Bacterias acido lacticas (BAL)

Uno de los primeros estudios bacteriolégicos del yogur fue realizado por
Grigoroff en 1905, quien observé la presencia de tres tipos distintos de
microorganismos, unos denominados "Diplostreptococcus”, otros microorganismos
de forma cocobacilar y otros de forma bacilar. Esta misma observacién fue
realizada por Lierssen y Kihn (1908). No obstante, la popularidad alcanzada por
el yogur se atribuye a Metchnikoff (1910), quien postulé la teoria de que la
ingestion de una bacteria acido lactica, denominada Bulgarian bacillus, prolongaba
la vida. La presencia de este microorganismo en el yogur parecia inhibir el
crecimiento en el intestino de los microorganismos responsables de la
putrefaccion. Bulgarian bacillus es en realidad "Thermobacterium bulgaricum"
(Orla-Jensen, 1931), méas tarde denominado Lactobacillus bulgaricus
(normalmente conocido como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus). No
obstante, Rettger y Cheplin en 1921 y Rettger, et al., en 1935, encontraron que
Thermobacterium acidophilin  (Lactobacillus acidophilus) era la bacteria
acidolactica que podia asentarse en el intestino y, ademas, las principales
propiedades terapéuticas del yogur se ponian de manifiesto cuando Lactobacillus
acidophilus era una de las bacterias presentes en el cultivo iniciador (Salmine, et
al., 1998).

La clasificacion de las bacterias acido lacticas de Orla-Jensen aun se
acepta como método estandar de diferenciacion de estos microorganismos. Los
de forma esférica (cocoidea) se conocen como "Streptococcus” y los bacilos se
clasifican como Thermobacterium, Streptobacterium y Betabacterium. Segun el
manual de Bergey (1957), todas las bacterias &cido lacticas se incluyen en la
familia Lactobacillaceae, que a su vez se subdivide en Streptococcaceae (de

forma esférica u ovoide) y Lactobacillaceae (de forma bacilar). Esta clasificacion
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ha sido reorganizada en la octava edicion del manual de Bergey (1974), que las
considera dos familias separadas: Streptococcaceae y Lactobacillaceae. En la
edicién del manual de Bergey de 1986, los anteriores microorganismos estan

agrupados en diferentes secciones.

Las bacterias acido lacticas (LAB) son un grupo de bacterias Gram positivas
agrupadas por una gran cantidad de caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y
fisiologicas. La descripcidn general de este grupo de bacterias se incluye en el
grupo de Gram-positivos, no esporulados, cocos o bacilos que producen acido

lactico como producto de la fermentacion de carbohidratos.

Los limites de este grupo han sido objeto de controversia pero
histéricamente los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, vy
Streptococcus forman el corazén del grupo. Las revisiones taxondmicas de este
género y la descripcion de nuevos géneros sugieren que las bacterias acido
lacticas comprendan los siguientes géneros: Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy Weissella. ElI género
Bifidobacterium, frecuentemente esta considerado en el mismo contexto que las
bacterias acido lacticas y posee algunas caracteristicas comunes (Orla-Jensen,
1931).

La clasificacion de las bacterias acido lacticas en diferentes géneros esta
basada en la morfologia, modo de fermentar la glucosa, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la configuracion del &cido lactico producido, la habilidad para crecer
a elevadas concentraciones de sales y la tolerancia acido-base. Las bacterias
acido lacticas obtienen energia metabolica esencialmente mediante la fosforilacion
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a nivel de sustrato, durante la oxidacién de carbohidratos, formando &cido lactico
como principal metabolito. Ademés, poseen actividad proteolitica, o que les
permite la obtencién de aminoacidos a partir de proteinas, en medios ricos en
dichos constituyentes; aunque ésta es reconocidamente inferior a otros grupos
microbianos (Bacillus, Proteus, Pseudomonas) (O Sullivan et al., 1992).

2.5.1 Género Lactobacillus

Los Lactobacilos se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales,
carnes y pescados. Forman parte de la flora normal de la boca, tracto intestinal y
aparato reproductor femenino humano y de muchos animales. No son
considerados patdgenos (excepto algunas especies que parecen intervenir en la

caries dental).

Tienen una gran importancia industrial, pues se utilizan en diversos
procesos de fermentacion lactica (yogur, quesos, etc.). Intervienen también, en la
fabricacion de productos derivados de los vegetales (pepinillos, aceitunas). Son
bacilos largos con morfologia cocobacilar. Es frecuente la formacion de cadenas.
Son Gram positivos, inmoviles, aunque existen unas pocas especies moviles por
flagelos peritricos. No son esporulados. Son sacaroliticos obligados. Su
caracteristica principal es la de fermentar azucares con produccion de acido
lactico, pudiendo ser homofermentadores u heterofermentadores. Su crecimiento
se ve favorecido por la anaerobiosis o por tensiones de oxigeno reducidas. Crecen
entre 2°C y 53°C, aunque su temperatura 6ptima es de 30-40°C (O"Sullivan, et al.,
1992).
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Son aciddricos, creciendo 6ptimamente a pH comprendidos entre 5.5-6.2.
Se han descrito siete grupos seroldgicos (A-G) de Lactobacilos, basandose en sus
determinantes antigénicos especificos. Se han descrito mas de 102 especies y la
especie tipo es Lactobacillus delbrueckii que pertenece al grupo E.

Requieren medios nutricionales complejos, con aminodcidos, péptidos,
derivados de &acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos
fermentables. EI medio de cultivo mas empleado es el medio MRS descrito por
Man, Rogosa y Sharpe en 1960, este medio contiene ademas, magnesio,
manganeso acetato y polisorbato 80 (Tween 80) que facilitan de gran forma el
crecimiento de los bacilos lacticos, incluso de las especies mas exigentes, como

Lactobacillus brevis y Lactobacillus fermenti.

El medio MRS esta especialmente recomendado para la enumeracion y
mantenimiento de bacilos lacticos, ya sea por la técnica del nUmero mas probable
(NMP) en caldo o por siembra en masa. El problema de este medio es que con
frecuencia se suelen presentar contaminantes, con lo cual se precisa una mayor
selectividad y por ello se desarroll6 el medio MRS modificado (MLSM) al que se le

adiciona acido acético como agente selectivo.

2.5.2 Lactobacillus casei como probidtico

L. casei son bacterias Gram pasitivas con forma de baston. Difiere de otros
lactobacilos en muchos aspectos. Su tamafio es mas pequefio en comparacion
con L. bulgaricus, L. acidophuilus y L. helveticus. Son mesdfilos
heterofermentadores facultativos. Pueden fermentar una mayor variedad de
carbohidratos en comparacién con la mayoria de los lactobacilos encontrados en

las leches fermentadas (Danone World Newsletter, 1995).
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Las cepas de L. casei se encuentran de forma natural en vegetales
fermentados, leche, carne asi como en el intestino, la boca del ser humano y el
ambiente. El nombre de L. casei se uso por primera vez en 1919 y se relaciona
con queso: casei y caseina (proteina de la leche) provienen de la palabra caseus
gue significa queso (Danone World Newslettrer 1995). L. casei se divide en

diversas subespecies (Cuadro 4).

Cuadro 4. Taxonomia de Lactobacillus casei

Taxonomia anterior Taxonomia reciente Propiedades metabdlicas
Temperatura de Fermentacion
crecimiento de azucares
casei
L. casei L. paracasei 10-40C Metaboliza gran
Supsp. paracesei Subsp.paracasei variedad de azucares
L. casei subsp. L. paracasei subsp. 10-37<C resiste Metaboliza gran
tolerans Tolerans hasta 72<C, variedad de azucares
40minutos
L. casei subsp L. ramnosus 15-45<C Ramnosa
ramnosus

Fuente: DANONE, 1995

Lactobacillus casei es una bacteria acido lactica que se encuentra en
diversos productos distribuidos mundialmente incluyendo las tradicionales leche
fementadas como Yakult, Kefier, Actimel, Gefilus y Vifit; en quesos como el

parmesano y manchego, entre otros (Danone world nerwstter , 1995).
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2.5.3 Género Streptococcus

Existen mas de 66 especies y la especie tipo es Streptococcus pyogenes,
pero la Unica especie de estreptococos que estd asociada a la tecnologia
alimentaria es Streptococcus thermophilus, que se emplea en la fabricacion del
yogur (junto con Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus y con otros
microorganismos L. casei; L. acidophilus y Bifidobacterium). Streptococcus

thermophilus fue descrito por primera vez por Orla-Jensen en 1919.

Su nombre procede del término griego “therme” que significa calor y del
término “philus” que significa afinidad. Son células esféricas u ovoides de 0,7-0,9
um de diametro, distribuidas en parejas o formando cadenas. Son anaerobios
facultativos, quimioorganotréfos con metabolismo fermentativo. Son catalasa
negativos. Crece con un 2,5% de cloruro sédico pero no con un 4%. No crece a
pH superiores a 9,6 ni en leche que posea un 0,1% de azul de metileno. La
temperatura minima de crecimiento es de 19-21°C. La resistencia al calor, la
habilidad para crecer a 52°C y el conjunto de carbohidratos que puede fermentar,
distingue a Streptococcus thermophilus de otros muchos estreptococos. S.
thermophilus esta incluido dentro del grupo "otros estreptococos” por Schleifer y
Kilpper-Balz (1987), pero se encuentra actualmente dentro del grupo de los

estreptococos orales (Hardie y Whiley, 1995).

El medio mas empleado para el aislamiento, mantenimiento o cultivo e
identificacion de estreptococos relacionados con productos lacteos es el agar M-
17 que fue desarrollado por Teragazhi y Sandine en 1975, pero posteriormente
Shankar y Davies (1977) demostraron su eficacia del medio para el aislamiento
selectivo de Streptococcus thermophilus del yogur, que se debe a la combinacién
de un fuerte efecto amortiguador, que facilita el desarrollo de los estreptococos, y

una elevada concentracion de glicerofosfato, que inhibe el desarrollo de los
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lactobacilos. Shankar y Davies (1977) observaron que se suprime el crecimiento

de Lactobacillus si el pH del medio M-17 es de 6,8.

2.6 Género Bifidobacterium

2.6.1 Antecedentes Histoéricos

En 1899, en el Instituto Pasteur, Tissier observé y aisl6 de bebés una
bacteria con una morfologia inusual y desconocida, en forma de Y., entonces se
plante6 el problema de la ubicacion de esta bacteria en la clasificacion
contemporanea. A principios de siglo, la taxonomia estaba basada por completo
en el criterio morfolégico y Tissier (1900) denomind a esta bacteria “Bacillus
bifidus”. En ese mismo tiempo, en lItalia, Moro descubrié en condiciones similares
una bacteria que reconocié como diferente de la que Tissier habia observado, y la
identific6 como perteneciente al género Lactobacillus. A pesar de las diferencias
entre esas dos bacterias, Holland en 1920, propuso un nombre comun
"Lactobacillus bifidus", que fue desarrollandose y ganando precision a lo largo del

tiempo en paralelo con el progreso cientifico.

Orla-Jensen (1924) fue el responsable de la direccion en la historia de la
taxonomia de las bifidobacterias y reconocié la existencia del género
Bifidobacterium como un taxdn separado, pero con muchas similaridades al

género Lactobacillus.

Bergey realizo la clasificacion e identificacion de los microorganismos
cambiando los criterios de morfologia por fisiologia, requerimientos nutricionales y

caracteristicas metabdlicas y enzimaticas como de mayor importancia (Cuadro 5)
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Cuadro 5. Taxonomia del genero Bifidobacterium

Dominio Bacteria
Linaje Firmicutes
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orfen Bifidobacteriales
Familia Bifidocacteraceae
Géneros Bifidobacterium (28 especies)
Gardnerella (1 especie)
Aeriscardovia (1 especie)
Parascardovia (1 especie)
Scardavia (2 especies)

Fuente: Bergey, 1952.

Actualmente la familia Bifidobacteriaceae se encuentra formada por los

géneros Bifidobacterium, Gardnerella, Aeriscardovia, Parascardovia, Scardovia.

La morfologia de la familia consiste en bacilos pleomorficos que se
presentan individualmente, en cadenas o en grupos. Las células no tienen capsula
y no forman esporas, no son méviles ni presentan filamentos. Todas las especies
son Gram positivos a excepcion de G. vaginalis que presenta un Gram variable.
Son anaerobios, algunas especies de Bifidobacterium pueden tolerar el oxigeno
Unicamente en presencia de CO,, y Gardnerella es anaerobia facultativa. No
utilizan el indol, no hidrolizan la gelatina, y son catalasa y oxidasa negativas. El
crecimiento optimo se sitla entre 35-39C (Guarner, 2003; Collins y Gibson,
1999).
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2.6.2 Taxonomia del género Bifidobacterium

La clasificacion de Bifidobacterias ha sido modificada a lo largo de la

historia desde que se descubrié en 1899 el microorganismo denominado Bacillus

bifidus; y que en la actualidad representa al género Bifidobacterium como especie

tipo con el nombre de Bifidobacterium bifidum. En los ultimos afios han aparecido

nuevas cepas y se han reclasificado, en la actualidad el género se encuentra

formado por un total de 28 especies (Cuadro 6) (www.bacterio.cict.fr/).

Cuadro 6. La lista actual de especies incluidas dentro del género Bifidobacterium

Humanos

Bifidobacterium

adolescentis

Animal

Medio ambiental y

alimentos

Bibidobacterium

adolescentis?

Bifidobacterium

angulatum

Bibidobacterium angulatum?®

Bifidobacterium animalis

Bibidobacterium animalis®

Bifidobacterium
bifidum

Bifidobacterium asteroids

Bifidobacterium boum

Bifidobacterium breve

Bibidobacterium breve?

Bifidobacterium

catenulatum

Bifidobacterium

catenulatum?

Bifidobacterium

choerinum

Bibidobacterium choerinum®

Bifidobacterium

coryneforme

Bifidobacterium cuniculi
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Bibidobacterium

dentium

Bibidobacterium

gallicum

Bibidobacterium gallicum

Bibidobacterium

gallinarum

Bibidobacterium indicum

Bibidobacterium

longum

Bibidobacterium longum

Bibidobacterium longum?®

Bibidobacterium magnum

Bibidobacterium

merycium

Bifidobacterium

pseudocatenulatum

Bibidobacterium

pseudocatenulatum?

Bibidobacterium

pseudolongum

Bibidobacterium

pseudolongum

Bibidobacterium

pseudolongum®

Bibidobacterium
psychraerophilum
Bifidobacterium pullorum
Bifidobacterium
ruminatatium
Bifidobacterium

saeculare

Bibidobacterium

scardovii
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Bifidobacterium subtile Bifidobacterium subtile®

Bifidobacterium
thermacidophilum

Bifidobacterium Bifidobacterium

thermophilum thermophilum®

& QOrigen fecal humano, ° Origen fecal animal

La flora intestinal beneficiosa, representada principalmente por los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, contribuye de forma significativa al estado de
salud del huésped, por sus funciones: (i) metabdlicas, interviniendo en la
asimilaciéon de nutrientes de la dieta; (ii) protectoras, contribuyendo al efecto
barrera y al desplazamiento de microorganismos patogenos, y (iii) troficas,
interviniendo en la modulacién del sistema inmune y en el desarrollo y la

proliferacion celular (Guarner y Malagelada, 2003; Collins y Gibson, 1999).

2.6.3 Caracteristicas culturales y morfologicas

Son bacilos presentan morfologia variada, generalmente de forma bacilar,
pueden ser cortos, regulares, con ramificaciones. Son Gram-positivos, inmoviles,
no son esporulados y se tifien irregularmente con azul de metileno. Son
anaerobios estrictos, sin embargo el grado de tolerancia al oxigeno depende de la
especie y del medio de cultivo (De Vries y Stouthamer, 1969). Esos bacilos, con
una pared externa irregular, son usualmente concavos y sus extremidades pueden
adquirir diversas morfologias con extremos en forma de espatula. En algunos

casos incluso pueden presentar morfologia cocoidea. Se disponen aislados, en
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cadenas, en empalizada o en forma de V, Y, T. La morfologia es muy variable y

depende del medio de cultivo donde se desarrollen.

Su temperatura Optima de crecimiento oscila entre 36-38°C para las
especies de origen humano y 41-43°C para las especies de origen animal. No
existe crecimiento a temperaturas menores de 20°C y las bacterias pertenecientes
a este género no resisten bien a temperaturas mayores de 46°C. Por ejemplo,
Bifidobacterium bifidum muere a 60°C, (Rasic y Kurmann, 1983).

El pH requerido para su crecimiento oscila entre 6.5-7 y a pH’s menores o
iguales el crecimiento es muy lento o incluso nulo, por todo ello, es importante
controlar el descenso del pH en los productos lacteos que contienen este
microorganismo. No existe crecimiento a pH menor de 4.0 o mayor de 8.0
(Scardovi, 1986). La apariencia de las colonias de este género bajo condiciones
de anaerobiosis puede variar mucho en funcién del medio que se emplee. En
general, las colonias que se forman son redondeadas, pueden ser brillantes y de
diametro muy variable, pero Scardovi (1986) distinguié dos diferentes tipos de
colonias de B. bifidum, algunas colonias son muy lisas, convexas, blancas, y
brillantes, mientras que otras son rugosas, con bordes desiguales. Por ello, la

morfologia de colonia no es una buena referencia para la identificacion del género.

6.2.4 Caracteristicas fisiologicas

Sus exigencias nutritivas y la necesidad de una anaerobiosis estricta hacen
gue el cultivo de las bifidobacterias sea complicado, por ello en los ultimos afios se
han desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo para la deteccion y

crecimiento. Ademas las bifidobacterias también han sido encontradas en aguas
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fecales e incluso han llegado a multiplicarse en ellas, por ello, se pueden emplear
como indicador de contaminacion fecal de las aguas (Nebra, et al., 2003; Bonjoch
et al., 2004). Las bifidobacterias son anaerobias estrictas, pero la sensibilidad al
oxigeno varia entre especies (De Vries y Stouthamer, 1969). Las bifidobacterias
excepto algunas especies de origen animal, son capaces de utilizar como Unica
fuente de nitrgeno, las sales de amonio (Scardovi, 1986). Cuando crecen en
ausencia de una fuente de nitrdgeno organica, segregan grandes cantidades de
aminoacidos tales como treonina, alanina, valina y acido aspartico.

En cuanto a los medios de cultivo se distinguen dos tipos para el
aislamiento, cultivo y caracterizacion de las bifidobacterias: medios no selectivos y

medios selectivos.

Medios no selectivos : Estos medios suelen estar constituidos por diversas
sustancias tales como extracto de carne, peptonas, extracto de levadura, zumo de
tomate, sangre de caballo, leche, que permiten el crecimiento de muchas
especies de bifidobacterias. Estos medios pueden ser adicionados con sustancias
con bajo potencial redox, como puede ser la cisteina, cistina, acido ascorbico,
sulfato de sodio, etc. Existe un amplio abanico de medios de cultivo, desarrollados
en su mayoria en estos ultimos afios. Destaca el medio TPY (Triptona, Peptona y
extracto de levadura), el cual fue descrito inicialmente por Scardovi (1986), como
el mas adecuado para el aislamiento y cultivo de las bifidobacterias de cualquiera
gue fuese su origen, ya que todas crecen bien en él. Sin embargo, su riqueza y su
falta de selectividad hacen que también aparezcan profusamente lactobacilos,
estreptococos y otras bacterias afines. Para conseguir un medio mas selectivo,
Samona y Robinson (1991) propusieron la adicion de mezclas inhibidoras como 3
g/l de cloruro de litio con 0,1 g/l de sulfato de neomicina y con 15 mg/l de acido

nalidixico, que se afiaden al medio en forma de solucion, esterilizada por filtracion.
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Medios Selectivos: Los requerimientos fisicos de las bifidobacterias son
extremadamente variados, es dificil definir un medio selectivo apropiado para
todas las especies. El reciente entusiasmo de la incorporacion de las
bifidobacterias a los productos lacteos fermentados ha favorecido la propuesta de
medios selectivos para diferenciar el género Bifidobacterium de otros géneros que
estan relacionados con los productos lacteos y ademas para aislar las
bifidobacterias del resto de flora intestinal. Inicialmente el acido ascorbico y el

sodio son empleados como sustancias selectivas.

2.6.5 Caracteristicas bioquimicas

Las bifidobacterias difieren del resto de bacterias acido lacticas en que no
solamente producen &cido lactico sino también acido acético, como uno de sus
principales productos de fermentacion. No producen CO; ni los acidos butiricos y
propionico. En el género Bifidobacterium, las hexosas son degradadas exclusiva y
especificamente por la ruta de la fructosa-6-fosfato descrita por Scardovi y
Trovatelli (1965). Las enzimas aldolasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa estan
ausentes mientras que la fructosa-6-fosfato es la enzima caracteristica del
metabolismo de azucares del género Bifidobacterium. (De Vries y Stouthamer,
1967). Generalmente son microorganismos catalasa negativos, no reducen los
nitratos y emplean amonio como fuente de nitrégeno. No licuan la gelatina, no
fermentan el glicerol, no atacan las proteinas coaguladas y no forman indol.

Producen la rapida y completa coagulacion de la leche sin formacion de
gas. La fermentacion de la glucosa, lactosa, levulosa, fructosa y galactosa esta
marcada por la acidificacion de la leche. No producen &cidos a partir de ramnosa,
glicerol, eritriol, adonitol. (Deguchi, et al., 1985) se interesaron en la sintesis de

vitaminas por las bifidobacterias de origen humano: tiamina (B;), riboflavina (By),
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Bs, acido folico (Bg), Bi» y é&cido nicotinico. Cinco de esas vitaminas (con la
excepcion de la riboflavina) son sintetizadas por muchas especies y en gran
cantidad, sobre todo Bg, By y B1,. Algunos autores sostienen que B. bifidum y B.
infantis son muy buenos productores de vitaminas, mientras que B. breve y B.
longum sintetizan pequeiias cantidades y B. adolescentis no sintetiza ninguna de

esas vitaminas (Bg, Bg y B12).

La produccion de vitaminas B, y B¢ por B. longum es elevada. B. breve y B.
infantis se caracterizan por su elevado nivel de produccién de &cido nicotinico y

biotina, respectivamente.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Procedencia de la muestra experimental

Las muestras fueron recolectadas en diferentes ciudades, debido a que
cada una de las bebidas seleccionadas para este estudio se elabora de manera
diferente en cada regién. El aguamiel se obtuvo del Ejido la Leona que pertenece
al municipio de Ramos Arizpe Coahuila, el pozol blanco fue elaborado
artesanalmente en el laboratorio de Alimentos de la UAAAN, el pozol negro
recolectado en la ciudad de Villahermosa Tabasco, las muestras de sotol fueron

proporcionadas por el Departamento de Investigacion en Alimentos de la UA de C.

3.2 Obtencion de la muestra

Un total de 5 muestras de bebidas fermentadas fueron sometidas a
estudio. Los tipos de productos analizados fueron, agua miel, pozol blanco, pozol
negro, sotol filtrado y sotol sin filtrar.

Estas muestras se dejaron fermentar a temperatura ambiente, tomando

medidas de pH y °Brix.

3.2.1 Medicibn de pH de las muestras

A cada una de las materias primas se les determiné el pH mediante una tira
reactiva (HACH) y mediante un pH-metro (Hanna Instruments, H1233), el cual fue
calibrado con soluciones buffer pH 4, 7 y 10 (AOAC, 1980).
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3.2.2 Medicién de °Brix

Los grados Brix, se obtuvieron mediante el empleo de un refractometro de
mano (ATAGO), colocando directamente una gota de muestra en el prisma y

visualizando el valor de la medicién a través del ocular.

3.2.3 Adaptacion de jarras de anaerobiosis

Se emplearon reactores anaerobicos de capacidades de 275 mL y de 3 L.
Para lograr un estado anaerobico se le introdujo nitrégeno para poder desplazar el

oxigeno, el tiempo dependi6 del tamafio de los reactores.

3.3 Medios y condiciones de cultivo

3.3.1 Cultivo en medio liquido

Todos los microorganismos aislados en este estudio fueron directamente
propagados en medios MRS cuya composicion por litro se presenta en el cuadro 7

(Deman, Rogosa y Sharpe 1960):
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Cuadro 7. Composicion quimica del medio de cultivo liquido MRS

Componente g/L
Proteosa peptona 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Glucosa 20
Tween 80 1mi
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Fosfato dipotasico 2

El medio de cultivo se prepar6 de la siguiente manera: se disolvieron 51 g
en 1 litro de agua destilada y afiadié 1 ml de Tween 80 (Fluka ). Posteriormente se

esteriliz6 en una autoclave a 121 °© C/15 Lb durante 15 minutos.

3.3.2 Cultivo en medio solido

El Agar MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un
medio que pudiera evidenciar un buen crecimiento de Lactobacilos y otras

bacterias acido lacticas.
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3.3.2.1 Fundamento

El medio de cultivo permite un abundante desarrollo de todas las especies
de Lactobacilos. La peptona y glucosa constituyen la fuente de nitrégeno, carbono
y de otros elementos necesarios para el crecimiento bacteriano. EI magnesio,
manganeso y acetato, aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de algunos
microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias Gram negativas. (Deman, Rogosa y Sharpe 1960): El

Cuadro 8 presenta la composicion del agar MRS empleado en el estudio.

Cuadro 8: Composicion del medio de cultivo solido (MRS)

Componente g/L
Proteosa peptona 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Glucosa 20
Tween 80 1ml
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Fosfato dipotasico 2
Agar 13
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Este agar se preparé de la siguiente manera: se disolvieron 61 g en 1 litro
de agua destilada y se afiadi6 1 ml de Tween 80 (Fluka).Posteriormente se
esterilizd6 en una autoclave (AESA) 121°C/15 Lb, durante 15 minutos (Deman,

Rogosa y Sharpe 1960).

Las cepas aisladas se cultivaron en caldo y/o agar MRS las cuales fueron
incubadas a 37 °C por un tiempo de 18-24 h bajo una atmodsfera anaerobica. Para

la conservacion a largo plazo, se liofilizaron.

La liofilizacién es el proceso que consiste en congelar rapidamente una
suspension de microorganismos y eliminar el agua como vapor de agua
directamente del hielo sin pasar por el estado intermedio liquido. Consta de tres
fases: sobre-congelacion, desecacion primaria y desecacion secundaria. El
sistema requiere tres componentes: mecanismo de congelacién, bomba de vacio y

una trampa de agua.

3.4 Aislamiento de cepas probidticas

La cepas fueron aisladas en caldo MRS a partir del agua miel, pozol
blanco, pozol negro, sotol filtrado y sotol sin filtrar e incubada a 37 durante 24
horas en condiciones de anaerobiosis. Después se tomé 1 mL de caldo MRS.
Trascurrido el tiempo se inoculé 0.1 mL en placas de Petri con agar MRS 'y

fueron incubadas a 37<C durante 24 hrs en condicio nes anaeroébicas.

Posteriormente se tomo una colonia de cada muestra y se inocul6 en cajas
petri con agar MRS por la técnica de estria por agotamiento, con la finalidad de

obtener colonias aisladas.
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3.5 Purificacion y seleccion de cepas probioticas

Las colonias obtenidas de cada una de las muestras se sembraron en agar
MRS. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, respectivamente, en una
atmosfera anaerdbica. Esta transferencia se realiz6 por duplicado. Se
seleccionaron 2 colonias de cada muestra del agar MRS y se propagaron dos
veces mas para asegurar la pureza del cultivo. Las colonias purificadas se
resembraron en agar MRS y se les realiz6 la tincion de Gram y la prueba de
catalasa (Murray, et al., 1994). Las bacterias que presentaron la morfologia

microscoépica y metabolismo bioquimico de una bacteria BAL fueron liofilizadas.

3.5.1 Caracterizacion microscoépica

Las cepas aisladas fueron microscopicamente caracterizadas a través de la
tincion de Gram.

Esta coloracion permite la clasificacion de las bacterias en Gram positivas y
Gram negativas segun la composicién de su pared celular. Por esto el complejo de
color formado con la pared de las bacterias Gram positivas no puede ser removido
con el agente decolorante que es el alcohol acetona. La célula permanece de color
azul violeta, en cambio las bacterias Gram negativas, al decolorarse con el alcohol
acetona, se dejan colorear con la fuscina 6 safranina, quedando de color rosado.

La metodologia se presenta en el Anexo A (Merck, 2005).

3.6 Identificacion de los microorganismos mediante pruebas
bioquimicas
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3.6.1 Catalasa

Esta prueba bioquimicas se utiliza para comprobar la presencia del enzima
catalasa que se encuentra en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que contienen citocromo. Entre estas bacterias se encuentran una
parte considerable de las alterantes de los alimentos frescos almacenados en
aerobiosis en refrigeracion. La metodologia se presenta en el Anexo B (Fung,
1997).

3.6.2 Identificacion bioquimica de microorganismos mediante el sistema API

El sistema API 20 A permitié estudiar rapida y facilmente 20 caracteres
destinados a la identificacion bioquimica de las bacterias anaerobias. Otros
caracteres, tales como el crecimiento en agar en profundidad, aspecto de las
colonias, morfologia celular y coloracion Gram, deben ser determinados e

integrados en la metodologia que se emplea para una completa identificacion.

La galeria APl 20 A incluye 20 microtubos que contienen substratos
deshidratados. Los microtubos se inocularon con una suspension bacteriana que

reconstituyen los medios.

Las reacciones que se producen durante la incubacién se traducen en
cambios de color, espontaneos o bien provocados mediante la adicion de
reactivos. La interpretacion de estas reacciones se realiza con la ayuda de la tabla
de identificacion, y el reconocimiento se consigue mediante un software de

identificacion (Anexo C).
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3.6.2.1 Preparacion del inéculo

Con la ayuda de un asa se extrajeron todas las colonias obtenidas sobre el
MRS. Se utilizaron cultivos puros y jovenes de (18-24 horas) y posteriormente se
emulsifico las bacterias frotando el asa estéril mediante rotaciones contra la pared

de la ampolla hasta ver turbidez de la suspension.

3.6.2.2 Preparacion de la galeria

Reunir fondo y tapa de wuna camara de incubaciébn vy repartir
aproximadamente 5 ml de agua destilada o desmineralizada (agua sin aditivos ni
derivados susceptibles a liberar gases ej. Cl,, CO,) en los alveolos para crear una
atmosfera humeda. Inscribir la referencia de las cepas en la lengueta lateral de la
camara. Posteriormente se saca la galeria API 20 A de su envase y se deposita en
la cdmara de incubacion.

Con la ayuda de una pipeta estéril, inocular la galeria con la suspensiéon API 20
A Medium preparada, evitando la formacioén de burbujas al inclinar ligeramente la
galeria.

- Parael test GEL, llenar el tubo y la cupula
- Para el test IND, llenar solamente el tubo con APl 20 A Medium vy llenar la

cUpula con aceite de parafina, para evitar la evaporacion del indol formado.

Cerrar la camara de incubacién y cultivar durante 24 horas a 36 °© C en en
condiciones anaerobicas, en tarro o en bolsa individual.
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3.7 Pruebas de actividad probidtica“ in vitro ”

Las pruebas de actividad probidtica in vitro que se realizaron a las bacterias

seleccionadas fueron las siguientes:

3.7.1 Tolerancia de la capacidad de crecimiento a  diferentes pH’'s

Las cepas seleccionadas fueron cultivadas en cada reactor el cual contenia
10 ml de caldo MRS a pH 6,5 e incubados a 37 C durante 24 h. Posteriormente
éste cultivo se empleé como iniciador (0.1 mL) en un medio MRS ajustando el pH
a 2.5,3.0y4.0 con HCI 2.2 N. La sobrevivencia a las diferentes condiciones se
midi6 a las 24 h de incubacibn a 37 °C, en condiciones anaerobicas.

Posteriormente se realiz0 la siembra en las placas con agar MRS.

3.7.2 Tolerancia de la capacidad de crecimiento ad iferentes temperaturas

La prueba de tolerancia de las cepas a las diferentes temperaturas se
realizé de la siguiente manera: se inocularon 0.1mL de un cultivo de 24 h de las
bacterias a probar en 20 ml de caldo MRS en cada una de las cepas aisladas. La
sobrevivencia a las diferentes condiciones se midio a las 24 y 48 hrs de incubacion
a temperaturas de 40C, 50C y 60 °C, en condicione s anaerobicas.
Posteriormente se observo crecimiento en las placas de agar MRS donde fueron

sembradas.
3.7.3 Capacidad de coagulacion de la leche
Para la seleccion de los microorganismos con capacidad de coagulacion de

la leche se tomaron 10 ml de leche estéril (Lala) con un pH 6.5, fueron inoculados
con 1mL cultivo de cada una de las cepas a ensayar provenientes de un cultivo
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de 24 h se incubaron a 37 °C, sin agitacion durante 3 dias; pasado el tiempo de

incubacién se observara la formacion o no de un coagulo uniforme.

3.7.4 Crecimiento en medios hostiles

Los ensayos se realizaron modificando el método propuesto por Suscovic
(1999). Para ello las cepas se cultivaron en caldo MRS, y también se preparo
caldo verde brillante ajustando el pH a 3 (HCI 2.2N), con una concentracion de 2
% de bilis de buey.

Todos los ensayos se realizaron a 37 °C, sin agitacion durante 24 horas, el

crecimiento se observo sembrando en placas con agar MRS.

3.7.5 Inhibicién de microorganismos patégenos por las cepas seleccionadas

Las muestras que presentaron alta tolerancia a pH acido se seleccionaron
para determinar su capacidad inhibitoria contra patdégenos. La prueba de inhibicion
se realizd con los siguientes microorganismos: Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella spp. y E aerogenes.

El ensayo se realiz6 modificando el método propuesto por Suscovic et al.,
(1999). Para ello cada una de las cepas seleccionadas se cultivaron en caldo MRS

sin agitacion durante 24 horas en condiciones anaergbicas.

Las bacterias patégenas se sembraron en agar nutritivo utilizando el
método de estria entrecruzada para obtener mayor crecimiento en toda la caja, la

actividad antimicrobiana se determino mediante la técnica de difusiébn en agar
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utilizando discos impregnados con las cepas aisladas. Las cajas se incubaron

bajo condiciones aerobias a 37 T durante 24y 48 h.

3.7.6 Prueba de sensibilidad de las cepas a los ant  ibidticos

Se utilizé el método de difusion en agar con discos, para ello se sembro
cada una de las cepas seleccionadas en caldo MRS sin agitacion a 37 © C

durante 24 horas.

Los antibidticos fueron evaluados utilizando discos de papel filtro con un
diametro de 5 mm, previamente esterilizados. Estos discos fueron colocados
utilizando una pinza estéril para su manipulacion, sobre las placas inoculadas. Las
placas fueron incubadas en jarras de anaerobiosis a 37 °C durante 24-48 h,

después se determind la presencia o ausencia de halos de inhibicion.

Un total de 4 antibidticos se utilizaron para testar la susceptibilidad a
antibidticos:
* Bencipenicilina ( 600000 ul/mL)
* Ampicilina (500 mg/mL)
» Tetraciclina (250 mg/mL)

» Trimetoprim-sulfametoxazol (160mg/ml y 800 mg/ml respectivamente).
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3.7.7 Estabilidad en el paso por el estbmago

Como el pH del estomago humano es de 2.5 y el tiempo medio desde que
un alimento entra hasta que sale del estomago son 90 minutos, se evalud la
capacidad de los microorganismos aislados a sobrevivir en medio acido. Para
evaluar la capacidad del microorganismo de sobrevivir en este medio se ajusto el
pH a 2.5, con acido acético, sometiendo la cepa aislada a esta acidez durante
cuatro horas. De la misma manera que se evaluo la tolerancia de microorganismo
a la accion del pH, se evalud la resistencia a las sales biliares a una

concentracion de 2 % de bilis de durante 4 horas.

GARCIA LOPEZ, 2010 61



AISCAMIENTO DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS APARTIR DE
BEBIDAS FERMENTADAS (AGUAMIEL, SOTOL ¥ POZOL)

4. Resultados y Discusiones

4.1 Fermentacion de sotol, agua miel y pozol

Durante el periodo de la fermentacion se monitoreo el pH y grados Brix con
la finalidad de observar el comportamiento de los posibles microorganismos que
se presentaron en las muestras, por lo tanto, en cada muestreo se esperaba la

disminucion del los azucares.

La figura 1 muestra los resultados obtenidos de pH, donde se puede
observar que en cada una de las muestras este parametro fue disminuyendo
hasta llegar a un valor de pH 3 esto nos indica que en cada una de las muestras
existe actividad microbiana, que dado a que contienen diferentes tipos de
azucares fermentables. Por lo cual coinciden los resultados con algunos reportes
en la literatura donde nos indican que las bebidas fermentadas contienen
microorganismos benéficos como las bacterias lacticas, que son las primeras en
desarrollarse y que estan presentes durante todo el proceso fermentativo. Se trata
de una poblacion mixta, con diferentes capacidades fermentativas y de asimilacion
de azucares. Ellas son las responsables de la acidificacion (llega a tener un valor
de pH cercano a 3-4), ya que producen acido lactico, el que imparte un sabor
fresco y agradable al producto; de ellas destacan las amiloliticas como

Lactobacillus acidophilus y L. crispatus (Diaz-Rui,z et al., 2003).

También se observo el consumo de azucares fermentables a través de la
determinacion de sodlidos solubles totales (Brix) de cada muestra analizada
durante la fermentacion. El valor de Brix dependiéo del tipo de materia prima
empleada. La figura 2 muestra la disminucion de los Brix para cada muestra esto
nos indica que contienen diferentes concentraciones de azucares, esta
disminucion se debe a que existen microorganismos que degradan los azucares

como su principal fuente de carbono son los azucares amiloliticas. Para las
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muestras de de sotol sin filtrar y pozol blanco los azucares fueron bajos debido a
gue estas no contenian un alto nivel de azucares. Para las muestras de pozol
negro, aguamiel, sotol filtrado su cantidad de solidos solubles fue de (10-13 Brix)

por lo cual en el proceso de la fermentacién llegaron a un nivel de 6 Brix .

== sotol sin filtrar

T
s 4 ? ——pozol blanco
3 - aguamiel
5 == pozol negro
—t=sotol filtrado
1 -
0 T T T 1
0 2 4 6 8
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Figura 1. Cinetica de disminucién de pH durante el proceso fermentativo de las materias
primas
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Figura 2. Cinetica de disminucién de °Brix durante el proceso fermentativo de las
materias primas

4.2 Aislamiento de las cepas probidticas

La inoculacion en las placas de agar MRS produjo crecimiento microbiano
con la morfologia macroscopica que se presenta en el cuadro 9; en el cual
podemos observar que la mayoria de las cepas obtenidas presentaron una forma
circular, borde redondo, color blanco y tamafio grande, medianas y chicas y con
una elevacion convexa y plano. Stanier (1988) reporta que las bacterias BAL
deben presentar un borde redondo, tamafio pequefio y sin coloracion, por lo que
se obtuvieron una de cada bebida fermentada analizada coincidié con estas

caracteristicas; estas fueron seleccionadas para su posterior purificacion.
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Cuadro 9. Morfologia macroscoépica de las cepas aisladas

Muestras Tamafio Forma Borde Elevacion | Olor | Color

Aguamiel Medianas | Circular | Redondo | Convexa | Acido | Blanco
Pozol blanco Chicas Circular | Redondo | Plano Acido | Blanco
Pozol negro Chicas Circular | Redondo | Plano Acido | Blanco
Sotol filtrado Medianas | Circular | Redondo | Convexa | Acido | Blanco
Sotol sin filtrar Grandes | Circular [ Redondo | Convexa | Acido | Blanco

4.3 Purificacion y seleccion de cepas

De cada una de las cajas Petri inoculadas con las muestras de las bebidas

fermentadas se aislo 1 colonias bacteriana para su purificacion, obteniéndose en

total 5 colonias puras con las caracteristicas morfolégicas deseadas.

Para su purificacion se resembraron mediante la técnica de estriado por

agotamiento por el cual fueron incubados en anaerobiosis a 37<C por 24 hrs. Las

colonias purificadas se identificaron preliminarmente como bacterias acido lactico

(BAL) considerando los criterios que las identifican como Gram positivas, catalasa

negativas y con forma bacilar o esférica (Stanier et al., 1997).
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D B

Figura 3. Morfologia microscopica de los microrganismos obtenidos de diferentes
bebidas fermentadas. A) pozol blanco, B) sotoal filtrado, C) sotol sin filtrar, D) aguamiel

y E) pozol negro

En la figura 3 A se observa la cepa obtenida de la muestra de pozol blanco,
la cual present6 una morfologia de cocos y Gram +. En la figura 3B se observa la
cepa de la muestra de Sotol filtrado la cual presentdé una morfologia de bacilos
pequefios y Gram +, la figura 3C presenta la cepa obtenida de la muestra de Sotol
sin filtrar con una morfologia de bacilos largos y Gram +, en la figura 3D se
observa la cepa de la muestra de Aguamiel que presentdé una morfologia de
bacilos cortos y Gram +, en la figura 3E se observa la cepa de la muestra de

pozol negro presentd una morfologia de cocos y Gram +.
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Este tipo de morfologia coincide con el de las cepas reportadas en las
investigaciones de Suarez et al., 2008., quienes trabajaron con bacterias acido
lacticas y mencionaron que las cepas presentaron una morfologia de bacilos y
cocos Gram positivos.

De las cepas obtenidas, Se realiz6 una seleccibn de las cepas que
cumplieran con las caracteristicas reportadas por Suarez et al., (2008). Las cepas

seleccionadas se codificaron segun su procedencia (cuadro 10).

Cuadro 10. Cadigo de identificacion de las cepas aisladas

Muestra Cddigo de identificacion de las cepas
Aguamiel . |Am
Sotol filtrado Sf

Sotol sin filtrar Ssf

Pozol blanco Pb

Pozol negro Pn

4.4 ldentificacion de los microorganismos mediante pruebas
bioquimicas

4.4.1 Prueba de catalasa

Todas las cepas de (Am, Sf, Ssf, Pn y Pb) resultaron negativa para la
prueba de catalasa, similares resultados con las investigaciones de Carlos et al.,
(2008), quienes trabajaron con bacterias acido lacticas presentaron resultados
catalasa negativa. Debido a que las bacterias acido lacticas carecen de citocromos
gue son compuestos porfirinicos, que al no sintetizarlos, estas bacterias forman

colonias de color blanco-lechoso. La catalasa (enzima que destruye el H>O,)
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necesita un grupo porfirinico y, por tanto, este tipo de bacterias no tiene este

enzima, lo que permite la identificacion del grupo.

4.4.2 ldentificacion de los microorganismos median te pruebas bioquimicas

El sistema APl 20 A se emplea galerias que contienen 20 medios de
cultivo con diferentes carbohidratos, la identificacion se basa en la habilidad de la
cepas bacteriana para fermentar algunos de los diferentes carbohidratos. Durante
la fermentacién, el catabolismo de los glacidos produce acidos organicos que
hacen virar el indicador del pH, pasando el medio de color violeta a color amarillo
(prueba positiva). La identificacion de los microorganismos aislados en este
estudio, el sistema APl 20 A, bioMérieux® permite la identificacion de bacterias
lacticas mediante la determinacion del perfil de fermentacion de carbohidratos

caracteristico para cada bacteria

Los resultados obtenidos constituyen el perfil bioquimico de la cepa los

cuales fueron empleados para su identificacion (figura 4).
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Figura 4. Identificacién bioquimica de las cepas aisladas utilizando el sistema API

La los cepas bacterianas seleccionadas fueron identificados a nivel de
género significativo: Bifidobacterium spp 2 con un porcentaje del 99. 5% para las
cepas de Am, Sf, para la cepa de Pn con un porcentaje 99.0% vy la cepa de Pb

con un porcentaje de 40% y la cepa de Ssf teniendo un porcentaje menor a 30%.

Estas diferencias pueden ser debidas en su mayoria a la falta de
reproducibilidad de las tiras API, ya que el considerar una prueba como negativa
y/o positiva provoca grandes variaciones en la identificacién del microorganismo
ensayado (Collado, 2004). También se sugiere que las diferencias se deben a que
la base de datos del método o sistema API no esté actualizada con respecto a la
taxonomia mas reciente lo que conducira a una errénea identificacion o a

resultados confusos (Nigatu y Boyd, 2000).
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45 Pruebas de actividad “ in vitro”

4.5.1 Tolerancia de la capacidad de crecimiento ad iferentes pH’s

Para garantizar la sobrevivencia de las bacterias acido lacticas a las
condiciones existentes en el tracto gastrointestinal de los humanos es necesario

probar su estabilidad a pH acido y sales biliares (Fuller, 1992).

En esta etapa los microorganismos analizados sobrevivieron a los pH’s
ensayados ver (cuadro 11). Se observo que a los tres pH’s hubo crecimiento en
las cepas aisladas, esto nos indica que pueden sobrevivir al tracto gastrointestinal

ya que el pH promedio del acido del estomago es de 2.5.

Cuadro 11. Resistencia a pH’s

H's 2.5 pH 3 pH 4pH
cepas
Am + + +
Ssf + + +
Sf + + +
Pb + + +
Pn + + +

No hay crecimiento
+  Hay crecimiento

Estos resultados coinciden con la literatura, ya que nos indica que en el
estomago es posible encontrar cantidades importantes de Lactobacillus spp
(Suarez et al., 1991). Las cepas aisladas, pudieron crecer en pH 2.5, ya que
existen reportes que indican que otras cepas Lactobacilos como la M92 de
Lactobacillus acidophilus solo pueden sobrevivir durante 3 hrs a un pH de 3,

produciendo luego la lisis del 60% de la poblacion inicial (Suskovic et al., 1997).
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4.5.2 Tolerancia de la capacidad de crecimiento ad iferentes temperaturas

La tolerancia de sobrevivencia de microorganisnmos a diferentes
temperaturas puede ser utilizada para elaborar alimentos fermentados, (Héller y
Knut, 2008), se deben considerar varios factores que pueden influir en la
capacidad de los probioticos para sobrevivir en el producto y volverse activos
cuando entran al tracto gastrointestinal del consumidor.

Las cepas aisladas resistieron a temperatura de 40, 50 y 60 °C (cuadro 12).

Cuadro 12. Crecimiento a las diferentes temperaturas

Temperatura

40C + + + + +
50C + + + + +
60C - - + + +

No hay crecimiento
+ Hay crecimiento

El cuadro 12 muestra como las 5 cepas aisladas se desarrollan a las
temperaturas elevadas, se pudo observar que hubo crecimiento a la temperatura
de 40C a las 24h y después de las 48 h se observa crecimiento a la temperatura
de 50T en las cinco cepas, las cepas que resistier on a la temperatura de 60T en
un periodo de incubacion de 48h fueron las aisladas de aguamiel , sotol filtrado y
sotol sin filtrar. Las cepas de probidticos no solo deben cumplir con el criterio de
supervivencia, sino también con el criterio de fermentacion y de tener una

interaccion armoniosa con la cepa bacteriana utilizada como cultivo iniciador.
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Ledn et al.,( 2006) observo crecimiento microbiano a temperaturas de
50C, 60C y 70C con bacterias acido lacticas do nde tuvo supervivencia
adecuada a los tratamientos térmicos. L. alimentarius, L. lactis y Enterococcua sp
tuvieron conteos mayores a 300 UFC después de ser sometidas a las
temperaturas.

La termoresistencia de algunas cepas de bacterias acido lacticas que les
permite sobrevivir al tratamiento térmico es importante ya que estas puede ser

utilizadas como cultivos inhibidores de microorganismos patdgenos.

4.5.3 Crecimiento En Medios Hostiles

Con respeto a las sales biliares, algunas cepas de Lactobacillus no crecen
en presencia de sales conjugadas de la bilis, pero si en presencia de sales
deconjugadas (Suskovic et. al, 1997).

En las cepas aisladas en este trabajo pareciera que la situacion es
diferente, ya que la que utilizamos fue del caldo verde brillante la cual contiene un
porcentaje de 2%, (cuadro 13).

Cuadro 13. Resistencia a medios hostiles

Bilis 2%
Cepas
Am
Ssf
Sf
Pb
Pn

- No hay crecimiento
+ Hay crecimiento

+ |+ [+ +
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En el cuadro 13 se muestran los resultados obtenidos; se puede observar
crecimiento de todas las cepas después de 24 h de incubacion a condiciones
anaerbbicas. Este resultado podria implicar que las cepas examinadas poseen
actividad hidrolitica para las sales biliares; en relacion a este punto las opiniones
son contradictorias: hay autores que opinan que la presencia de la actividad
hidrolitica para las sales biliares no es deseable en una bacteria probiotica ya que
podria disminuirse la concentracion de sales conjugadas a niveles por debajo de
los necesarios para la optima digestion y absorcion de los lipidos. Ademas las
formas deconjugadas pueden sufrir una modificacion posterior y se suponen
participan en procesos responsables en el desarrollo de cancer de colon (Suskovic
et. al, 1997). Sin embargo, en ensayos in-vitro Jacobsen et al., (1999) reportan
gue los Lactobacilos analizados tienen buena tolerancia a sales biliares al 0.3%.

A pesar de que la inhibicion es importante en la totalidad de las cepas
ensayadas en medios hostiles, es importante destacar que en este caso se probo
la habilidad de las cepas a crecer en dichos medios hostiles mas que su

resistencia a esas condiciones adversas.
4.5.4 Seleccion de microorganismos de coagulaciond e laleche
Pensando que las cepas aisladas podrian a futuro emplearse en

elaboracion de leches fermentadas con probidticos, se evalud si las cepas podian

coagular la leche (cuadro 14).
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Cuadro 14. Coagulacién de la leche

Coagulacion 24 h 48 h 72 h
Cepas
Am + + +
Ssf + + +
Sf + + +
Pb + + +
Pn + + +

- Sin coagulacién
+ Con coagulacion

En el cuadro anterior se observo que las 5 cepas analizadas coagularon
la leche en 24 h presentando un coagulo liso, homogéneo y con un poco de suero,

estos valores de tiempo de coagulacion son parametros Utiles a nivel tecnolégico.

La capacidad acidificadora de las cepas en leche, es la habilidad de
producir &cido lactico a partir de la lactosa de la leche. Esta caracteristica es una
de las principales funciones de un cultivo iniciador, ya que participa en la
coagulacion, en las caracteristicas organolépticas y también en la inhibicion de

microorganismos indeseables (Kashet, 1987).

Las cepas de bacterias acido lacticas pueden ser clasificadas en lentas o
rapidas segun su capacidad de crecer en leche a la temperatura de fabricacion
(21-30C) (Reinheimer, 1997). Las cepas rapidas son capaces de coagular la
leche en 24 horas y las cepas lentas en mas de 48 horas. Otro criterio usado
comercialmente indica que las cepas rapidas disminuyen el pH de la leche fresca
a 5,8 durante un lapso menor a ocho horas. Observando el patron de coagulacion
de las cepas probadas se puede decir que son rapidas ya que coagularon la leche

en 24 horas.
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4.5.5 Inhibicion de Microorganismos Patégenos Sobre las Cepas Aisladas

Otro de los requisitos basicos de las bacterias con potencial probiético es

que presenten antagonismo contra bacterias patégenas.

El experimento de inhibicion de microorganismos patdégenos por cepas
probidticas se estudio un disefio de bloques completo con 8 repeticiones, se
utilizo un arreglo factorial donde los factores fueron: cepa probidtica 5 niveles
(Am, Sf, Ssf, Pb, Pn), microorganismos patégenos con 4 niveles (E. coli, E.
aerogenes, S. aureus y Salmonella). Se realizo ANOVA y donde fue necesario se
realizo la prueba de comparacion de medias de Tukey resultados se muestran en

el cuadro 15y en el anexo E.

Cuadro 15. Resultados estadisticos de la Inhibicion de cepas probioticas contra

patégenos
Probabilidad
Repeticion 7 131.6 18.8 5.17 <0.0001
Cepa. Probiotica 4 471.4 117.85 32.42 <0.0001
Patogeno 3 37.4 12.467 3.43 0.019
C. probidtica* Patégeno 12 304.6 25.383 6.98 <0.0001
Error 133 483.4 3.6345 | ----mmmmemeen | e
Total 159 | 1428.4 | -------m-m-mem | mmmmemmen | e
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En la figura 5 se observo que las cepas mas resistentes fueron las Ssfy
AM, la cepa con las mismas letras que en este caso son Sf, Pb y Pn no son
significativamente diferentes entre ellas mismas pero si significativamente
diferentes a las cepas de Ssfy Am

En la grafica 6 se observo que la cepa mas sensible fue la Salmonella y E.
coli, los demas microorganismos patégenos S. aureus y E. aerogenes no fueron
significativamente diferentes, pero si hubo diferencia significativa contra las

Salmonellay E. coli.

En los Ultimos afios en diversas investigaciones se ha demostrado el efecto
antagonico que poseen varias especies de probioticos sobre microorganismos de
deterioro de alimentos y de patégenos intestinales. Describen resultados
similares, ellos detallan que algunas cepas de Lactobacillus rhamnosus, inhiben
ampliamente a las bacterias Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia
coli y Yersinia enterocolitica, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri (Calderon
et al., 2007).

Esta diferencia de comportamiento puede ser debida al efecto de las
diversas sustancias producidas por bacterias acido lactico ademas de las
bacteriocinas, como acidos organicos (acido lactico y acido acético), peroxido de
hidrogeno, diéxido de carbono; asi como la produccion de otros compuestos
antimicrobianos como el diacetilo, el acido piroglutamico, etc. Se ha comprobado
gue el diacetaldehido es mas efectivo contra bacterias Gram negativas, levaduras

y hongos que contra bacterias Gram positivas (Calderon et al., 2007)
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4.5.6 Prueba de Sensibilidad de las Cepas Aisladas a los Antibioticos

Con frecuencia las personas afectadas por diarrea de origen microbiano,
son tratadas con antibidticos, que no solo pueden afectar a los patdgenos sino
también a microorganismos normales del huésped. Entre estos Ultimos podrian
estar los probiéticos es por ello que otra propiedad deseable hasta cierto punto es
gue sean resistentes a antibiéticos. Por esta causa se probé la sensibilidad de las

cepas frente a cuatro antibiéticos normalmente usados.

Ellos fueron bencilpenicilina, ampicilina, tetraciclina y trimetroprin -

Sulfametoxazol (Cuadro 16).

Cuadro 16. Sensibilidad de cepas a los antibiéticos

Tetraciclina
0.25 mg/ mL

Bencilpenicilina
600ul / mL

Ampicilina
0.5 mg/mL

Trimetropim

Sulfametoxazol
0.16/0.8 mg/ mL

Am - - + +
Pb - + + +
Pn - + + +
Sf - - + +
Ssf + + + +

- Sin crecimiento
+ Con crecimiento

En el cuadro anterior se observo que las cepas resistieron a 3 antibioticos
de 4 que se probaron. Solo la cepa de Ssf resistié a la bencilpenicilina, las cepas
de Am y Sf fueron las mas sensibles a bencipencilina y ampicilina. Para el caso de
la tetraciclina todas las cepas resistieron a una concentracion de 0.25 mg/ mL y en
el antibidtico de trimetroprim y sulfametaxazol resistieron a concentraciones de
0.16/0.8 mg/ml.
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Resultado similares han sido reportados por otros autores (Suskovic et
al., 1997). Quienes probaron la resistencia de la cepa Lactobacillus acidophilus
M92 encontrando que fue resistente contra trimetroprin - sulfametoxazol en
cantidades de 25 pg, sin embargo, para el caso de la Ampicilina su cepa fue

sensible a concentraciones tan pequefias como 0,5 pg.

No se encontrd, resistencia a bencipenicilina, sin embargo para el caso de
tetraciclina hubo resistencia a partir de concentracion de 0.25 mg/ mL. No
obstante, algunos estudios reportan cepas de L. acidophilus y L. casei resistentes

a bencipenicilina y tetraciclina. (Cérdoba, 2009)

La L. casei cepa Shirota también presenta resistencia algunos
antibioticos como son: bencipencilina a concentraciones de 0.34 pg/ mL, a la

tetraciclina a una concentraciéon de 1.56 pug/ mL (Yakult, 2000)

Basados en estos descubrimientos, la administracion oral de L. casei
Shirota no contribuye al desarrollo de resistencias a antibidticos en bacterias que
potencialmente pueden contribuir al desarrollo de infecciones intestinales (Yakult,
2002)

El empleo de estas bacterias, resistentes a algunos antibidticos es
interesante en la manufactura de productos lacteos como por ejemplo las leches
fermentadas sobre todo si hay residuo de antibiéticos como consecuencia de
terapias en los animales, ya que pueden afectar el desarrollo de las bacterias
acido lacticas que se emplean como iniciadoras lo que podria permitir el
desarrollo de bacterias indeseables como Staphilococcus aureus o Salmonella
(Mejia Rodriguez, 2007 y Suskovic et al., 1997).

Por otro lado es importante sefialar, que hay autores que consideran que

la resistencia a los antibioticos no es una propiedad deseable en probioticos, ya
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gue por intermedio de plasmidos podrian transferirse a bacterias patdgenas
presentes en el intestino del huésped creando situaciones no deseables para la

salud.

4.5.7 Estabilidad en el Paso por el Estomago y Res istencia a Sales Biliares

Cada una de las cepas aisladas resistio en las condiciones de pH 2.5 por
90 minutos que es el pH del estomago humano y el tiempo medio desde que un
alimento entra hasta que sale del estomago (O ‘Sullivan, et al., 1992). Los
resultados obtenidos fueron positivos ya que hubo crecimiento para las cinco
cepas aisladas, a las cuatro horas de haberlas expuestas esas condiciones,
(cuadro 17).

Cuadro 17. Estabilidad del estomago y resistencia a sales biliares

Bilis 2.5pH 2% de bilis
Cepas
Am + +
Ssf + +
Sf + +
Pb + +
Pn + +

- Sin crecimiento
+ Con crecimiento

En el cuadro 17 se observo el crecimiento en el pH 25 y a una
concentracion de 2 % de bilis de todas las cepas (Am, Sf, Ssf, Pb y Pn), estos
fueron a través de la siembra en cajas de agar MRS. Con este experimento
podemos deducir que las cepas aisladas pueden ser utilizadas para elaborar
producir un alimento adicionado estas bacterias ya que podrian transitar en el
aparato digestivo y facilitando de este modo la colonizacion del tracto

gastrintestinal .
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De la misma manera estos microorganismos resistieron en sales biliares
evaluadas con el caldo verde brillante durante 4 horas lo cual coincide en las

investigaciones de (Mejia Rodriguez, 2007).
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5. Conclusiones

En el presente trabajo se lograron obtener 5 cepas aisladas de bebidas
fermentadas elaboradas artesanalmente (aguamiel, pozol negro, pozol blanco,

sotol filtrado y sotol sin filtrar).

Se ha demostrado la posibilidad de utilizar a las cepas aisladas como

probioticos, basados en la realizacion de algunos experimentos in vitro tales como:

Resistencia a pH 2.5y 3 durante 4 h y a elevadas concentraciones de
sales biliares de 2%. Esto indica que las cepas aisladas podrian llegar viables a su
sitio de accion el colon, después de ser ingerida y pasar a través del tracto

gastrointestinal.

Resistencia de temperaturas de 40 ,50 y 60 T durante 24y 48 h, estas
cepas fueron capaces de coagular la leche a 24 h.

Las cepas aisladas presentan accion antimicrobiana contra
microorganismos patogenos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
spp y Enterobacter aerogenes). También presentaron resistencia a antibioticos
ensayados bencilpenicilina, ampicilina, tetraciclina y trimetroprin — sulfametoxazol,
la Unica cepa que resistio a las cuatro antibioticos fue el Ssf. Las cepas de Sf,

Am, fueron sensibles a ampicilina y bencipencilina.
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ANEXO A

TINCION DE GRAM
Protocolo

* Recoger muestra esteéril

* Hacer el extendido en espiral

» Dejar secar a temperatura ambiente

» Fijar la muestra al calor (flameando 3 veces aprox.)

» Agregar azul violeta (cristal violeta) y esperar 1 minuto. Este tinte dejara de
color morado las bacterias Gram positivas.

» Enjuagar con agua

» Agregar lugol y esperar 1 minuto

» Enjuagar con agua

» Agregar safranina y esperar 30 segundos. Este tinte dejara de color rosado
las bacterias Gram negativas.

» Enjuagar con agua
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ANEXO B

Una prueba de rutina de la catalasa a temperatura ambiente puede hacerse
siguiendo dos técnicas:

1. Método del portaobjetos (recomendado):

* Con el asa de siembra recoger el centro de una colonia pura de 18-
24 horas y colocar sobre un portaobjetos limpio de vidrio.

» Agregar con gotero o pipeta Pasteur una gota de H,O, al 30% sobre
el microorganismo sin mezclarlo con el cultivo.

* Observa la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).

» Desechar el portaobjetos en un recipiente con desinfectante.

» Si se inverte el orden del método (extender la colonia sobre el agua
oxigenada) pueden producir falsos positivos.

2. Método del tubo de ensayo:
* Agregar 1ml de H,0O, al 3 % directamente a un cultivo puro de agar
en slant densamente inoculado.
* Observar la formacion inmediata de burbujas (resultado positivo).
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ANEXO C
SISTEMA API 20 A
atE RESULTADOS
TESTS COMPONENTES (mpicup ) REACCIONESIENZIMAS
ACTIVOE ) HEGATIVD POSITIVG
XYL - mezciar ' 2-2 min + EHR /£ min
1] L-triptofang 0,25 |formacksn o= 1400k amanilio o)
IIRE Irea 1543 |LREasa amarliz-anaranjado rojo
BCP
aLU D-glucasa 196 | acidfcacian [ELUC0s3)
MAN D-mankzl 1,36 | acidificachan [MAKIEI)
LAC [D-lactosa .36 | acidificachin [LACHIEa)
{anigen baving) —
SAC D-5acansa 186 |acidMcacion (SACamsa) plrpura A .;f.'?e
WAL C-manoza 186 |acidfeacian (MALES) -
ZAL sallcina 164 | acidficacidn [SALkna)
XYL C-xiloea 1,84 | acidMficacion [XYLoga)
ARA L-arabingsa 164 | acidficacian [ARADNCE3)
Cifusien
- gelating - ) ) &in diuslan I
|,.-E-| \orgen boving) 0F | hidralisis (profeasa) (GELANG) e pigments (1] de ..I,11:31'1II... e
amariia |2) marnan-nagr (2)
. ascUing 0.3 ) R ) P —
E3C cllrass tErrica 0.1 hidrdlisis I_E'QHDJ!!”ES«], I_ELIEJ"F-EI_I paln ravos UW (36E nm)
fluarascansia | BIn Nuoragcenclia
gcp
GLY glice 182 |acidMicacion (GLYoanal)
CEL C-celoblosa 186 | acidmcacian [CELoDIos3)
MKE C-manosa 186 | acidfcacian (MakasE]
MLz C-melscliosa 136 |acidMcacion (MeLeZrosa) — amarlio / verds-
RAF D-rainosa 216 |acidficacian [RAFNDEa) pap amarliianic
20K D-sortital 218 | acidcacian [SORDE)
RHA L-thamnasa 136 |acidficacian (RHAMNoEA)
TRE O-trenaisa 136 |acidicacion (TREnakEA)
Diespugs 62 30 min al alre llore
Fala en un fubo pasiivn
CAT - CATalasa BUgenclz de pragencla de
burbu)as BUMDL3E
ik i
SPCA - BEDIT3E auzencla oresancla
GRAM - colaracion de Gram rosa violesa
coce - marfologla baclo BOCUE
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ANEXO D
Composicién de API 20 Médium

APl 20 A médium 4 ml | Tripticasa 59
Extracto de levadura 59
Cloruro sodico 259
L- triptéfano 0,29
L- cistina 0449
Hemina (origen porcino) 0,005¢
Vitamina K1 0,01g
Sulfito sédico 0,1g
Agljua desmineralizada pH 6,9-7,3 c¢sp 1000
m
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ANEXO E
CODIGO CEPAS
SISTEMA SAS PROBIOTICAS
PRCEDIMIENTO ANOVA Am 1
Sf 2
clase niveles  valores Ssf 3
c 51,2345 Pb 4
p 4 1,2,3,4 Pn 5
z 2 12
CODIGO DE CEPAS
r 8 1,2,3,4,5,6,7,8 PATOGENAS
E. coli 1
Numeros de observaciones 160 E. aerogenes 2
Sistema SAS S. aureus 3
Variable dependiente : h Salmonella 4
suma de cuadrado de F-
Fuente DF cuadrados media Valor Pr>F
Modelo 26 945 36.346154 10 <.0001
Error 133 483.4 3.634586
Total correcto 159 1428.4
R-
cuadrado Coefvar Raiz MSE h Media
0.661579 15.69102 1.906459 12.15
cuadrado de F-
Fuente DF ANOVA media Valor Pr>F
R 7 131.6 18.8 5.17 <0.0001
C 4 471.4 117.85 32.42 <0.0001
P 3 37.4 12.4666667 3.43 0.019
c*p 12 304.6 25.383333  6.98 <0.0001
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Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para h

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 133
Error del cuadrado medio 3.634586
Valor critico del rango estudentizado 3.91109
Diferencia significativa minima 1.3181

Medias con la misma letra no son significativa diferentes

Tukey

agrupamiento media N P

A 15.125 32 3
B 13 32 1
C 11.25 32 2
C 10.875 32 4
C 10.5 32 5

Prueba del rango estudentizado de tukey (HSD) para h

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 133
Error del cuadarodo medio 3.634586
Valor critico del rango estudentizado 3.679553
Diferencia significativa minima 1.1091
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Medias con la misma letra no son significativa diferentes

Tukey

agrupamiento media N P

A 12.9 40 4
A 12.25 40 1
B 11.75 40 2
B 11.7 40 3
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