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1. INTRODUCCION

La mayoria de las bebidas tradicionales de México son bebidas que se disfrutan
desde la época prehispanica. Su grado de alcohol es minimo, son refrescantes, y su
proceso de elaboracion principal es la fermentacién. Como su nombre lo indica, las
bebidas fermentadas son aquellas que son producidas mediante un proceso de
fermentacion, ya sea de cereales, frutas y/o vegetales. La fermentacion es,
entonces, el proceso quimico que se presenta al dejar reposar cualquiera de estos
ingredientes con un alto contenido de glucosa durante periodos largos y a
determinadas temperaturas dependiendo de la bebida de que se trate. Es en este
punto que se generan las condiciones propicias para que ciertos microorganismos

conviertan la sacarosa en alcohol.

Las levaduras y bacterias tienen un papel importante en nuestros dias ya que a
las diferentes especies y variedades se les han estado dando usos en las
industrias para la elaboracién de alimentos y bebidas. El uso de levaduras y
bacterias, como probio6ticos potenciales, ha sido revisado y es bien sabido que
juegan un papel importante en algunos quesos y leches fermentadas, tienen la
capacidad de disminuir la acidez. Ademas, generan precursores de compuestos
aromaticos, como aminoacidos libres y acidos grasos libres, que contribuyen
significativamente al sabor final. Debido a la interacciébn microbiana positiva que
tienen con otras especies, asi como sus efectos inhibidores contra el deterioro de
los microorganismos en la leche fermentada, las levaduras y bacterias se han
estudiado para su uso como cultivos iniciadores para el desarrollo de nuevos
productos proporcionando probioticos como complementos dietéticos y que
ayudan a mejorar problemas digestivos.

Por lo tanto, los objetivos de esta investigacion fueron aislar e investigar las
posibles propiedades probidticas de las cepas provenientes de bebidas

fermentadas tradicionalmente para tener un impacto en la salud.
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2. OBJETIVOS

2.1 Generales

Aislar levaduras y bacterias de bebidas fermentadas tradicionalmente mexicanas
y evaluar su caracterizacion de potencial probidtico mediante pruebas de

tolerancia al acido estomacal, pepsina y sales biliares.

2.2 Especificos

e Obtener las muestras de Agua miel, pulque, tepache y jugos fermentados

elaborados tradicionalmente en México.

e Aislar cepas de levaduras y bacterias de las bebidas fermentadas en los
medios de cultivo YPD y MRS vy realizar la seleccion y purificacion.

¢ Realizar identificacion microscopica mediante la tincion de Gram y evaluar

sus caracteristicas morfoldgicas.

e Evaluar su caracterizacion del potencial probiotico mediante las pruebas de

tolerancia al paso del acido estomacal, pepsina y sales biliares.
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3. JUSTIFICACION

Lo que se pretende es obtener microorganismos con potencial probiético que se
puedan encontrar en bebidas fermentadas tradicionales mexicanas que se
consumen comunmente y a las cuales se les atribuyen propiedades que ayudan
en el tratamiento de diarrea, mejoramiento de la digestion y a promover la

absorcion de nutrientes.

En México un 70% por ciento de la poblacién padece algun malestar digestivo que
puede ir desde acidez, inflamacion, colitis hasta sindrome del intestino irritable,
afirmé Guadalupe Herrera, Delegada del Instituto Danone de México.
La especialista sefial6 que los malestares digestivos suelen ser crénicos y muchas
veces no se diagnostican adecuadamente, lo que repercute en el estado de
animo, las emociones y la calidad de vida en general de la persona que los
padece. La mala alimentacién y el sedentarismo son las principales causas de
malestares digestivos. Tener una alimentacion balanceada, actividad fisica
moderada, una hidratacion adecuada e incluir alimentos lacteos fermentados que
te proporcionen probiéticos puede ayudar a reducirlos malestares digestivos

menores Yy equilibrar la salud de tu organismo.

Esta investigacion relacionada con las bebidas fermentadas tradicionalmente
mexicanas, trata de obtener levaduras y bacterias con potencial probiético para
utilizarlos en el desarrollo de nuevos productos y aprovechar los beneficios que

aporta a la salud.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Bebidas tradicionales mexicanas fermentas

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 bioldgica, 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. Las bebidas
fermentadas son aquellas 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 y col, 2003).

4.1.2 Aguamiel

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).

El proceso de fermentacion inicia en el maguey, donde se encuentran
microorganismos autoctonos como levaduras, bacterias lacticas, bacterias
productoras de etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos. Estos
microorganismos forman de manera natural parte de los azucares disponibles, sin
embargo el proceso se acelera por la adicion de un inoculo iniciador llamado

semilla. El tiempo de fermentacion puede durar algunos dias a 25 °C.
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A medida que pasa el tiempo se presentan cambios importantes como incremento
en el porcentaje de etanol y formacion de exopolisacaridos como B-glucanos y

dextranos que generan un incremento en la viscosidad (Cervantes y Pedroza,
2007).

Debido a la gran cantidad de nutrientes es un medio de cultivo facilmente de
proliferar por distintos microorganismos. ComuUnmente podemos encontrar
microorganismos del género Leuconostoc, Lactobacillus, Sacharomyces,
Zymomonas mobilis y Acetobacter. El aguamiel es un liquido dulce (7 a 14°
Baumé), este puede ser acido o ligeramente alcalino, incoloro y transparente.
Posee un ligero olor herbaceo y contiene diversos minerales, ademas de ser rico
en carbohidratos y proteinas, presenta un pH promedio cercano a la neutralidad
(6.8) con un porciento de humedad elevado de 86% una proporcion de sdlidos
solubles de10.85 “Brix (Ramirez y Gentry; 1982).

El aguamiel puede ser una fuente importante de elementos nutricionales para

consumo humano cuya composicién quimica se ilustra en el siguiente cuadro:

Tabla 1 Caracterizacion del

agua miel
Componente Mg/L
Densidad 10.49
0
Acidez 0.680
Glucosa 0.120
Sacarosa 94.50
0
Gomas 6.000
Albuminoides 8.060
Cenizas 4 500

Fuente: (Loyola, 1956; 1953; Ramirez Higuera 2009)
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4.1.3 Pulque

De todas las bebidas dentro del pais, el pulque es la mas conocida y considerada
como una delas bebidas tradicionales mas importantes dentro de la historia; cuya
transicion ha dejado huella dentro de la historiografia de las bebidas de México. La
bebida del pulque ha trascendido a través del tiempo y en cada una de las etapas
importantes del pais ha encontrado un desarrollo importante y le ha permitido
situarse en la memoria social del acto del beber. Su consumo se encuentra en
gran parte del pais como el Estado de México, Ciudad de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tlaxcala y Veracruz. Mucho de ellos no solo consumidores sino como

productores oficiales de esta bebida.

Figura 1.Bebida de pulque

Fuente: Omar Barcena, 2013.
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La bebida del pulque en épocas antiguas estaba destinada a ser parte de una
estratificacion social definida. Existen diversas documentaciones en las que se
exponen la familiarizacion de la bebida con el contexto histérico-cultural del pais.
Esta bebida de acuerdo con el diccionario enciclopédico de medicina tradicional
define al pulque como “bebida alcohdlica que se obtiene a partir de la
fermentacion de la savia, extraida de varias especies de magueyes,

especialmente del agave atrovirens” (Vargas, 1999).

Su elaboracion se basa primordialmente a partir del maguey, su cultivo puede
diversificarse en varias maneras. Aproximadamente a la edad de 8 afos de
sembrado el maguey, se dice que llega a un estado de madurez; es decir que esta
lista para “caparse”, deben considerarse ciertas caracteristicas dentro de la planta
para dar paso a capar (adelgazamiento del meyolote, la pérdida de espinas de la
penca y cambio en su coloracién) todas estas actividades a considerar seran
realizadas por sujetos denominados “tlachiqueros”. Para llegar al meyolote éste
sujeto debe de buscar “el mejor lugar o lado” del maguey, lo cual se logra
buscando la cara que mejor apunta la sol cuando se eleva al amanecer. Comienza
el corte de pencas que haran mas facil el acceso al centro del maguey. El
tlachiquero debe retirar las espinas utilizando un instrumento llamado “espumilla”
que ayudara en la extraccion del meyolote. Se retiran las pencas para llegar al

corazon y se rompe el meyolote con el “quebrantador”.
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Figura 2.Herramientas para la elaboracion de pulque:
raspador, espumilla y afilador

Fuente: Roberto Mira Tapia, 2009.

Se picara al maguey de acuerdo a las fases de la luna, primordialmente en la luna
llena. La picazon se ubica el lugar donde fue capado y se rasga una cruz, con la
barreta el meyolote es retirado para ser limpiado y comenzar nuevamente a ser
raspado, se limpia el hueco donde brotara el liquido que se dejara reposar de tres
a ocho dias, dependiendo el lugar y el clima. El tlachiquero debera regresar dos
veces al dia, durante ocho o cuatro meses en los cuales el maguey segregara el
liquido. Con la ayuda de un “raspador” y con movimientos oscilatorios, cuidando
no dafar las paredes, posteriormente el liquido sera contenido con ayuda del
“acocote” donde sera sumergido y se succionara por el tlachiquero sin que llegue
a su boca para que sea vertido en otro recipiente, hasta dejar la pifia sin rastros de

agua miel para ser raspado de nuevo.
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La elaboracion de pulque variara de acuerdo al lugar y el clima, asi como el sujeto
que lo prepare. El lugar para la preparacion es denominado como “tinacal” donde
se llevara a cabo la fermentacion y en diferentes recipientes, esto tarda 24 horas
aproximadamente por lo cual debe de estarse alimentando constantemente con
aguamiel. Pasado las veinticuatro horas se produce el pulque, donde puede ser
natural o también en combinacién con diversas frutas, dando origen a los
conocidos curados. La graduaciones en alcohol que contiene el pulque dependera
de mucho de su elaboracion, “primordialmente oscila entre los tres a seis grados,
obedeciendo al aguamiel, los cuidados del maguey, clima y region (Erlwein y col,
2009).

Las disciplinas cientificas como la biotecnologia han estudiado al pulque como un
elemento nutricional dentro de la sociedad mexicana “Es un hecho que existe aun
un enorme potencial por explotar, derivado del conocimiento de la actividad
microbiolégica que beneficia la salud y nivel nutricional del consumidor de
productos fermentados tradicionales. También es posible pensar en que dichas
actividades microbianas podrian promoverse en el mismo alimento, o bien, en el
caso de algunos de sus componentes, adicionarlos a otros alimentos” (Lozano,
2000); diversas ferias y congresos nacionales e internacionales han hablado sobre

la importancia ancestral del pulque en su produccién y uso social.
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4.1.4 Tepache

La palabra tepache proviene del nahuatl tepatli “bebida de maiz martajado”,
determinar el origen de dicha palabra es tarea de diversos historiadores, por un
lado aseguran las investigaciones que el origen de su significado se encuentra en
Tepachoa vocablo que significa “moler o prensado con piedra” (Cérdoba, 2014).
Tedfilo Herrera (2003) ubica al consumo del tepache en las regiones de la Ciudad
de México, sin embargo, existen diferentes versiones de ésta bebida en otras
zonas del pais como lo son: Hidalgo, Puebla, Morelos, San Luis Potosi, Oaxaca,
Jalisco y Nayarit. Antiguamente la preparacion del tepache se le es atribuida a la
época prehispanica, en sus inicios su elaboracién constaba basicamente al maiz;
56 en la actualidad (después de la colonia) la preparacion fue adicionando otros
ingredientes como la pifia, manzana y la naranja.

Para preparar el tepache; es necesario la cascara y la pulpa de la fruta elegida
(segun la region), agregada con un poco de piloncillo y adicionada con otros
ingredientes como granos de cebada, canela y clavos de olor, estos ingredientes
son puestos a fermentar a temperatura ambiente de una o a tres dias. Durante los
primeros dias el tepache es considerada una bebida dulce y refrescante,

posteriormente con el paso del tiempo el proceso de la fermentacién hace sus

efectos hasta lograr una bebida significativamente embriagante (Romo, 1988).

N 2N

Figura 3.El tepache

Fuente: Yadin Xolalpa, 2014.
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De los utensilios y para elaborar a la bebida destacan grandes barriles de madera,
éstos son decorados y adornados comunmente con imagenes que se asemejan a
la fruta con la que se ha elaborado el tepache llamados “tepacheras”, son
cubiertos con una manta de cielo para evitar su contaminacion (la entrada de
insectos), también pueden ser utilizados recientes de barro que sirven como

contenedores (Moreno, 2005).

Figura 4.Tepache

Fuente: Luis de la Borda, 2008.

La gran diversidad de ingredientes que se le han integrado a esta bebida, han
originado diferentes versiones del tepache, donde dos regiones del pais destacan
en su preparacion. En el estado de Oaxaca el grupo étnico triqui consume de
manera recurrente la bebida refrescante, agregandole chile de arbol, piloncillo y en
algunas ocasiones pulque; sin lugar a dudas el tepache que es mas conocido se
encuentra en Jalisco basado en el fruto de la pifia y acompafiado con especies

como la canelay el clavo de olor.
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4.2 Enfermedades Gastrointestinales

Se le llama infecciones gastrointestinales, debido a que afectan el sistema
digestivo. Es decir es una condicion médica caracterizada por la inflamacion del
tracto gastrointestinal, que implica el estbmago y el intestino delgado, lo que da
como resultado una combinacion de diarrea, vémitos, y dolor abdominal. Aunque
no tiene ninguna relacién con la influenza, se le llama incorrectamente gripe
estomacal y gripe gastrica. Bajo este término general se engloban diversos tipos
de irritacion e infeccion del tracto digestivo. Habitualmente se trata de una
infeccibn menor del tracto digestivo, que se produce cuando algunos
microorganismos se multiplican con rapidez en el estbmago y en el intestino.
Aunque por lo general esta causada por un virus, puede tener otros origenes,
como las intoxicaciones por alimentos contaminados o por medicamentos
(Aguavil, 2012).

4.3 Probidticos

Un probidtico se define como "un suplemento alimenticio microbiano vivo que
beneficia al animal huésped mediante el mejoramiento de su equilibrio microbiano
intestinal". Los probioticos se pueden usar para modular las bacterias del intestino.
Las preparaciones comerciales de probiéticos pueden ser de cepa Unica o multiple
y también como una mezcla de varias especies (multiespecies) de bacterias. Los
productos multiespecies pueden tener el beneficio de ser eficaces contra una

gama mas amplia de condiciones del tubo digestivo (Yegani, 2010).
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Los probidticos son capaces de prevenir la proliferacion de enfermedades
causadas por patégenos como lo son la Escherichia coli y Salmonella. Esto puede
ocurrir de dos formas: Primero incrementando la resistencia a infecciones y
enfermedades infecciosas por un antagonismo directo o por estimulacion de la
inmunidad (incremento de la actividad fagocitica y elevada secrecion de
Inmunoglobulina.

Los probidticos estan propuestos para el uso en animales y establecer la salud de
la microflora de los intestinos y prevenir el establecimiento de bacterias patdégenas,
para restablecer la microflora benéfica agotada por antibidticos y prevenir la
reinfecciéon por patégenos y reducir los efectos del estrés (Salvador y Cruz, 2009).

Los probiodticos producen acido lactico y acido acético los cuales crean una
alteracion del pH que funcionan como un antiséptico del sistema digestivo y al
mismo tiempo minimiza la proliferacion de microorganismos patégenos, al

competir por nutrientes y alojamiento en las paredes intestinales (Lastras 2009).

Segun Nava (2008) un probiético debe reunir las siguientes caracteristicas:
e La seguridad biolégica, no deben causar infecciones de érganos o de sistemas.
e La capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del organismo
huésped, por lo tanto, deben ser preferiblemente de proveniencia intestinal.
e La capacidad de resistir la accion de los acidos gastricos y de las sales biliares
para llegar vivas en grandes cantidades al intestino.

e La capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de colonizar
el segmento gastrointestinal.

e La sinergia con la microflora endégena normal del intestino.

e El efecto barrera, este término define la capacidad de producir sustancias que
tengan una accion trofica sobre el epitelio de la mucosa intestinal.

e La capacidad de potenciar las defensas inmunitarias del huésped.
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Entre los beneficios a la salud que se han reportado se encuentran: a) Equilibrio
en la flora intestinal, b) Prevencién y tratamiento de la diarrea, efectos sobre el
estrefiimiento leve, mejorar la digestion de la lactosa en los pacientes con
intolerancia a ésta, ¢) Reduccion de actividad de enzimas pro-cancerigenas,
Inmunoestimulador, tratamiento de gastritis y Ulceras, se han reportado estudios
para la prevencion y tratamiento de infecciones urinarias, reduccion del colesterol,

d) Infecciones respiratorias, otitis media y caries entre otros (Amores y col, 2004).

4.4 Productos con probioticos enfocados a la salud

Varios estudios clinicos han demostrado que el consumo regular de yogur, leche o
queso que contienen prebidticos, condujeron a una disminucién en el numero de
estreptococos cariogénicos en la saliva y, asi como también una reduccion en
placa dental. Nikawa y col., reportaron que el consumo de yogurt que contiene
Lactobacillus reuteri durante un periodo de 2 semanas, redujo la concentracion de
S. mutans en la saliva hasta en un 80%. Se obtuvieron resultados comparables
mediante la incorporacion de los probidticos en la goma de mascar o pastillas
(Bonifait y col, 2009).

Lactobacillus casei Shirota, un microorganismo que se encuentra exclusivamente
en la leche fermentada de Yakult, se considera un probiético. Esto debido a su
capacidad para modular la composicién y la actividad metabdlica de la flora
intestinal, asi como mejorar el sistema inmunolégico humano sano. Este
microorganismo es capaz de sobrevivir durante el paso a través del tracto
gastrointestinal después de su consumo, debido a sus propiedades aciduricas y
acidogénicas (Lima et al., 2005). Cada envase de Yakult contiene un minimo de
108 UFC/mL de Lactobacillus casei Shirota) (Sutula y col, 2012).
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4.5 Levaduras Probidticas

La palabra levadura estd ligada en la mayoria de los idiomas a un fenémeno
externo del proceso fermentativo. La palabra alemana Heffen, sefiala el fenébmeno
de que se levanta un liquido en fermentacion. La palabra francesa para la
levadura, leveru, que se deriva de levar = levantarse, La palabra inglesa yeast
(holandés gist) significa espuma y, por lo tanto, indica a otro fenébmeno externo de

la fermentacion.

Meyen propuso en 1938 el nombre de Saccharomyces como nombre genérico

para las levaduras (jorgense, 1959).

Las levaduras y organismos afines pertenecen a la subdivision de las talofitas,
designada como Eumycetos u hongos verdaderos, porque no poseen clorofila. El
conjunto de las levaduras se distribuye en tres familias denominadas
Saccharomycetaceae, Sporobolomycetaceae y Cryptococcaceae. Representa un
grupo de microorganismos bastante mal definidos, situado entre las bacterias y los
hongos superiores, en lo que respecta al tamafio promedio de la célula aislada.
(Prescott, 1962. Dominguez, 2006).

Milian (2005), plantea que son muchas las levaduras que se pueden usar de forma
beneficiosa para mantener una flora digestiva sana y en equilibrio. Los
microorganismos mas usados son Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

boulardii Leuconostoc spp.
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Las levaduras tienen un papel importante en nuestros dias ya que las diferentes
especies y variedades se les han estado dando usos en la industria como a

continuacion se mencionan, por nombrar algunas:

Saccharomyces cerevisiae: Esta levadura ha sido utilizada en la elaboracion de
vino, sake, cerveza y, hoy en dia, para la produccion industrial de alcohol. Como
probiotico contra E.coli en cerdos, probidticos en humanos contra la enfermedad

de Crohn, y como suplemento alimenticio en el crecimiento de rumiantes.

Saccharomyces carlsbergensis: Se utiliza en la produccion de cerveza lager.

Saccharomyces rouxii: En la elaboracion de la salsa de soya, la cual se obtiene

utilizando a esta levadura.

Kluyveromyces fragilis: Es una especie fermentadora de la lactosa que se explota

en pequefa escala para la produccion de alcohol a partir del suero de leche.

Candida utilis: Se emplea en la industria alimentaria, puede crecer metabolizando

azucares de cinco atomos de carbono (pentosas).
Yarrowia lipolitica: Es una fuente industrial de &cido citrico.
Saccharomyces Bourlardii: Se usa con fines profilacticos y terapéuticos, por su

capacidad inmunomoduladora, en humanos esta levadura ha sido usada contra el

acne.
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Saccharomycopsis lipolytica: Puede romper cadenas lineales de hidrocarburos de
10 a 16 a&tomos de carbono; existe una instalacion piloto que ha logrado hacer
crecer esta levadura con buenos resultados en presencia de una fraccion
purificada de petroleo, el cual como se sabe, es un hidrocarburo. Esta levadura al
crecer produce &cido citrico como producto de desecho, el que a su vez es

utilizado en otra serie de procesos industriales.

4.6 Bacterias probioticas

Segun Jaramillo (2010), los probiéticos mas empleados son las bacterias capaces
de producir &cido lactico, como Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L.
reuterii, L. rhamnosus, Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis, B. animalis,

Streptococcus salivarius subespecie thermophilus y Saccharomyces boulardii.

El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos) se caracteriza por
presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque con frecuencia
pueden observarse bacilos cortos o coco-bacilos coryneformes. Las colonias de
23 Lactobacillus en medios sélidos son pequefias (2-5 mm), convexas, suaves,
con margenes enteros, opacas Y sin pigmentos. Sélo en algunos casos presentan
coloracion amarillenta o rojiza. Algunas especies forman colonias rugosas.
Normalmente no reducen los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en algunos
casos, cuando el pH esta por encima de 6,0. Los lactobacilos no licdan la gelatina
ni digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequefias cantidades de
nitrégeno soluble. Tampoco producen indol ni sulfidrico (H2S). Son catalasa
negativos, pero algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa que
descompone el perdxido de hidrégeno. Son citocromo negativos, por la ausencia

de porfirinas.
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Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6,4 -
4,5. La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes;
su crecimiento éptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerébicas.
La mayor parte de los lactobacilos son mesofilos (30 - 40°C), con un limite
superior de 40°C. Aunque su rango de temperaturas para el crecimiento oscila
entre 2 y 53°C.

Los miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas
similares, los carbohidratos que producen estos azUcares simples y los alcoholes
polihidroxilicos en acido lactico por homofermentacion o bien, en acido lactico y
otros productos finales adicionales como &cido acético, etanol, diéxido de carbono,
acido formico y &acido succinico (Samaniego y Sosa, 2002).

Tabla 2 Bacterias &cido lacticas usadas como probidticas

Lactobacillus Streptococcus Bifidobacterium

L. acidophilus 8. cremoris B. bifidum

) S. salivarius subsp. )
L. casei Arvaris Suss B. adolescentis

thermophilus

L. delbrueckii subsp. | _ . . -

) P15 faecium B. animalis
bulgaricus
L. brevis §. diacetylactis B._ infantis
L. cellobiosus §. intermedius B. longum

Fuente: Samaniego y Sosa (2002).

Saltillo, Coahuila 2019. Péagina 27



5. METODOLOGIA

5.1 Obtencidn de las muestras de Agua miel, pulque, tepache, sidray jugo
verde fermentado.

Las muestras fueron recolectadas de establecimientos ambulantes en la ciudad de
Saltillo, Coahuila. Se transportaron al laboratorio en envases cerrados y se

mantuvieron en refrigeracion hasta realizar las pruebas posteriores.

5.1.2 Preparacion de los medios.

Se prepararon los medios de cultivo YPD (formulado con extracto de levadura 1%,
peptona 2%, dextrosa 2% y agar bacteriol6gico 1.5%) para levaduras y MRS para
bacterias acido lacticas.

5.2 Aislamiento de levaduras

Las muestras se sembraron directo en la placa por expansién en agar YPD el
procedimiento debe ser realizado en condiciones de asepsia como se muestra en

la Figura 5.

Se tomaron 100 ul de cultivo diluido con ayuda de una micropipeta después se
coloco la muestra en el centro de la placa de agar, posteriormente con una varilla
acodada de vidrio previamente esterilizada se extiende la muestra uniformemente

por la superficie del agar y se incubo a 35 °C por 24 h.
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Distribucion de la muestraen la Vanlla en Esterilizacion de varilla en Extension de la muestra
caja Petri alcohol la flama

Figura 5.Técnica de siembra por expansién con varilla de vidrio

Fuente: Manual de practicas de microbiologia basica, 2016.

5.3 Aislamiento de bacterias

Se realizé el mismo procedimiento anterior pero se utilizé el agar MRS (compuesto
por peptona, extracto de carne, extracto de levadura, glucosa, monoleato de
sorbitan, fosfato dipotasico, acetato de sodio, citrato de amonio, sulfato de

magnesio, sulfato de manganeso y agar) para el crecimiento de bacterias.
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5.4 Seleccion de los microorganismos

5.4.1 Purificacién

Se realizaron resiembras sucesivas por estria cruzadas en el agar para
seleccionar las cepas de acuerdo a su morfologia.
Se esterilizo el asa de siembra a través de la flama y se enfrié por unos
segundos, después se tomoé la muestra del cultivo y con ayuda de una asa
bacteriologica se extiende a partir de un punto en la periferia de una placa de
medio solido en tres sectores de la placa formando estrias sobre la superficie,
siguiendo un patrén definido como se muestra en la figura 6. Posterior mente las

cajas se incubaron a 35 °C durante 24 h.

Empezar el primer estriado en

una periferia de la placa Primera
s =y P , seccion
) s = 4} /
Estriar en varios R = F. I S 9
sectores, & ] . Colonias
arrastrando K 2 i aisladas en la
microorganismos = ) B Ultima seccion
de la seccion 1 5 - '
3

Figura 6.Técnica de siembra por estria

Fuente: Manual de practicas de microbiologia basica, 2016.

Los cultivos puros se mantuvieron y se subcultivaron hasta la caracterizacion y

seguimiento de pruebas probioticas.
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5.4.2 Conservacion

El duplicado de las cepas puras se resembro en cultivo liquido YPD para
levaduras y MRS para bacterias, posteriormente se incubaron a 35 °C durante 24
h.

Se prepar6 una solucion de leche descremada 10% y glicerol 10% para cada
cultivo liquido y en condiciones de asepsia con una micropipeta y puntillas

esterilizadas se guardaron las cepas en tubos viables.

5.5 Identificacion microscopica

Para la identificacién microscoépica de las cepas se llevé acabo la tincion de Gram;
durante la tincion las bacterias Gram positivas se tifien de morado, mientras que
las bacterias Gram negativas toman una coloracion rosa o roja (Fig.7). Esto es
debido principalmente a las diferencias estructurales que presentan en su pared
(Fig.8). Las bacterias Gram negativas pierden el colorante cristal violeta con mayor

facilidad que las Gram positivas.

De una placa se tomé una colonia y se extendié en un porta objetos, se seco a
temperatura ambiente y flameo para su fijacién; para la tincién se adiciono: cristal
violeta (1 min), lugol (1 min), alcohol (20 seg), y finalmente se empled la safranina

durante 30 segundos. En cada tincion se utilizé agua destilada para enjuagar.
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FUACION
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CRISTAL VIOLETA
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YOoDO/SLUGOL

1

DECOLORACION
ALCOHOLfACETOMA
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CONTRACOLORACION
SAFRAMNIMNA

00000
1Ll

Figura 7. Tincién de Gram

Fuente: Manual de practicas de microbiologia bésica, 2016.

GRAM +

PARED
ACIDO TEICOICO T CELULAR
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PROTEINAS —gﬂﬁam &m MEMBRANA
FOSFOLIPIDOS g W [ PLASMATICA

- =
=
g POLISACARIDO O—e
-<
g NUCLEO
= | MEMBRANA
S EXTERNA PARED
S CELULAR
LIPOPROTEINA —M8M8M—
PEPTIDOGLICANO i } ggz?:::\)SMATICO

PROTEINAS M 1 memerana
FOSFOLIPIDOS W I~ PLASMATICA
Figura 8.Pared de las bacterias Gram negativas y Gram positivas

Fuente: Manual de practicas de microbiologia basica, 2016.

Saltillo, Coahuila 2019. Péagina 32



La primera etapa es la preparacién de un frotis bacteriano (Fig.9). Un frotis es la
extension de una muestra o cultivo sobre un portaobjetos para separar lo mas

posible los microorganismos.

o - -

Extender el cultivo Secar al aire Fijar con calor Teir

sobre un portaobjetos

Figura 9. Preparacion de un frotis

Fuente: Manual de practicas de microbiologia basica, 2016.

5.6 Caracterizacién de potencial probidtico

5.6.1Preparacion del inéculo

Cada cepa de levadura se cultivé en caldo YPD (1% de extracto de levadura; 2%
de peptona; 2% de glucosa) para levaduras y en caldo MRS para bacterias y se
incubaron a 30°C. Después de este periodo, los contenidos se utilizaron para

ejecutar las pruebas descritas a continuacion.
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5.6.2 Tolerancia al acido estomacal

Los cultivos estandarizados se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos a
28°C, la biomasa obtenida se lavo dos veces y se suspendio en tampon PBS, pH
7,0 (PBS g/ L cloruro de sodio 8.0; cloruro de potasio 0.2; fosfato disédico 1,44;
Fosfato de potasio 0.24). El efecto de la exposicion a las condiciones acidas del
estomago fue determinado inoculando 1% de cultivos en PBS pH 2.0. Las
muestras se recogieron en el momento de la inoculacion y después de 4 h de
incubacion a 37°C. Se realizaron 6 diluciones y Alicuotas (0,1 ml) se colocaron en
placas en agar YPD y MRS, se incubaron a 30 ° C durante 24 h.

La tasa de supervivencia fue expresada por la poblacion de células viables

cultivadas en los medios. (Pennacchia y col., 2008; Syal; Vohra, 2013).

5.6.3 Tolerancia a la pepsina

Los cultivos estandarizados se expusieron a una solucion de PBS conpH 2.0y 3 g
/ L pepsina incubada a 37 ° C durante 4 h. Se realizaron 6 diluciones y alicuotas
(0.1 mL) se colocaron en YPD y MRS inmediatamente después de la inoculacion y
se incubd a 30°C durante 24 h. La tasa de supervivencia fue expresado por la
poblacion de células viables cultivadas en los medios.(Pennacchia y col., 2008;
Rajkowska & Kunicka-Styczynska, 2010).
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5.6.4 Tolerancia a las sales biliares

El efecto de las sales biliares sobre la viabilidad de las levadura y bacterias se
evalué mediante la inoculacion del 1% (v / v) de cultivos estandarizados en PBS
con 0.1y 1% de sales biliares, pH 7.0. Los tubos inoculados se incubaron a 37 °C
durante 4 h; entonces, el crecimiento de células viables fue realizado por placas
YPD y MRS en el momento de la inoculacion y después de 24 h de exposicion. La
tasa de supervivencia fue expresada mediante la viabilidad de la poblacion en
presencia de sales biliares. (Rajkowska y Kunicka-Styczynska, 2010; Syal y Vohra,
2013).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Descripcion de las muestras obtenidas

Las muestras obtenidas fueron trasladadas del lugar de origen al laboratorio
tomando las precauciones necesarias. Todas las muestras fueron recolectadas en
la ciudad de Saltillo y en algunos casos en ejidos pertenecientes a esta cabecera

municipal.

6.1.1 Aguamiel

El aguamiel, es la savia que se obtiene después de 6 meses de haber realizado el
proceso de castrado del agave, cuyos componentes son: agua, sacarosa, glucosa,
arabinosa en proporciones mucho menores que la fructosa y la glucosa y sobre
todo se ha caracterizado por su contenido de polifructasanos, es decir, inulina.
(Ramirez Higuera 2009). La muestra obtenida en el establecimiento ambulante se

describe con las siguientes caracteristicas como se muestra en la figura 10.

Aguamiel: Color café, con sabor dulce y una
consistencia melosa.

Figura 10. Muestra de aguamiel
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6.1.2 Pulque

El pulgue es una bebida alcohdlica con 4 a 7° GL, blanca lechosa, viscosa y
ligeramente &cida. Varios autores han estudiado la composicion quimica de
diferentes tipos pulque (Tabla 3). Los compuestos mas importantes de la bebida
son: sales minerales, gomas, proteinas, aminoacidos y vitaminas del complejo B y

vitamina C.

Pulque: apariencia turbia, color blanco lechoso.

Figura 11. Muestra de pulque

Tabla 3. Composicion quimica de diferentes muestras de pulque.

Caracteristicas Tipos de pulgue
Ve Pulque® | Pulgue Pulque Pulque
tradicional® | planta ndustrializado®
piloto”

Densidad 1.0 - 1.01 -
Humedad 98.3 - 97.7
Grado alcohdlico 7.9 - - 5]
Acidez total 0.4 - 0.28 -
Acidez volatil 0.12 - - -
Sacarosa 0.04 - - -
Gomas 0.66 - 0.40 -
Proteinas 0.35 0.37 0.35 0.40
Extracto seco 1.65 - - -
Cenizas 0.13 0.24 0.28 0.24

Fuente: Instituto de nutriologia (1925)
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6.1.3 Tepache

Aunque hay diversas maneras de preparar tepache, la mas frecuente es aquélla
en la que se obtiene no de maiz, como se ha mencionado, sino con frutas como
pifia, manzana, naranja, guayaba y otras, las cuales son puestas a fermentar,
durante un tiempo variable en barriles de madera, llamados tepacheras, en agua
endulzada con piloncillo. Las tepacheras son tapadas con tela de manta de cielo u
otro dispositivo con el fin de evitar la introduccion de moscas del género
Drosophila o cualquier otro tipo de contaminacién. Después de uno o varios dias
se obtiene una bebida refrescante de sabor dulce y agradable, pero si la
fermentacion se prolonga demasiado tiempo, se vuelve una bebida embriagante
no apta para el consumo, que adquiere posteriormente un sabor agrio acre
desagradable, debido a la formacién de &cido acético. En raras ocasiones, el
tepache también puede ser preparado con el jugo de cafia de azUcar o con pulque
(Santamaria, 1942, 1959; Ulloa y Herrera, 1982; Ulloa y col., 1987).

Tepache: color café claro, con sabor dulce un toque
ligero a alcohol.

Figura 12. Muestra de tepache
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6.1.4 Jugo verde

El jugo verde es una bebida que durante los Ultimos afios ha tomado gran
importancia entre los consumidores que pretender cuidar su salud. Se buscan
beneficios tales como: el contenido de antioxidantes, ayuda a mejorar el
metabolismo y tiene alto contenido de fibra. Dentro de los ingredientes que se
utilizan para elaborar esta bebida estan, la manzana, espinacas, pepino, apio y
limoén, ademas de algunas variaciones que se hacen de acuerdo al gusto de cada
persona.

La muestra fue obtenida de un establecimiento ambulante en la ciudad se Saltillo y

posteriormente trasladada al laboratorio para iniciar su analisis.

Jugo verde: consistencia viscosa por la pulpa que
contiene, de color verde debido a la clorofila de las
frutas con las que estd elaborado y un sabor poco
dulce.

Figura 13. Muestra de jugo verde
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6.1.5 Jugo de manzana

El jugo de manzana natural es una bebida muy conocida debido a sus efectos
rejuvenecedores por su poder antioxidante, se usa también como depurativo y
desintoxicante lo cual lo hace uno de los jugos naturales mas utilizados en las

dietas para perder peso.

Para la muestra de jugo de manzana fue necesario encontrar un establecimiento
que lo realizara en el momento y utilizando manzana para poder guardar las
propiedades del jugo natural recién extraido y no usar alguna marca ya

establecida con jugo procesado que pudiera interferir en los resultados.

Jugo manzana: color café claro, con un olor y sabor
dulce.

Figura 14. Muestra de jugo de manzana
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6.1.6 Nomenclatura de las cepas aisladas

De las cinco muestras que se sembraron por el método de estria en placa se logro

aislar tres levaduras con las siguientes claves AMR2, JVR2 y JMR1 como se

muestra en la Figura 15.
Se logro aislar tres bacterias de las cinco muestras que fueron sembradas y se les

asigno la clave siguiente AMR1, JVR1 y PUR1 como se muestra en la Figura 16.

Tabla 4. Fuente de obtencidn de las muestras para la designacion de

claves.

Fuente Clave Tincion de Gram
Agua miel AMR 1 Gram +
Agua miel AMR 2 Levadura

Pulque PUR1 Gram +
Jugo verde JVR1 Gram +
Jugo verde JVR2 Levadura

Juego de manzana JMR1 Levadura
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6.2 Aislamiento de levaduras

De las muestras que se trataron en el laboratorio se obtuvieron 6 cepas con
caracteristicas de probidticas 3 de las cuales fueron aisladas en medio de cultivo
YPD que al momento de realizar la tincibn de Gram presentaron caracteristicas
morfolégicas de levaduras. Posteriormente se realizo la purificacion de las cepas
por medio de una siembra por estria que consiste en utilizar una asa
bacteriologica y extenderla a partir de un punto en la periferia de la placa del
medio solido en tres sectores. De esta manera se pudo observar
macroscopicamente las cepas aisladas, observando que las tres cepas aisladas

presentaban colonias circulares de un color blanco y consistencia cremosa.

Colonias circulares de Colonias circulares de color | Se observd una abundante

consistencia suave con un

blanco-crema con una elevacion | formaciéon de colonias de color

color semi-brillante y | convexa. blanco y una consistencia

elevacion plana. cremosa.

Figura 15. Aislamiento de levaduras de las bebidas fermentadas a) AMR2, b) JVR2 y ¢) JMR1
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6.3 Aislamiento de bacterias

De las muestras que se trataron en el laboratorio se obtuvieron 6 cepas con
caracteristicas de probidticas 3 de las cuales fueron aisladas en medio de cultivo
MRS que al momento de realizar la tincion de Gram presentaron caracteristicas
morfolégicas de bacterias. Posteriormente se realiz6 la purificacion de las cepas
por medio de una siembra por estria que consiste en utilizar un asa bacteriologica
y extenderla a partir de un punto en la periferia de la placa del medio solido en tres
sectores. De esta manera se pudo observar macroscopicamente las cepas,
observando que las tres cepas aisladas presentaban colonias de color blanco

poco definidas y con apariencia rugosa.

Se observé una biomasa de | Colonias de manera abundante | Pocas colonias de color blanco
colonias poco definidas de | de color blanco, consistencia |y apariencia rugosa

color blanco. cremosa con una elevaciéon
notable.

Figura 16. Aislamiento de bacterias de las bebidas fermentadas de a) AMR1, b) JVR1 y ¢) PURL.
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6.4 ldentificacion microscoépica de levaduras y bacterias

Como se puede observar en la figura 17 los microorganismos aislados presentan
diferente morfologia la mayoria de las levaduras son ovaladas o cilindricas que se
dividen por gemacion, comunmente no desarrollan micelio, sino que permanecen
en estado unicelular durante todo el ciclo de crecimiento, sin embargo algunas
pueden presentar pseudomicelio debido a las condiciones en las que se les cultive
(Madigan y col, 2004). Al caracterizar microscopicamente las levaduras
seleccionadas JVR2, JMR1 y AMR2 se encontraron todas las formas tipicas de

levaduras: cilindricas, ovaladas y redondas.

Figura 17. Caracterizacion microscopica de las cepas de levaduras
a) JVR2, b) IMR1 y ¢) AMR2
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Figura 18. Caracterizacion microscépica de las cepas de bacterias aisladas
a) JVR1, b) AMR1y c) PUR1

Las cepas AMR1, JVR1 y PUR1 presentan formas esféricas, ovaladas,
denominandose cocos, algunas en forma bastones rectos y se mantienen
unidas, algunas en cadenas agrupadas en forma de filamentos pequefias, estas
resultaron positivos en la tincibn de Gram por lo tanto las descripciones

morfolégicas indican que son bacterias con propiedades probiotica.

6.5 Caracterizaciéon de potencial probidtico

Para realizar las pruebas de caracterizacion probiotica se cultivaron las levaduras
y bacterias en un medio liquido en YPD para levaduras y en MRS para bacterias
y se incubaron a 30°C. Después de este periodo, los contenidos se utilizaron para

ejecutar las pruebas de potencial probidtico.
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6.5.1 Tolerancia a los acidos gastricos

El efecto de la exposicion a las condiciones acidas del estbmago fue determinado
inoculando 1% de cultivos en PBS pH 2.0. Las muestras se recogieron en el
momento de la inoculacion y después de 4 h de incubacion a 37°C. Se realizaron
6 diluciones y Alicuotas (0,1 ml) se colocaron en placas en agar YPD y MRS, se
incubaron a 30 ° C durante 24 h. La tasa de supervivencia para la tolerancia a los
acidos gastricos tuvo mucha ventaja para la cepa JVR1 y PUR1 en cambio la cepa

JMR1 demostré ser poco tolerante para esta prueba.

Tabla 5. Prueba a la tolerancia de los acidos gastricos.

TOLERANCIA A LOS ACIDOS GASTRICOS
JVR2 + + +
JMR1 +
AMR1 + +
JVR1 + + + +
AMR2 + +
PUR1 + + + +

Saltillo, Coahuila 2019. Pagina 46



6.5.2 Prueba de tolerancia a la pepsina

Los cultivos estandarizados se expusieron a una solucion de PBS conpH 2.0y 3 g
/ L pepsina incubada a 37 ° C durante 4 h. Se realizaron 6 diluciones y alicuotas
(0.1 mL) se colocaron en YPD y MRS inmediatamente después de la inoculacion y
se incubd a 30°C durante 24 h. En esta prueba se presentd un indice mayor de
tolerancia en la mayoria de las cepas, AMRL1 fue la que presento mayor tolerancia

mientras que AMR2 siendo una levadura presento menor tolerancia a esta prueba.

Tabla 6. Prueba de tolerancia a la pepsina

TOLERANCIA A LA PEPSINA
JVR2 + + +
JMR1 + + +
AMR1 + + + +
JVR1 + + +
AMR2 + +
PUR1 + + +
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6.5.3 Prueba a la tolerancia de sales biliares

El efecto de las sales biliares sobre la viabilidad de las levaduras y bacterias se
evalué mediante la inoculacion del 1% de cultivos estandarizados en PBS con 1%
de sales biliares, pH 7.0. Los tubos inoculados se incubaron a 37 °C durante 4 h;
se realizaron 6 diluciones y alicuotas de 1ml se colocaron en placas YPD y MRS
en el momento de la inoculacion y se incubo a 30 °C durante 24 h. En esta prueba
las bacterias tuvieron mayor resistencia, a pesar de que se realizaron 6 diluciones
en las cepas AMR1, JVR1 y PUR1 no se pudo realizar un conteo de las colonias
ya que se observd mucha poblacion de los microorganismos, en cambio las cepas
JMR1 y AMR2 de levaduras resultaron menos resistentes a esta prueba excepto la
cepa JVR2.

Tabla 7. Prueba de la tolerancia a las sales biliares.

TOLERANCIA A LAS SALES BILIARES
JVR2 + + +
JMR1 +
AMR1 + + +
JVR1 + + +
AMR2 +
PUR1 + + +

Saltillo, Coahuila 2019. Pagina 48



Cada cepa bacteriana debe tener algunas propiedades especiales para ser
considerado como un potencial probiotico. De acuerdo con las pautas sugeridas
por la FAO / OMS, cada posible probiético la cepa debe estar correctamente
identificada, seguida de varias pruebas in vitro para investigar sus propiedades
funcionales. Eso es porque las propiedades probidticas son especificas de la
cepa, la condicion y la dosis, es poco probable que se encuentre dos cepas
individuales pertenecientes a una especie que tengan exactamente las mismas
caracteristicas probidticas. Sin embargo, recientemente se ha sugerido que para
algunas especies bien estudiadas, de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus
probablemente imparte algunas propiedades probidticas generales, las
afirmaciones no especificas de la cepa podrian considerarse.

Aparte de eso, solo cepas bien definidas deben usarse en productos probi6ticos,
muchos criterios especificos de la cepa se han disefiado como ensayos in vitro
para la seleccion preliminar de cepas probioticas, que debe ser seguido por
estudios en vivo de las cepas seleccionadas con potencial probiético en

huéspedes sanos.

En el caso de la identificacidon, la FAO / OMS sugiri6 que la metodologia méas
actual y valida y una combinacion de métodos fenotipicos y genotipicos deben
usarse para especiacion de cepas probidticas. Sin embargo, el uso de los métodos
de identificacion molecular es obligatorio porque las identificaciones fenotipicas

por si solas no son lo suficientemente confiables.
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En el caso de los ensayos in vitro, la FAO / OMS ha proporcionado una lista de las
pruebas in vitro comunmente utilizadas para la deteccidon y caracterizacion

posibles de cepas probidticas, incluidas las siguientes:

e Resistencia a la acidez gastrica

e Resistencia a las sales biliares

e Adherencia al moco y / o células epiteliales humanas y lineas celulares

e Actividad antimicrobiana y antagonista contra bacterias potencialmente

patégenas.

Ademas de estos criterios de seleccion principales que se han considerado
relevantes para cualquier posible microorganismo probiético, un probiético
requerido para un efecto especifico puede necesitar propiedades adicionales para
ese uso especifico. Por ejemplo, una cepa probiotica potencial puede analizarse
especificamente para determinar su colesterol capacidad de reduccion, actividad
antioxidante o citotoxico efecto contra las células cancerosas. En base a estos
criterios las cepas aisladas de bacterias y levaduras de bebidas fermentadas
tradicionalmente presentan propiedades de potencial probiotico dado que
resultaron positivamente a las pruebas in vitro de tolerancia a el paso de los

acidos gastricos, a la pepsina y a las sales biliares.
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7. CONCLUSIONES

e Se logro obtener las muestras de aguamiel, pulque, tepache, jugo verde y

jugo de manzana.

e Se logro aislar tres cepas de levaduras JVR2, JIMR1, AMR2 vy tres cepas

de bacterias AMR1, JVR1 y PUR1 de las seis muestras que se sembraron.

e La tincion de Gram permitié la identificacidn microscopica de las levaduras

y bacterias basandose en los criterios morfolégicos segun la literatura

e En base a los criterios en la metodologia actual utilizada para identificacion
y caracterizacion de potencial probiético las cepas aisladas de bacterias y
levaduras de bebidas fermentadas tradicionalmente presentaron resultaron
positivos a las pruebas de tolerancia a el paso de los acidos gastricos, a la
pepsina y a las sales biliares, tomando en cuenta que las cepas AMR1,
JVR1 y PURL1 de bacterias resultaron ser mas resistentes que las cepas de

levaduras.
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