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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representadas por varios géneros con caracteristicas morfologicas, fisiologicas y
metabdlicas en comun. En general las BAL son cocos o bacilos Gram (+), no
esporulados, no mdéviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerolerantes; oxidasa
catalasa y bencidina negativa, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a
nitrito y producen &acido lactico como el Unico o principal producto de la
fermentacion de carbohidratos.

El presente trabajo se caracterizé por el aislamiento de 6 cepas de bacterias acido
lacticas de diversas fuentes de obtencion como son la leche materna, leche de
vaca Yy leche de cabra, identificando sus caracteristicas macroscopicas Yy
microscoépicas.

Dicho trabajo se realiz6 en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.

Las bacterias se sometieron a pruebas contra patdgenos como son (S. aureus,
Salmonella, E. coli y K. Pneuminiae), los cuales mostraron cierta inhibicién debido
al efecto de las bacteriocinas, para esta evaluacion se utilizé el método de
Difusion en disco (Kirby y Bauer).

Mediante pruebas de identificacion molecular de 16S del ADN se logré identificar
el género y especie de las bacterias acido lacticas.

Palabras Clave: Bacterias acido lacticas (BAL), inhibicién, bacteriocinas.
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1. INTRODUCCION

Existen gran cantidad de procedimientos para la conservacion de los alimentos
como son los tratamientos quimicos y radiaciones, dichos procedimientos se han
visto cuestionados sobre sus potenciales riesgos para la salud del consumidor.

En la actualidad el hombre ha optado por el consumo de alimentos sin
conservantes quimicos ya que la tendencia nos ha llevado a adquirir alimentos
mas naturales, tratando de prevenir enfermedades de transmision alimentaria,
para ello, ha buscado aditivos naturales que nos permita mantener las
caracteristicas originales de dicho alimento.

Las bacterias 4&cido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representadas por varios géneros con caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y
metabdlicas en comun, que tienen diversas aplicaciones, siendo una de las
principales la fermentacién de alimentos como la leche, carne y vegetales, para
obtener productos como el yogurt, quesos entre otros; sin embargo también
contribuyen en la biopreservacion de los alimentos, mejorando las caracteristicas
sensoriales y aumentando la calidad nutritiva.

Dichas bacterias producen sustancias que en ocasiones no son aceptables
organolépticamente ya que cambian un poco el sabor de los alimentos al producir
diacetilo, acidos orgénicos y peréxido de hidrogeno. Sin embargo existen otras
cepas que son capaces de producir proteinas conocidas como bacteriocinas que
pueden inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos y deteriorantes de los
alimentos.

Las bacterias del &cido lactico con sus bacteriocinas permiten una significativa
reduccion en el nivel de aditivos quimicos obteniéndose alimentos mas sanos.
Ademas representan una herramienta adicional para prevenir enfermedades de
transmision alimentaria.

En los Ultimos afios se han realizado diversas investigaciones sobre las
bacteriocinas en torno a su deteccion, produccién, purificacion, forma de accion,
caracterizacion quimica, propiedades bactericidas, entre otras, con el propésito de
tener otras formas de conservacion de los alimentos, ya que al ser producidas por
BAL se asegura al consumidor que dicho alimento no le causara dafio alguno, sino
por el contrario tendra beneficios en su salud, al consumir estas bacterias, que son
microorganismo importantes para el buen funcionamiento del cuerpo, encargarse
de restablecer el equilibrio de la flora intestinal, la cual puede verse afectada o
dafiada por malos hébitos alimentarios, virus de tipo gastrointestinal, el estrés o
la toma prolongada de antibioticos, etc., entre otros beneficios que puede tener al
ingerirlos.

ALEMAN GONZALEZ 2017



El presente trabajo tiene como finalidad, purificar, identificar caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y moleculares de 6 cepas de bacterias &cido
lacticas aisladas de diversas fuentes, como lo son la leche materna, de vaca y de
cabra. Se eligi6 este tipo de obtencion por que la leche de materno como es bien
sabido es un alimento ideal y completo ya que contiene grasa, lactosa, proteina,
vitaminas hidrosolubles, carotenos y algunos minerales como sodio, zinc.
Hablando en especifico de los calostros que fue la que se utiliz6, podemos
mencionar que la concentracion promedio de IgA y la lactoferrina que son
proteinas protectoras estan muy elevadas en esta etapa de la leche, junto a los
oligosacaridos, una gran cantidad de linfocitos y macréfagos, confieren a esta una
eficiente capacidad de proteccion contra los gérmenes del medio ambiente y se
caracteriza por tener efecto antimicrobianos.

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad, de gran demanda por su
alto valor nutricional que se refleja en sus componentes, es considerada un
alimento basico de toda la poblacion en general, al igual que la leche materna
contiene vitaminas, minerales, proteina grasa, hidratos de carbono que son
necesarios en una ingesta diaria, atribuyéndole beneficios a los consumidores.

Al hablar de leche de cabra se puede mencionar que Coahuila ocupa el segundo
lugar en produccién de esta a nivel nacional, segun datos del SIAP se estima una
produccion de 47,441.576 miles de litros al afio, teniendo 6 potenciales regiones
productoras entre los que podemos mencionar Acufia, Frontera, Laguna, Sabinas
y Saltillo, siendo este ultimo el segundo lugar a nivel estatal, esta es una de las
razones por la que elegimos esta fuente de obtencién, al ser una de las principales
actividades de la zona es facil de conseguir, ademéas de que contiene todos los
componentes de las leches antes mencionadas con la diferencia que ella aporta
mayor porcentaje de calcio.

Cabe mencionar que otra parte importante de la finalidad de este trabajo es
evaluar estas cepas en su efecto antimicrobiano con bacterias patégenas como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, y Staphylococcus
aureus. Para determinar cual es la que tiene mayor inhibicion y con qué
patdgenos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Aislar bacterias acido lactico de fuentes de leche materna, vaca y de cabra para
su posterior identificacion molecular y su caracterizacion como probiéticos
mediante comparacion de macroscopica y microscopicas, pruebas de tolerancia
de pH, resistencia a diferentes temperaturas, e inhibicion de bacterias patdgenas.

2.2 Objetivos especificos

v Aislar bacterias acido lactico de diversas fuentes como leche materna, vaca
y de cabra.

v Purificar las bacterias en medios de cultivos sélidos y liquidos, para su
posterior conservacion en mezcla de glicerol con leche descremada,
protegiendo asi la cepa.

v Caracterizacion de las cepas mediante ultrafiltracion y sometimiento de
estas a temperaturas de 70 y 80 °C.

v' Realizar pruebas en placa contra patégenos como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella, y Staphylococcus aureus, para
determinar su efecto inhibidor.

v Identificar molecularmente las bacterias acido lacticas

3. JUSTIFICACION

En la actualidad una de las preocupaciones mas grandes en la industria de los
alimentos es la conservacién de los mismos. Existen diversas investigaciones
sobre métodos de conservacion de estos, sin embargo el consumidor, asi como
los fabricantes estan optando por la disminucion de conservadores y aditivos
guimicos ya que a corto plazo estos pueden causar dafio a la salud de quien lo
consume, como son alergias incurables, agravan a los asmaticos, provocan
ulceras y hemorragias digestivas, hiperreactividad en los nifios, a mediano plazo
podemos mencionar que causan, mutaciones genéticas, insuficiencia renal,
cefaleas en nifios, obesidad, caries dentales y a largo plazo, tumores linfaticos y
cancer.

La cantidad de quimicos que se ingiere actualmente al consumir productos como
son sopas instantaneas, pasteles, papas embolsadas, refrescos, etc., es
relativamente elevada ya que en forma individual cada uno de estos contiene
cierto porcentaje de aditivos y conservantes quimicos, permitidos por la ley.
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En México existen las normas oficiales mexicanas que son las que establecen el
tipo y la cantidad permitida para cada aditivo en los diversos alimentos. Uno de los
organismos que vela por el bienestar integro del consumidor es la COFEPRIS
(Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios) la cual cuenta
con un amplio reglamento donde se considera cuidar la salud de la poblacion con
la produccién de alimentos seguros.

La aplicacion de microorganismos como bioconservantes en alimentos ha cobrado
relevancia en los ultimos afios debido a las tendencias del mercado por consumir
alimentos més naturales.

Este trabajo se enfoca a buscar microorganismos que puedan servir como
bioconservantes de alimentos, al mismo tiempo de tener potencial probiético
asegurando al consumidor que ese producto no le causa dafos a su salud, por el
contrario tendré efectos benéficos en ella, al consumir organismos que le regulen
su flora intestinal a través de una alteracion positiva de la microbiota por
colonizacion del intestino, ademas de prevenir enfermedades como el céncer,
efecto del consumo constante de quimicos en cantidades permitidas, y otro
objetivo no menos importante de este proyecto es el no permitir que
microorganismos patégenos muten y creen defensas sobre quimicos, que
conllevaria a desencadenar una serie de problemas que van la creacion de
nuevas enfermedades hasta pérdidas de vidas en lo que se encuentre una forma
de contrarrestar lo antes mencionado.

4. ANTECEDENTES

4.1 Alimentos funcionales

El término Alimento Funcional (AF) fue propuesto por primera vez en Japon en la
década de los 80’s con la publicacién de la reglamentacion para los "Alimentos
para uso especifico de salud" ("Foods for specified health use" o FOSHU) y que se
refiere a aquellos alimentos procesados los cuales contienen ingredientes que
desemperfian una funcion especifica en las funciones fisiolégicas del organismo
humano, mas alld de su contenido nutrimental. Los alimentos de este tipo son
reconocidos porque llevan un sello de aprobacién del Ministerio de Salud y
Bienestar del gobierno japonés (Arai 1996).

Los alimentos funcionales proporcionan beneficios para la salud mas alla de la
nutricion normal. Estos son diferentes de los alimentos médicos y los suplementos
dietéticos, pero pueden superponerse con aquellos alimentos desarrollados para
usos dietéticos especiales y alimentos fortificados.
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Los AF son alimentos en los que algunos de sus componentes afectan funciones
del organismo de manera especifica y positiva, promoviendo un efecto fisioldgico o
psicolégico mas alla de su valor nutritivo tradicional. Dicho efecto puede ser
contribuir a la mantencion de la salud y bienestar, a la disminucién del riesgo de
enfermar, o ambas cosas (Ashwell 2005).

Algunas de las principales funciones son las relacionadas con un Optimo
crecimiento y desarrollo, la funcion del sistema cardiovascular, los antioxidantes, el
metabolismo de xenobidticos, el sistema gastrointestinal, entre otros (Palou y
Serra 2000).

En Europa se define alimento funcional a "aquel que satisfactoriamente ha
demostrado afectar benéficamente una o mas funciones especificas en el cuerpo,
mas allda de los efectos nutricionales adecuados en una forma que resulta
relevante para el estado de bienestar y salud o la reduccion de riesgo de una
enfermedad"” (Roberfroid 2000).

Actualmente existen muchos alimentos funcionales en el mundo. En la Tabla se
presentan algunos ejemplos de componentes de alimentos funcionales (Hasler
2000).

Tabla 1. Principales componentes funcionales

Clase/componente Origen Beneficio potencial
carotenoides
Beta caroteno Zanahoria Neutraliza los radicales libres que
podrian dafar a las células.
Luteina Vegetales verdes | Contribuye a un vision sana
Licopeno Tomate Podria reducir riesgo de céncer de
préstata.
Fibras dietéticas
Fibra insoluble Céscara de trigo | Podria reducir el riesgo de cancer
en el colon.
Beta glucano Avena Reduce el riesgo de enfermedad

cardiovascular.

Acidos grasos

Omega 3, acido graso | Aceites de peces | Podrian reducir el riesgo de

DHA enfermedad cardiovascular 'y
mejorar funciones mentales vy
visuales.

Acido linoléico Quesos, Podrian mejorar la composicion
productos corporal, podrian reducir el riesgo
carnicos de ciertos tipos de cancer.

Flavonoides

Catequinas Te Neutraliza radicales libres, podria
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reducir el riesgo de cancer

Flavonas Citricos Neutraliza radicales libres, podria
reducir el riesgo de cancer

Esteroles vegetales

Ester estanol Maiz, soya, trigo | Reduce los niveles de colesterol
sanguineo
Prebidticos/Probidticos
Fructooligosacaridos Achicoria, Podria mejorar la salud
cebolla gastrointestinal
Lactobacilos Yogurt Podria mejorar la salud

gastrointestinal

Fitoestrégenos

Isoflavonas Alimentos con Podrian reducir los sintomas de la
soya menopausia.

A continuacion se describen algunos alimentos funcionales, sus caracteristicas y
la evidencia cientifica sobre su papel en la salud:

4.1.1. Fibra dietética

El término “fibra dietética” fue primeramente utilizado por Hipsley en el afio 1953y,
en 1969 el Dr. Denis P. Burkitt, fue pionero en relacionar el cancer de intestino
grueso Yy otras enfermedades a una dieta carente en fibra dietética. A partir de un
estudio epidemioldgico demostrd que estas “enfermedades de la civilizacién” eran
casi desconocidas en paises africanos (Kenya, Uganda, Sudafrica), donde la
ingestion de fibra dietaria era mas elevada (Bautista y Moreto 1995).

La fibra dietética se reconoce hoy, como un elemento importante para la nutricion
sana. No es una entidad homogénea y probablemente con los conocimientos
actuales tal vez seria mas adecuado hablar de fibras en plural. No existe una
definicion universal ni tampoco un método analitico que mida todos los
componentes alimentarios que ejercen los efectos fisioldégicos de la fibra. Segun
Rojas Hidalgo, “la fibra no es una sustancia, sino un concepto, mas aun, una serie
de conceptos diferentes en la mente del botanico, quimico, fisidlogo, nutridlogo o
gastroenterélogo” (Rojas 1994).

Una definicibn mas reciente, afiade a la definicibn previa de fibra dietética el
concepto nuevo de fibra funcional o afiadida que incluye otros hidratos de carbono
absorbibles como el almidon resistente, la inulina, diversos oligosacaridos y
disacaridos como la lactulosa. Hablariamos entonces de fibra total como la suma
de fibra dietética mas fibra funcional.

Es la materia vegetal resistente a la accion de las enzimas digestivas del tracto
gastrointestinal humano (polisacaridos no digeribles). Se clasifica en:

ALEMAN GONZALEZ 2017



4.1.1.1. Fibra soluble (en agua):

Pectinas, gomas y mucilagos. Las fuentes de fibra soluble son frutas, legumbres y
vegetales. Su consumo en cantidades elevadas ha demostrado en estudios
epidemiologicos una reduccion del riesgo de enfermedad coronaria en hombres y
mujeres.

4.1.1.2. Fibra insoluble:

Celulosa, hemicelulosa, lignina y celulosa modificada. Las fuentes de fibra
insoluble son cereales, granos, legumbres y vegetales. Su consumo parece hacer
disminuir los niveles séricos de colesterol y ejerce un efecto protector sobre la
enfermedad coronaria debido a cambios en la agregacion plaquetaria. El posible
papel de la fibra en la prevencion del cancer de colon procede de estudios
realizados en poblaciones africanas, porque son poblaciones donde se consumen
elevadas cantidades de alimentos vegetales intactos y presentan una baja
incidencia de dicho cancer. 20 En cuanto al mecanismo de accion de la fibra se ha
comprobado que aumenta la velocidad del transito intestinal y el tamafio del bolo
fecal, favoreciendo la expulsion al exterior de los carcin6genos ingeridos o
endogenos. Por todo esto, se puede concluir que las dietas con alto contenido en
vegetales intactos y en fibra tienen un efecto protector frente al cancer de colon y
otras patologias.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda una ingestion diaria de 27
a 40 gramos de fibra dietética mientras que Food and Drugs Administration (FDA)
propone a individuos adultos un consumo de 25 gramos de fibra por dia cada 2000
kcal/dia. Por otra parte el National Cancer Institute (NCI, Estados Unidos)
considera un consumo 6ptimo entre 20-30 g/dia para la prevencion de cancer de
colon, sugiriendo no excederse de los 35 g/dia de fibra dietaria (colli y col. 2003).

4.1.2. Aceite de oliva:

Contiene acido oleico, un acido graso monoinsaturado (AGM), que representa
entre el 56-84% del contenido de acidos grasos. También contiene otros acidos
grasos saturados o AGS (palmitoléico, estearico), y acidos grasos poliinsaturados
0 AGP (linoléico, linolénico). El interés del aceite de oliva se debe a que en los
paises mediterraneos la incidencia de enfermedad coronaria y cancer (en concreto
cancer de mama) es baja en comparacion con otros paises en los que no se
consume aceite de oliva. La explicacién podria estar en que los AGM y AGP
reducen a la mitad los niveles de colesterol de la sangre en comparacion con los
saturados. Los niveles de compuestos fendlicos son junto con el acido oleico los
responsables de la mayor capacidad antioxidante de la Dieta Mediterranea. Los
fenoles son muy buenos antioxidantes: cuanto mayor sea el contenido en fenoles
del aceite de oliva virgen, mejor sera su estabilidad oxidativa. Diferentes estudios
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evidencian que existe una asociacion entre el consumo de aceite de oliva y una
menor incidencia de cancer de mama debido, quizas, a una menor produccion de
radicales libres. Parece que también tiene efecto protector frente al cancer de la
cavidad oral y laringe y un mejor perfil lipidico global.

4.1.2.1. Acidos grasos w-3:

Los aceites de pescado son ricos en un tipo de AGP denominados w-3. De ellos,
los mas importantes son los acidos docohexaenodico (DHA) y eicosapentaendico
(EPA), que se han estudiado por su papel en la prevencion de enfermedades
como el cancer de mama, las enfermedades cardiovasculares (ECV), la artritis
reumatoide y diversas enfermedades inflamatorias. Los aceites de pescado ricos
en acidos grasos w-3 disminuyen la concentracion plasmatica de triglicéridos (TG),
colesterol y apolipoprote- ina B (apoB) en las proteinas de muy baja densidad.
Una caracteristica importante es la capacidad del aceite de pescado para
disminuir las arritmias cardiacas graves, como la fibrilacién ventricular. Estudios
realizados en Japon y Holanda confirman también el efecto protector del aceite de
pescado frente a la isquemia cardiaca. La suplementacion de la dieta con EPA y
DHA mejora de forma notoria la funcion vascular y la actividad de las plaquetas.

4.1.2.2. Acido lindleo conjugado (CLA):

Nombre genérico para referirse a un conjunto de isémeros del &cido lindleo, de los
cuales el mas importante es el &cido 9,11-octadecadienoico. Estd presente en
pequefias cantidades en los aceites de semillas y es relativamente abundante en
las grasas animales, sobre todo la leche de los rumiantes. En la actualidad existe
numerosa literatura cientifica acerca de los efectos del CLA en la salud humana,
sobre todo en areas como el control de la grasa corporal y el sistema inmune
Entre los posibles mecanismos de accion sobre la masa grasa del organismo, se
postula que puede actuar aumentando la lipdlisis o degradacion de tejido graso y
disminuyendo la lipogénesis o sintesis de masa grasa y la captacion de acidos
grasos por los tejidos. Su accién sobre el metabolismo de los lipidos plasmaticos,
disminuyendo el nivel de triglicéridos y del colesterol total en sangre puede ser la
responsable de la reduccién del riesgo cardiovascular.

4.1.3. Flavonoides citricos:

Los flavonoides constituyen un grupo de compuestos fendlicos presentes en
muchas frutas, verduras, frutos secos, semillas y cereales. También se encuentran
en el té y en el vino. Pueden encontrarse en forma libre, como glucésidos o como
derivados metilados. Los flavonoides citricos son metabolitos secundarios de gran
actividad biolégica y se encuentran sobre todo en los citricos y en sus zumos. Los
efectos beneficiosos que producen sobre la salud son:

— Propiedades antialérgicas

— Propiedades antiinflamatorias
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— Propiedades antihipertensivas
— Propiedades diuréticas
— Papel importante en el cancer y las hiperlipidemias.

Por lo tanto, el consumo de frutas y verduras esta asociado con un menor riesgo
de desarrollo de enfermedades cardiovasculares y otros procesos degenerativos.

4.1.4. Frutos secos:

Son alimentos de origen vegetal ricos en fibra, macro y micronutrientes y otros
componentes bioactivos. Son pocos los estudios realizados en relacion al
consumo de frutos secos y la enfermedad cardiovascular, pero todos han
mostrado un efecto protector importante. Parece que el consumo de frutos secos
hace disminuir la mortalidad total. Se han realizado varios estudios sobre el efecto
del consumo de algun fruto seco (almendras o nueces) en los lipidos plasmaticos,
observandose una disminucién en la concentracion de colesterol total y de LDL
(Light Density Lipoprotein). La proteina de los frutos secos es similar a la de la
soja, y puede tener como ésta un efecto beneficioso sobre el colesterol. Los frutos
secos también contienen fibra, vitamina E con accién antioxidante, folatos que
disminuyen los niveles de homocisteina y el riesgo de enfermedad coronaria;
magnesio que mejora la contractilidad del corazon; flavonoides con propiedades
antioxidantes, y esteroles, que inhiben la sintesis de colesterol.

4.1.5 Polifenoles del vino y del té:

Segun las investigaciones, los polifenoles presentes en las uvas y en el té poseen
propiedades antioxidantes, tienen la capacidad de modificar los niveles
plasmaticos de colesterol y la concentracion de lipoproteinas, asi como de inhibir
la oxidacion de las LDL y la agregacion plaguetaria. Los polifenoles también se
encuentran en muchas frutas y verduras. Los estudios sugieren que dietas ricas
en estos alimentos son beneficiosas en la proteccion frente al cancer y los
procesos aterogénicos.

4.1.6. Ajo:

Las propiedades medicinales del ajo se conocen desde la antigiiedad. Parece que
posee propiedades antimicrobianas, asi como cierta capacidad de disminuir el
riesgo de enfermedad coronaria y cancer, ademas de un efecto modulador de la
inmunocompetencia y una posible mejora de la funcion mental.

4.1.7. Soya:

Las semillas de soya son fuente principal de fitoquimicos con efecto beneficioso

para la salud. También contiene proteinas de alta calidad nutricional. Los
alimentos a base de soja se presentan en cuatro formas: 1- Como ingredientes

ALEMAN GONZALEZ 2017




crudos: semillas de soja sin procesar, concentrados de soja... 2- Como alimentos
de soja tradicionales: “leche” de soja, queso de soja... 3- Como alimentos con soja
de segunda generacion: hamburguesas, perritos calientes... 4- Como alimentos
con soja como ingrediente funcional: productos elaborados con harina de soja.
Hay estudios que sugieren que las isoflavonas y la proteina de soja provocan
efectos favorables sobre la salud 6sea, porque la proteina de soja parece que
disminuye la excrecion de calcio. Hay que tener en cuenta que los datos de los
gue se dispone son todavia limitados. Se deben recomendar alimentos ricos en
soja, especialmente a mujeres postmenopausicas que no tienen terapia de
reemplazamiento de estrogenos.

4.1.8. Colina y lecitina:

La colina es necesaria para el funcionamiento normal del higado. Este es el papel
sobre la salud y la enfermedad de la colina que mejor se conoce. Ademas la
lecitina y la colina pueden modificar el riesgo de ECV (Enfermedades Cerebro
Vasculares). Estudios realizados en humanos sugieren que estas sustancias
pueden mejorar la capacidad de aprendizaje y la memoria. Por otra parte, una
ingesta cronica de cantidades inadecuadas de colina podria estar involucrada en
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

4.1.9. Aloe vera:

Son muchas las propiedades bioactivas reconocidas a esta planta subtropical
usada en aplicacion externa como cicatrizante, reparadora y antienvejecimiento
pero que también tiene importantes acciones internas; inmunoldgicas,
antioxidantes y de proteccion intestinal.

4.2. Leche Materna

La leche humana es un liquido producido por la glandula mamaria, de gran
complejidad biolégica, constituido por nutrimentos, substancias inmunoldgicas,
hormonas, enzimas, factores de crecimiento, células inmunoprotectoras, etc., que
la hacen nutricional e inmunolégicamente apta para que un nifio sea alimentado
con ella en forma exclusiva durante los primeros seis meses de vida. La OMS
recomienda la alimentacion al seno materno hasta los dos afios de edad, aun
cuando se inicie la alimentacion complementaria, pues la leche materna ofrece
grandes beneficios. Capacitar al personal de salud acerca de sus beneficios,
incrementara el apoyo y fomentara este alimento en los lactantes (Garcia 2011).

Por su valor nutricional, la leche es suficiente para suplir las necesidades
fundamentales del recién nacido. Sin embargo, no sélo debe ser considerada
como la fuente principal de alimento sino como proveedora de inmunidad. A través
de la leche materna se transfieren células de estirpe inmunoldgica al neonato
lactante; las estirpes celulares presentes en la leche son varias y entre ellas
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tenemos a linfocitos T, B y células Natural Killer en diferente proporcion. En el
calostro se puede observar una gran cantidad de células de estirpe inmunoldgica;
posteriormente, la composicion de la leche cambia y se le denomina de transicion
para luego ser madura; tanto en la de transicion como en la madura puede
observarse un menor niumero de células inmunoldgicas, aunque se desconoce si
su funcionalidad es mayor o menor de la expresada por células presentes en
calostro. La inmunidad humoral esta mediada por la produccion de
inmunoglobulinas (lgs) por linfocitos B, siendo la principal la inmunoglobulina A
secretora (IgAs); células B presentes en leche podrian colonizar y seguir
aportando inmunidad humoral en el intestino del lactante.

- Precalostro. Es un exudado del plasma que se produce en la glandula mamaria
a partir de la semana 16 de embarazo. Cuando el nacimiento ocurre antes de las
35 semanas de gestacion, la leche producida es rica en proteinas, nitrégeno total,
inmunoglobulinas, acidos grasos, magnesio, hierro, sodio y cloro. Tiene bajas
concentraciones de lactosa, ya que un recién nacido prematuro tiene poca
actividad de lactasa.

- Calostro. Se secreta cinco a siete dias después del parto, aunque en las
mujeres multiparas puede presentarse al momento del nacimiento del bebé. Tiene
una consistencia pegajosa y es de color amarillento por la presencia de pB-
carotenos. Su volumen puede variar de 2 a 20 mL/dia en los tres primeros dias; a
medida que el bebé succiona, aumenta hasta 580 mL/dia hacia el sexto dia
(Lawrence 2007).

Contiene una mayor cantidad de proteinas y menos cantidad de lactosa y lipidos
que el precalostro. El calostro contiene linfocitos T, B y NK especificamente
sensibilizados que se originan en el tejido linfatico adyacente al tubo digestivo y
gque migran a la glandula mamaria, aportando a la leche células B
inmunolégicamente activas secretoras de IgA (Borgat 2006).

El calostro protege contra infecciones y alergias ya que transfiere inmunidad
pasiva al recién nacido por absorcion intestinal de inmunoglobulinas; ademas,
contiene 2000 a 4000 linfocitos/mm3 y altas concentraciones de lisozima (Lawton
1979).

- Leche de transicion. Se produce durante el cuarto y hasta el décimo dia
postparto; en ella se puede detectar un aumento en el contenido de lactosa, grasa
y vitaminas hidrosolubles con respecto al calostro; puede observarse una
disminucién en las proteinas, inmunoglobulinas y vitaminas liposolubles y en
resumen un aumento sustancial de calorias. Estos cambios ocurren bruscamente
y se estabilizan alrededor del dia decimocuarto; el volumen promedio que produce
la glandula mamaria es de entre 600 a 750 mL/dia.

Progresivamente se elevan sus concentraciones de lactosa, grasas, por aumento
de colesterol y fosfolipidos y vitaminas hidrosolubles; disminuyen las proteinas, las
inmunoglobulinas y las vitaminas liposolubles debido a que se diluyen por el
incremento en el volumen de produccion, que puede alcanzar 660 mL/dia hacia el
dia 15 postparto. Su color blanco se debe a la emulsificacion de grasas y a la

presencia de caseinato de calcio.
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- Leche madura. Comienza su produccion a partir del dia 15 postparto y puede
continuar por mas de 15 meses. Su volumen promedio es de 750 mL/dia, pero
puede llegar hasta 1,200 mL/dia en madres con embarazo multiple. Contiene una
alta concentracion de grasa y proteinas de alto peso molecular.

4.2.1 componente de la leche madura

* Agua. Representa el 87% del total de sus componentes 3,6 y cubre
satisfactoriamente los requerimientos del bebé, alun en circunstancias extremas de
calor, por lo que no se requieren liquidos suplementarios.

* Osmolaridad. La carga renal de solutos en la leche humana es de 287 a 293
mOsm, cifra mucho menor si se compara con la de formulas infantiles de leche
entera de vaca (350 mOsm). Su importancia estriba en que a mayor carga renal
de solutos, mayor serd el requerimiento de liquidos claros que deben darse al
bebé.

* Energia. Aporta 670 a 700 kcal/L en su mayoria a través de los hidratos de
carbono y las grasas.

* Hidratos de Carbono. Aportan energia al sistema nervioso central. La lactosa es
el principal hidrato de carbono que contiene; favorece el desarrollo de la flora
intestinal por las Bifidobacterias e impide el crecimiento de microorganismos
patdgenos por ser acidificante; mejora la absorcién de calcio y mantiene estable la
osmolaridad de la leche porque conserva bajas concentraciones de sodio y
potasio (kunz y col. 2000; Garcia 2011).La galactosa, sustrato del anterior, es
fundamental para la formacién de galactopéptidos y galactolipidos cerebrosidos en
el sistema nervioso central. 9 Cuenta ademas con mas de 50 oligosacaridos que
funcionan como factores de crecimiento de Bifidobacterias, falsos receptores para
bacterias patdgenas de la via aérea contra H. influenza y N. catharralis y en la via
urinaria e intestinal, contra E. coli (Coppa y col.1993; Garcia 2011).

* Grasas. El volumen de lipidos difiere entre mujeres (de 1 a 7 g/dL). La leche
humana aporta acidos grasos de cadena larga cuyos precursores son el acido
linolénico (AAL, 18:3n-3) y el &cido linoléico (AL, 18:2n-6). Se conocen como
acidos grasos indispensables ya que no pueden ser sintetizados de novo por el
ser humano y deben provenir de la dieta de la madre. Estos acidos grasos se
convierten en acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFA’s) tales como el acido
docosaexaenoico (ADH; 22:6n-3)x3, vital en el desarrollo estructural y funcional de
los sistemas visual-sensorial, perceptual y cognitivo del lactante; y el &cido
araquidonico (AA; 20:4n-6), atil como sustrato para la sintesis de eicosanoides
como las prostaglandinas, los leucotrienos y tromboexanos, que modulan las
respuestas inflamatoria e inmune al activar la proliferacion de linfocitos, células
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asesinas, la produccion de citocinas y de IgE en las células inflamatorias (Calder
2003).

La industria no ha podido igualar la relacién que hay de 1.3:1 entre acidos grasos
poliinsaturados/saturados de la leche humana, cuya importancia clinica es
contribuir a la absorcién de calcio y fosforo. 3 Aporta concentraciones altas de
colesterol, una grasa que se requiere en la proliferacion de neuronas y en la
mielinizacion de células gliales (Lawrence 2007). Ademas, favorece la constitucion
y especializacion de enzimas como la hidroximetil-glutaril Coenzima A reductasa
hepatica y la 7 a hidroxilasa biliar, asi como los receptores de lipoproteinas lo que
durante la infancia se traduce en concentraciones séricas elevadas de colesterol
total y lipoproteinas de baja densidad (LDL) para regular la diferenciacion,
proliferacion y distribucién de adipocitos en la vida adulta (Demmers 2005; Garcia
2011). Ademés son un factor de proteccion contra la enfermedad coronaria
ateroesclerosa, ya que estas concentraciones seéricas descienden. Finalmente,
contiene lipasa, una enzima que mejora la digestion de las grasas por el lactante.

* Proteinas. En la leche materna hay entre 8.2 y 9 g de proteina por litro; su
concentracion se reduce con el progreso de la lactancia, independientemente de
las proteinas que consume la madre (Feng y col. 2009). El tipo de proteinas que
contiene la leche humana, la hacen Unica para la especie humana, ya que son de
mejor biodisponibilidad gracias a la presencia de enzimas digestivas como la
amilasa. Las proteinas de la leche humana se dividen en dos grupos: Las
proteinas del suero, de las cuales la a-lactoalbumina es la mas abundante (37%).
Su importancia estriba en que actia como cofactor en la biosintesis de lactosa.
Tiene baja alergenicidad, debido a un peso molecular de 14,500 Da, mucho menor
si se compara con la B-lactoglobulina, que llega a pesar 36,000 Da, como en la
leche entera de vaca y por tanto, en las férmulas infantiles (Lopez 2007, Heine
1991; lonnerdal 2003). La lactoferrina representa el 27% de total de
seroproteinas. Se une al hierro para mejorar su transporte y absorcion. La
trascendencia protectora de la leche materna a nivel de mucosas como la boca, la
nariz y el oido del lactante se debe a la inmunoglobulina A secretora que liga
antigenos especificos en el tubo digestivo porque resiste la digestion debido a su
estabilidad por un pH bajo. Finalmente, la lisozima actia frente a la pared celular
de bacterias Gram positivas.

La caseina, contribuye al transporte de calcio, fésforo y aminoacidos para fines
estructurales a nivel celular. En la leche materna sé6lo hay dos de las tres
subunidades que existen: la B-caseina que se une con la K-caseina y con los
iones de fésforo para formar micelas de pequefio tamafio (30-75 nm) que
comparado con los 600 nm que mide la a-caseina de la leche de vaca, son mejor
digeridas en el intestino del bebé (Lopez 2007).

En los primeros diez dias posparto la leche humana tiene una relacion proteinas
del suero/caseina de 90/10; cambia a 60/40 hasta los ocho meses y se mantiene
en 50/50 hasta el fin de la lactancia, lo cual la vuelve facilmente digerible. Entre los
compuestos nitrogenados de la leche se encuentran los aminoacidos de los que
sobresalen la taurina, por favorecer la digestion de grasas y el desarrollo del

ALEMAN GONZALEZ 2017




sistema nervioso central; la carnitina, necesaria para la oxidacion de lipidos en la
mitocondria del cerebro y el acido glutamico, la cistina y la glutamina que actlian
como neuromoduladores y neurotransmisores. Y a los aminoazucares, los
péptidos y el factor de crecimiento epidérmico que contribuyen al desarrollo y
funciébn de la mucosa intestinal. Se han identificado en la leche humana 13
nucleodtidos; destacan la adenosina, la cistidina, la guanosina, la uridina y la
inosina que promueven el crecimiento y la maduracion intestinal, favorecen la
funcién inmune, modifican la microflora intestinal, incrementan la biodisponibilidad
del hierro y aumentan la concentracién de lipoproteinas de alta densidad y los
acidos grasos de cadena larga (Reyes 2011; Lonnerdal 2010).

* Vitaminas. En la leche madura las vitaminas hidrosolubles tienen una
concentracion 6ptima; la niacina y la vitamina C son las més abundantes (Aguilar
2005). De las liposolubles, la leche de mujer contiene mayores concentraciones de
B-caroteno y la vitamina E (Allen 2008). A pesar de no tener niveles éptimos de
vitamina D los bebés alimentados con leche materna no padecen raquitismo, ya
que si poseen un sulfato de esa vitamina, adquirida por via transplacentaria que
tiene actividad durante los primeros tres meses. En la leche materna los niveles
deseables se alcanzan dando un suplemento a la madre; en forma exdgena se
adquiere por la accion del sol y de los rayos ultravioleta (Taylor y col. 2008).

La vitamina K nunca es 6ptima en leche materna (2 mcg/L) si se compara con los
requerimientos diarios de 12 mcg/dia, por lo que debe aplicarse a todo recién
nacido 1 mg intramuscular en dosis Unica (Greer 1999).

* Minerales. Destaca el hierro, cuyas concentraciones se reducen a lo largo de la
lactancia hasta mantenerse estable a los seis meses. Se absorbe entre 45y 75%
de su contenido total, mientras que la leche de vaca s6lo es de 10%. Una
explicacion para esto es que el hierro en la leche materna se encuentra unido a las
seroproteinas en 65 a 81% y una baja cantidad (2 a 14%) unido a la caseina, que
al tener un paso lento por el estdmago, sufre una degradacién (Lonnerdal 2009).
La relacion calcio/fésforo de la leche materna es de 1.2 a 2; esto es util en la
absorcion hasta de 75% del calcio, comparado con sélo 20% de la leche entera de
vaca. De esto depende la formacion del tejido 6seo en la infancia (Abrams 2006).

* Oligoelementos. El zinc es parte de los sistemas activadores de las enzimas; su
concentracion en la leche humana es de 2 a 4 pg/mL y tiene biodisponibilidad
elevada: 45 a 58% de la fraccion sérica de las proteinas.

El flior, a pesar de su baja cantidad en leche materna, es Util para evitar las
caries, lo cual es evidente si se compara a los nifios alimentados al pecho materno
con los alimentados con biberén. Finalmente, el magnesio se mantiene en
equilibrio muy estable con el calcio en la leche humana para prevenir hipocalcemia
en el recién nacido (Lénnerdal 2009).
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Tabla 2. Comparacién de leche en la etapa de calostro y madura

Componente Calostro Leche
madura
Calorias (cal/L) 670 750
Minerales cationes (mEg/L) sodio, potasio, calcio, 70 50
magnesio
Minerales aniones (mEg/L) fésforo, azufre, cloro 30 40
Oligoelementos (ug/dL)
Hierro 70 pg/dL 3mg/dL
Cobre 40 1.1
Zinc 40 30
Proteinas (g/L) 10-12 23
Aminoacidos (g/L) 12 12.8
Nitr6geno no proteico (mg/L) 910 30-500
Lisozima (mg/L) 460 390
Hidratos de Carbono (g/L) 57 60-70
Grasas (g/L) 30 35-45
Vitaminas (mg/L)
Vitamina A 1.61 0.61
Caroteno 1.37 0.25
Tocoferol 14.8 2.4
Tiamina 0.019 0.142
Riboflavina 0.302 0.373
Vitamina Bs - 0.15
Acido nicotinico 0.75 1.83
Vitamina Bi2 (mcg/L) 0.45 0.5
Biotina (mcg/L) 0.5 2
Acido Folico 0.5 pg/L 24-30
mg/L

Acido pantoténico 1.8 2.5
Acido ascorbico 72 52
Adaptado de Aguilar 2005.

4.2.2 Inmunologia de la leche humana

Las células B ejercen la inmunidad especifica contra un patégeno a traves de la
produccion de anticuerpos. Las inmunoglobulinas presentes en la superficie de las
células B se unen a sus antigenos complementarios; esta sefal inicia la
diferenciacion de los linfocitos B para transformarse en células plasmaticas
secretoras de anticuerpos. Las inmunoglobulinas presentes en leche humana
cumplen funciones de neutralizacién y de opsonizacion. La leche materna contiene
anticuerpos contra antigenos del medio ambiente. Los antigenos que penetran en
la mucosa intestinal o a pulmones llegan al tejido linfoide asociado a la respectiva
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mucosa (placas de Peyer en intestino o tejido linfoide en bronquios); es en este
tejido linfoide donde el antigeno coexiste con linfocitos; tales linfocitos son
entonces sensibilizados contra los antigenos ingeridos y luego viajan a la glandula
mamaria y alli sintetizan y secretan anticuerpos. Cuando el neonato es alimentado
con leche adquiere anticuerpos contra microorganismos ambientales a los que fue
expuesta su madre. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el origen
preciso de las células B presentes en la gldndula mamaria materna y si estas
células llegaron a este tejido en condicion de activacion celular o si adquieren tal
estado después de cierto tiempo de estancia en la glandula. Responder tales
preguntas podria ayudarnos a comprender la fisiologia inmunitaria de la leche y
los mecanismos de adaptacion inmunologica materno-neonatal (Calixto y col.
2011).

Por otro lado, diversos reportes sugieren que la inmunidad celular que confiere la
leche es mediada por linfocitos T y que depende de células que expresan
inmunofenotipos de CD3+CD4+ o CD3+CD8+ positivos. Algunos de estos
estudios reportan que las células T presentes en mayor cantidad en la leche
humana son aquellas con capacidades de regulacion, sugiriendo que éstas
podrian ser uno de los primeros subtipos celulares que colonizan al organismo del
lactante receptor (Acosta y col.1994). Se ha reportado que los linfocitos T
contenidos en la leche materna expresan una menor capacidad proliferativa en
comparacién con los linfocitos sanguineos después de utilizar diversos
activadores. Este resultado indicaria que las células T Podrian no ser funcionales
en el lactante colonizado (Crago y Mestecky 1984).

Tabla 3. Resumen de inmunologia de la leche materna

Componente Funcion
Celular
Macrofofos Fegocita microorganismos (E. coli, S. aureus,
Salmonella), Hongos (Candida), virus (herpes simple) y
protozoos por lactoperoxidasas.
Madura enzimas del intestino por factor de crecimiento
celular.

Polimeorfonucleares | Protege al tejido mamario de mastitis.

Linfocitos Estimula inmunidad de memoria por la via entero-
mamaria.

Humoral

Inmunoglubolinas Ofrece inmunidad pasiva al recién nacido.

(A,G,M,E,D) Antimicrobianos y antivirales al promover fagocitosis de
neutrofilos.
Formas anticuerpos contra bacterias y virus.

Proteinas

Lactoferrina Bacteriostatico y antimicrobiano al atacar la membrana
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celular, secuestrar el hierro y bloquear el metabolismo de
hidratos de carbono de S. aureus, Vibrio cholerae, E. coli,
Pseudomonas.

Antiviral (contra VIH, CMV; HSV)

Lisozima Bactericida por lisis bacteriana de los peptidoglicanos de
las bacteria, inmunomodulador y reductor del efecto
endotoxico.

K-caseina Antiadherente, promotor del crecimiento de

Bifidobacterium bifidum.

Vitaminas (A, Cy E)

Antiinflamatoria por eliminar radicales libres de oxigeno.

Nucleotidos Madura células T, incrementa la actividad de las células
asesinas, la reaccion de anticuerpos frente a vacunas, la
maduracion intestinal y la reparacion entérica después de
las diarreas.

Enzimas

Lipasa Antibacteriana y contra protozoarios.

Catalasa Antiinflamatoria, degrada el H202

Glutation Antiinflamatoria, previene la peroxidacion lipidica.

peroxidasa

Factor activador | Protege contra enterocolitis necrosante.

plaguetario

Hormonas

Prolactina Desarrollo linfocitos T y B, promueve la diferenciacion del
tejido linfoide intestinal.

Cortisol, tiroxina, | Madura el intestino y desarrolla mecanismos de defensa.

insulina y factores
de crecimiento

Citocinas

Inmunomoduladores del sistema inmunitario.

Factores bifidus

Estimula el crecimiento de Bifidobacterium bifidum vy
Lactobacillus bifidus, acidifican instestino al producir
acidoacético, acido férmico y acido succinico Gram
negativo (E. coli, Shigella, Bacteroides fragilis, S.aureus)
y Protozoarios.

Complemento

Especificamente C3 y C4. Provoca lisis bacteriana junto
con anticuerpos especificos (igG e IgM) y tiene actividad
opsonizante, quimiétactica y bacteriolitica.

Reyes y Martinez 2011.
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4.3. Leche de Vaca

La leche es un liquido secretado por las glandulas mamarias de las hembras de
los mamiferos, tras el nacimiento de la cria. Es un liquido de composicion
compleja, blanco y opaco, de sabor dulce y reaccién iénica (pH) proxima a la
neutralidad. La funcion natural de la leche es la de ser el alimento exclusivo de
mamiferos jovenes durante el periodo critico de su existencia, tras el nacimiento,
cuando el desarrollo es rapido y no puede ser sustituida por otros alimentos.

En la vaca, existen en realidad cuatro glandulas independientes habitualmente
llamadas “cuartos” (anterior derecho, anterior izquierdo), que no tienen en comun
mas que la envoltura cutanea. La mama se encuentra suspendida de la region
pubiana del abdomen mediante ligamentos carentes de elasticidad. En otras
numerosas especies de mamiferos, las mamas se encuentran separadas y
dispuestas simétricamente, dos a dos, de la region toracica a la region inguinal.

En la ubre de la vaca, los acinos se retnen en racimos formando los l6bulos; éstos
se comunican, por un conducto colector ramificado, con la cisterna (seno
glactéforo) situada en la base de la mama. Esta cisterna desemboca en el seno
del pezon por un repliegue de la mucosa. El pezén el exterior mediante un fino
canal anico, ocluido por un pequefio esfinter liso. El conjunto forma reservorio de
importante capacidad, estimado en unos 8 litros para la totalidad de los cuatro
cuartos de una vaca lechera de tipo medio (Charles 1985).

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad, de gran demanda por su
alto valor nutricional que se refleja en sus componentes, es considerada un
alimento basico en la dieta de nifios, ancianos, enfermos, y en general de toda la
poblacion.

4.3.1. Composicién de la leche y su valor nutrimental

De todos los alimentos que consume el hombre, sélo la leche tiene como Unico
objetivo el de servir de alimento como tal. Consecuentemente, se espera que su
valor nutritivo sea muy alto. La leche es un alimento casi completo, ya que sélo es
pobre en hierro, vitamina D y vitamina C. Su riqueza en energia, proteinas de facil
asimilacion, grasa, calcio, fésforo y varias vitaminas hacen de la leche el alimento
basico del lactante y, en general, del nifio en sus primeros cuatro afios de vida,
aunque también es muy importante en otras etapas de la vida (Korhonen H y
Pihlanto A. 2003). Esta compuesta por grasa, proteina, lactosa, minerales (sélidos
totales) y agua. Su valor nutricional asi como el econémico estan directamente
asociados con su contenido de sélidos (Steijns. 2008).
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4.3.1.1. Elagua

El agua es la fase dispersante, en la cual los glébulos grasos y demas
componentes de mayor tamafio se encuentran emulsionados o suspendidos.

Las sustancias proteicas se encuentran formando un coloide en estado de .sol.
li6fobo (caseina y globulina) o liéfilo (albimina), mientras que la lactosa y las sales
se hallan en forma de solucion verdadera. El peso especifico de la leche oscila
entre 1.027 y 1.035, con una media de 1.032. El punto de congelacién se
encuentra por término medio entre -0.54°C y -0.55°C (valores limites: -0.51°C y -
0.59°C) en virtud de la lactosa y sales disueltas; la técnica de su determinacion se
llama crioscopia y ha sido también adoptada en el examen de la leche para
determinar posibles adulteraciones por adicion de agua. También puede influir
sobre el punto de congelacion de la leche la acidificacion, en cuyo caso el punto
crioscopico disminuye. El calentamiento de la leche origina la elevacién del punto
de congelacion (Lerche Martin 1969).

4.3.1.2. Proteinas

La proteina contenida en la leche es del 3,5% (variando desde el 2.9% al 3.9%).
Esta proteina lactea es una mezcla de numerosas fracciones proteicas diferentes
y de pesos moleculares distintos. Las proteinas se clasifican en dos grandes
grupos: caseinas (80%) y proteinas séricas (20%). (Agudelo y col. 2005).

- La caseina es la proteina mas abundante, ademas de ser la mas caracteristica
de la leche por no encontrarse en otros alimentos, existen tres tipos de caseinas
(a, b y Kapa caseina), en la leche también se encuentra la albimina y la globulina.
El valor biolégico de la caseina en la alimentacion obedece a su contenido en
aminoacidos esenciales que se separan de la parte acuosa por accion de enzimas
como la renina o la quimiocina, que son las responsables de la precipitacion de la
proteina en el elaboracién de quesos ( Lerche Martin 1969).

El comportamiento de los diferentes tipos de caseina en la leche al ser tratada con
calor, diferente pH (acidez) y diferentes concentraciones de sal, provee las
caracteristicas de los quesos, los productos de leche fermentada y las diferentes
formas de leche (Agudelo y col. 2005).

- La albumina es la proteina de la leche, que sigue en cantidad a la caseina, con
una cifra aproximada de 0.5%. Mientras que la caseina es relativamente estable a
la accion del calor, las albuminas se desnaturalizan con facilidad al calentarlas.
Por esta razén durante el proceso de calentamiento a altas temperaturas se
destruye gran parte de la proteina sérica (Lerche Martin 1969).

-Las globulinas de la leche, son proteinas de alto peso molecular que se
encuentran preformadas en la sangre. También es posible que parte se produzca

en las células del parénquima mamario.
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Son las proteinas que mas fluctuaciones experimentan en el transcurso de un
periodo de lactacion, desde 9% al 16% del total de la proteina, que es la tasa que
puede alcanzar en el calostro, disminuye hasta ser de s6lo unas milésimas de
dicho porcentaje en las ultimas etapas de la lactancia (Lerche Martin 1969).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas que se encuentran en el calostro son
proteinas que se encuentran en el torrente sanguineo, y hacen parte del sistema
inmunolégico cuya funcién es neutralizar y ayudar a destruir bacterias, asi como
otras particulas extraflas que hayan invadido el cuerpo; debido a esto se hace
necesario el consumo de calostro en las primeras horas de vida del neonato (Abul
y col. 1996).

4.3.1.3. Componente graso

La grasa lactea se sintetiza en su inmensa mayoria en las células secretoras de la
glandula mamaria y constituye cerca del 3% de la leche; se encuentra en forma de
particulas emulsionadas o suspendidas en pequefios glébulos microscopicos,
cuyos diametros pueden variar de 0.1 a 0.22 micrones que se encuentran
rodeados de una capa de fosfolipidos que evitan que la grasa se aglutine y pueda
separarse de la parte acuosa. La grasa de la leche puede sufrir alteraciones
causadas por la accién de la luz, del oxigeno y enzimas (lipasas).

Los procesos hidroliticos oxidativos conducen a la formacion de peroxidos,
aldehidos, cetonas y acidos grasos libres, originandose asi alteraciones del sabor
que se hace sebéaceo o rancio.

El contenido de grasa puede variar por factores como la raza y las practicas de
debidas a la alimentacion ademas, se mantiene constante en los diversos
periodos de lactacion, tan sélo en el calostro parece disminuir su porcentaje. Se ve
afectada si por el estado sanitario de la ubre presentando disminuciones
significativas cuando se presentan procesos inflamatorios o infecciosos (Lerche
Martin 1969).

4.3.1.4 Elementos Minerales

La leche de vaca contiene sodio, potasio, magnesio, calcio, manganeso, hierro,
cobalto, cobre, fosforo, fluoruros, yoduros. Ademas, se reconoce la presencia de
otros en cantidades vestigiales, como el aluminio, molibdeno y plata.

En la membrana de los glébulos grasos se encuentran en mayor concentracion el
calcio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, fésforo y zinc.

Una parte de los metales, sobre todo los alcalinos y los halégenos, se encuentran
libres en forma de iones en solucién. El calcio, por el contrario, se halla en su
mayor parte ligado a la caseina. Tan sélo un tercio del calcio y del magnesio se
encuentra en disociacion ionica. Ademas de los cloruros y fosfatos, deben
mencionarse también los citratos, presentes en una cuantia media de 2.3 gr/Lt.
Durante la duracion de la lactancia descienden primero los contenidos de calcio y
fésforo, para al final volver a aumentar ligeramente. Asimismo disminuye la tasa
de potasio, mientras que la de sodio muestra desde el principio tendencia a

aumentar.
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El contenido de calcio se ve influido por la época del afio. La tasa de magnesio
permanece practicamente invariable. Reviste especial interés la cantidad de
cobalto ya que este elemento es imprescindible para la sintesis de vitamina B12,
tan importante para los animales y el hombre.

El cobre por su parte experimenta notables oscilaciones (entre 0 y 80 mg/L), la
concentracion de este mineral se halla disminuida en la leche de vacas que
pastaron en llanuras acidas. La leche de épocas secas es mas pobre en cobre,
que la de la época lluviosa. Las alteraciones secretoras, las enfermedades del
metabolismo y otros estados patolégicos originan en su mayoria notables cambios
en la concentracion de los elementos minerales. Como primer signo de un
trastorno secretor es particularmente frecuente que descienda la tasa de calcio,
haciendo que la leche pierda sus propiedades de coagulacion (Lerche Martin
1969).

4.3.1.5. Vitaminas

La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos,
nicotinamida, biotina, acido félico, su concentracidbn esta sujeto a grandes
oscilaciones. El calostro posee una extraordinaria riqueza vitaminica, contiene de
5 a 7 veces mas vitamina C y de 3 a 5 veces mas vitaminas B2, D y E que la leche
normal. También influye la época del afo, tiempo atmosférico, ambiente y la
alimentacion; este ultimo factor repercute especialmente en los carotenos y en la
vitamina A como consecuencia de la abundante ingestién de carotenos cuando la
base de la alimentacion son forrajes frescos.

La vitamina E por su parte es 10% mas abundante en épocas en que el ganado
tiene acceso a forraje mas toscos, lo cual posiblemente dependa del mayor
contenido graso de la leche en verano.

Por lo general, la concentracion de las vitaminas hidrosolubles se conserva
constantemente. En la vitamina C se observan fluctuaciones dependiendo de la
alimentacion. Son variadas las influencias de la manipulacion de la leche sobre su
contenido vitaminico ya que en el simple almacenamiento se producen pérdidas
de vitaminas, dependientes de la temperatura y de las radiaciones luminicas
(Lerche Martin 1969).

4.3.1.6. Enzimas

Las enzimas contenidas en la leche se aprovechan para efectos de inspeccion y
control, ya que muchas de ellas influyen en la calidad de la leche y en el origen de
distintas alteraciones. Las enzimas de la leche carecen de valor desde el punto de
vista alimenticio, sobre todo para los organismos ya desarrollados.

Las enzimas lacteas tienen dos origenes: las corporales y las enzimaticas. Las
primeras llegan directamente a la leche -en la que se encuentran en forma libre-
procedentes de la sangre, o bien de las células corporales. Pero también pueden
llegar a la leche con las células. En ambos casos se trata de enzimas originadas

en el organismo.
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Las segundas se originan en la leche misma, producto de la accion de los
gérmenes.

Existen dos grupos de enzimas: las hidrolasas cuyo mecanismo de accion se
caracteriza por un desdoblamiento hidrolitico, a este grupo pertenecen entre otras,
las esterasas, lipasas, carbohidratasas y proteasas. Entre las esterasas es
importante la lipasa que actla cuando la leche es depositada sin refrigeracion,
dandole un sabor rancio.

Las lipasas se inactivan a temperaturas superiores a los 60°C, por lo tanto no son
evidenciables después de la pasteurizacidn. A las esterasas pertenecen también
las fosfatasas que se dividen en acidas y alcalinas, la fosfatasa alcalina se
encuentra preferentemente en la membrana proteica de los glébulos grasos y es
inactivada al someter la leche a procesos de calentamiento (62°C durante

30 minutos o a 72°C 15 segundos).

El otro grupo importante de enzimas son las oxido- reductasas, las mas importante
son la catalasa y la peroxidasa que sirven como indicadoras de la calidad
microbiolégica de la leche (Lerche Martin 1969).

4.4. Leche de cabra

La cabra fue el primer animal domesticado por el hombre capaz de producir
alimento, hace cerca de 10 000 afios. Desde entonces, siempre acompafd la
historia de la humanidad, conforme testifican los diversos relatos historicos,
mitologicos y biblicos, que mencionan a los caprinos. A pesar de eso, pocas veces
tuvo su valor debidamente reconocido (Doria, 1997, Bidot y Mufioz, 2016).

La leche de cabra ha sido un componente esencial de la "dieta mediterranea"” en
sus origenes, especialmente mediante su transformacién en queso, como sefialan
los autores clasicos Caton, Virgilio, Columela, Plinio, Ateneo, mostrando no sélo
las formas de hacer el queso, sino los tipos que existian ("oxigala", "moretum") o
incluso algunas especialidades culinarias como un pastel ("sabilium"”) a base de
queso, miel, harina y huevos, espolvoreado con semillas de amapolas y cocido al
horno (Otogalli y Testolin,1991; Capdevila y Marti-Henneber, 1996). También en
esa época se conocia la leche fermentada, mostrandose en el Deuteronomio
como "uno de los alimentos dado por Jehova a su pueblo". Desde aquellas épocas
clasicas a la actualidad, la cabra ha tenido un papel primordial en la produccién de
alimentos de calidad para el hombre, especialmente en las regiones
desfavorecidas del mundo, donde todavia dichos alimentos constituyen la principal
fuente de proteina para la poblacion (Bidot, 2006 b). La décima parte
aproximadamente de la leche que se consume en el mundo, proviene de la cabra,
y para algunos paises, es la unica fuente lactea (Arbiza, 1987).

La leche de cabra es mas blanca que la de vaca, a causa de no contener
carotenos, que amarillean a esta ultima. Los carotenos son cada uno de los
hidrocarburos no saturados, de origen vegetal y color rojo, anaranjado o amarillo
gue se encuentran en el tomate, la zanahoria, la yema de huevo, etc., y en los
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animales se transforman en la vitamina A. La leche de cabra posee un olor fuerte,
como consecuencia de la absorcion de compuestos aromaticos durante su
manejo, generalmente inadecuado, con la presencia de machos en los lugares de
ordefio, mala higiene de los establos al que queda expuesta la leche, tardanza en
el filtrado y enfriamiento tras el ordefio; sabor y olor que, por otro lado, se pueden
eliminar en gran parte por un sencillo tratamiento de desodorizacion al vacio
(Borras, 1968). Se diferencia también de la leche de vaca en que ésta es
ligeramente acida, mientras que la de cabra es casi alcalina (pH 6,7), debido a su
mayor contenido proteico y a las diferentes combinaciones de sus fosfatos (Saini y
Gili, 1991), por lo que esta leche se utiliza en personas con problemas digestivos
(Jandall, 1996). La leche de cabra es una mezcla en equilibrio de proteinas,
grasas, carbohidratos, sales y otros componentes. La composicion de la leche
determina su calidad nutritiva y su valor como materia prima para fabricar
productos alimenticios. Tiene una composicion cualitativa constante, pero
cuantitativamente varia en funcion de diferentes factores tales como raza del
animal, el momento de la lactancia, nimero de partos, la época del afio, el clima
de la region. Otros autores describen a la leche como un liquido blanco y opaco de
composiciéon compleja, sabor ligeramente dulce y un pH casi neutro. Es una
suspension de materias proteicas en un suero constituido por una solucion que
contiene principalmente lactosa y sales minerales (Charles Alais, 1985; Ortega
2011).

4.4.1. Composicion de la leche de cabra.

La composicion de la leche de cabra es diferente a la del ganado ovino, bovino y a
la leche humana (tabla 4), pero puede variar por multiples factores, entre ellos, tipo
de alimentacién, medioambiente, manejo, sistema productivo, etapa de lactancia
e, inclusive, estado sanitario de los animales (Park 2006) . Sin embargo, el estudio
de cada componente y el conocimiento de los valores promedio de cada uno de
ellos permiten una mejor comprension alrededor de la produccion de leche
caprina.
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Tabla 4. Composicion promedio de los nutrientes basicos de la leche de diversas

especies.
Grasa % 3.8 3.6 4
Sélidos no Grasos % 8.9 9 8.9
Lactosa % 4.1 4.7 6.9
Proteina % 3.4 3.2 1.2
Caseina % 2.4 2.6 0.4
Albumina, globulina % 0.6 0.6 0.7
N no proteico % 0.4 0.2 0.5
Cenizas % 0.8 0.7 0.3
Calorias/100ml 70 69 68

Fuente: Park 2006
4.4.1.1. Lactosay oligosacaridos:

Al igual que en la leche de las hembras bovinas y ovinas, la lactosa es el mayor
carbohidrato presente en la leche de cabra, y su valor promedio se encuentra en el
orden del 4.1%, menor que el valor reportado en bovinos, que puede estar por el
4.7% (Silanikove 2010). La lactosa es sintetizada a partir de glucosa en la glandula
mamaria con la participacién activa de la proteina a-lactoalbumina y favorece la
absorcidn intestinal de calcio, magnesio y fésforo, y la utilizacion de la vitamina D.
Sin embargo, la importancia de este carbohidrato radica en el mantenimiento del
equilibrio osmaético entre el torrente sanguineo y las células alveolares de la
glandula mamaria durante la sintesis de la leche, razén por la cual es un
componente que varia segun el nivel de produccion lactea y no por efecto directo
del tipo de dieta suministrada. Por otro lado, los oligosacaridos de la leche caprina,
al igual que la lactosa, fueron recientemente reportados8 al encontrar que las
cantidades de oligosacaridos que estan presentes en la leche de caprinos fluctian
en un rango de 250 a 300 mg/L, lo cual representa 4 6 5 veces mas que los
valores encontrados en la leche de vaca, pero menos que los presentes en la
leche humana.

4.4.1. 2. Proteina de la leche de cabra

La leche contiene cientos de tipos de proteinas, la mayoria de ellas en muy
pequefias cantidades. Estas pueden ser clasificadas de varias formas, de acuerdo
con sus propiedades fisicas o quimicas, asi como también con sus funciones
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bioldgicas. Entre las principales proteinas presentes en la leche de los mamiferos
se encuentran la as1-CN, as2-CN, B-CN, B-CN y las k-Caseinas, indispensables
para el aprovechamiento industrial de los productos lacteos; se encuentran valores
promedio de proteina en la leche de cabra de 4,5%, superiores a los valores para
ganado bovino (3,3%), pero inferiores a los del ganado ovino (5,8%) . Por otra
parte, las inmunoglobulinas presentes en la leche de cabra son muy similares a las
observadas en la leche de vaca, y se encuentran siempre en mayores cantidades
durante las fases iniciales de la lactancia, principalmente en el calostro.

4.4.1.3. Grasa de laleche de cabra

El componente lipidico es reconocido como el mas importante de la leche en
términos de costo, de nutricibn y de caracteristicas fisicas y sensoriales del
producto. Dentro del componente lipidico, los triglicéridos representan cerca del
98%, pero en la leche de cabra también se encuentran algunos lipidos simples
como los diacilgliceroles y los ésteres de colesterol, asi como fosfolipidos y
compuestos liposolubles como los esteroles y el colesterol (Park 2007). Los lipidos
en la leche de cabra se encuentran de manera abundante en forma de glébulos
con un tamaifo de menos de 3 um, lo cual permite una mayor digestibilidad y una
mayor eficiencia en el metabolismo lipidico comparado con la leche de vaca
(Haenlein 2004); en este sentido la grasa de la leche caprina no contiene
aglutinina, que es una proteina encargada de concentrar los glébulos grasos para
generar estructuras mas complejas y de mayores dimensiones, y por esta razon
los glébulos permanecen dispersos y pueden ser atacados mas facilmente por las
enzimas digestivas. Adicionalmente se ha reportado que en la leche de cabra los
acidos grasos libres de cadena corta y media como el C6:0 y el C9:0 son
responsables en parte del llamado “Sabor Caprino” que suele ser tan particular en
la leche de los pequefios rumiantes, y en el mismo sentido algunos autores
afirman que cuando la tasa de lipolisis en la leche es muy alta, en ella puede
aparecer un sabor desagradable del cual el 4cido butirico C4:0 es directamente
responsable (Eknaes 2006).

En la actualidad existe un gran interés por aumentar la proporcién de acidos poli
insaturados y el acido linoleico conjugado (CLA) cuyo principal isémero, el acido
ruménico (C18:2 cis9, transll) con alrededor del 85% de los isomeros, esta
relacionado con efectos anti-aterogénico, anticarcindgenico, anti-inflamatorio,
inmunoestimulante y de modulacion de la resistencia a la insulina. El t10, c12-CLA
con alrededor del 2% de los isomeros del CLA, posee propiedades beneficiosas
anti-carcinogénicas y anti-obesidad (Kohler 2007). EI método mas extendido para
aumentar el contenido de CLA en la leche consiste en afiadir aceites 0 granos
oleaginosos ricos en acidos grasos poliinsaturados (AGPI) a la racion. La cantidad
y el tipo de complemento de AGPI influye en el metabolismo lipidico ruminal y en
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la produccion de CLA en la leche. Ademas, la composicion lipidica de la leche de
cabra es fundamental para su rendimiento en quesos, para la textura, sabor y olor
de los derivados (Chilliard y Ferlay 2004; Chilliard 2003).

4.4.1.4. Acido linoleico conjugado

El nombre genérico CLA es un término colectivo que abarca todos los isbmeros
del acido linoleico que contienen un doble enlace conjugado con el sistema
(Parodi 1997). El creciente interés por aumentar las concentraciones de CLA en la
leche y en otros productos de origen animal se debe principalmente a sus
propiedades anti mutagénicas y anti cancerigenas, a su capacidad de generar
respuesta inmune a la arteriosclerosis, y a su participacion en la prevencion de la
obesidad y de la diabetes (Khanal y Olson 2004). Estas razones y la percepcion
gue actualmente se tiene de la importancia de una alimentacion sana y que ayude
a conservar la salud hacen que la presencia de CLA en los productos lacteos
genere un valor agregado que los consumidores estan dispuestos a asumir
(Prandin 2007).

4.4.1.5. Vitaminas y minerales

La leche de cabra, comparada con la leche de vaca, contiene mayor cantidad de
vitamina A (2.074 unidades internacionales por litro frente a 1.560), lo cual ocurre
debido a que los caprinos convierten todo el caroteno en vitamina A, por lo que
resulta una ausencia de caroteno en la leche y, por lo tanto, un color mas blanco
qgue el de la leche de vaca, y adicionalmente la leche de cabra es una fuente rica
de riboflavina, que actia como factor de crecimiento, y de niacina, que alcanza
hasta un 350% més de niacina que la leche de vaca (Park 2006).
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Tabla 5. Contenido de Vitaminas en la leche de cabra y vaca (cantidad en 100 g).

Componente

Vitamina A (IU)
Vitamina E (IU)
Tiamina (mQ)
Riboflavina (mQ)
Niacina (mg)

Acido Pantoténico (mg)

Vitamina B6 (mgQ)
Acido Félico
Biotina (g)
Vitamina B12 (g)
Vitamina C (mg)
Park 2006

185
2.3
0.068
0.21
0.27
0.31
0.046
1.0
1.5
0.065
1.29

126
2.0
0.045
0.16
0.08
0.32
0.042
5.0
2.0
0.375
0.94

El contenido mineral en la leche de cabra es mayor que en la leche humana; la
leche de cabra contiene cerca de 134 mg de Ca y 121 mg de P por cada 100 gr de
leche, y puede llegar a presentar hasta un 13% mas de calcio que la leche bovina
pero no es una buena fuente de otros minerales como hierro, cobalto y magnesio.

Tabla 6. Contenido de minerales de la leche de cabra y vaca (cantidad en 100 gr).

Componente

Ca (mg)
P (mg)
Mg (mg)
K (mg)
Na (mg)
Cl (mg)
S (mg)
Fe (mQ)
Cu (mgQ)
Mn (mgQ)
Zn (mgQ)
I (mg)
Park 2006

134
121
16
181
41
150
28
0.07
0.05
0.032
0.56
0.022

Vaca

122
119
12
152
58
100
32
0.08
0.06
0.02
0.53
0.021
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4.5. Morfologia macroscopica de las bacterias.

La siembra sobre medios sélidos, en superficie, da lugar a la formacion de
colonias, masa construida por muchos millones de bacterias que se aprecia a
simple vista. El tamafio, asi como el aspecto, es bastante constante para cada
género y especie. Se pueden utilizar las siguientes cualidades a la hora del
diagnostico.

Tamafo. Pueden ser << puntiformes>> de alrededor de 1 mm de diametro o
menor; medianas de 1 a 2 mm de didmetro; grandes de 4 a 6 mm, muy
extendidas en velo, invadiendo toda la superficie del medio de cultivo.

Forma. Se tendran en cuenta tanto los bordes (enteros, lobulados, dentadis,
rizoides, etc.) Como el espesor (planas, elevadas, semiconvexas, convexas,
semiesfeéricas, etc.).

Superficie. Puede ser lisa, rugosa, filamentosa, mucosa, seca, papilada,
umbilicada, etc.

Consistencia. Puede ser dura, seca, friable, viscosa, cremosa, 0 mantecosa.

Transparencia y coloracién. Son muy variables. Pueden ser transparentes,
semitransparentes, translucidas u opacas, con una coloracion blanca amarilla,
roja.
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Fig. 1 Morfologia macroscoépica de las bacterias (Pumarola y col. 1987).
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4.5.1. Bacterias acido lacticas

La aplicacion cientifica de los cultivos bacterianos iniciadores tiene
aproximadamente un siglo. La industria lactea empezo6 con el uso de éstos y aun
se mantiene a la vanguardia en la tecnologia de cultivos iniciadores.

Son ampliamente distribuidas en diferentes ecosistemas, ademas de generarse a
gran escala procesos para la produccion comercial de alimentos fermentados,
bebidas alcohdlicas, ensilados, levaduras para la produccién de cerveza, vinos,
vegetales, fermentaciones cérnicas (Almanza y Barrera; 1991).

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por
varios géneros con caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y metabdlicas en
comun. En general las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados,
no moviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerolerantes; oxidasa catalasa y
bencidina negativa, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y
producen &cido lactico como el Unico o principal producto de la fermentacion de
carbohidratos (Carr y col., 2002; Vazquez y col., 2009). Ademas, las BAL son
acido tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2,
otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crece a p H altos como 4 y 4.5,
permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medio donde otras bacterias no
aguantaria la aumentada actividad producida por los acidos organicos (carr y col.,
2002).

Su nombre se deriva del hecho de que sintetizan ATP a través de fermentaciones
de carbohidratos que dan &cido lactico como principal (y a veces Unico) producto
final.

""'—W"'_"'—‘W""' SN

/ 54
\/ \U

(a) ) (c

Fig. 2 Forma y disposicién de las células en tres géneros de bacterias del acido
lactico: (a) Lactobacillus; (b) Streptococcus; (c) Pediococcus. (Stanier 1992).
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4.5.2. Clasificacion de las bacterias acido lacticas.

Desde el punto de vista filogenético se han definido doce géneros de bacterias
lacticas y estas son: Lactobacillus, Lactococcus, Lactococcus, Leuconoctoc,
Streptococcus,  Pediococcus,  Vagocossus, Enterococcus,  Aerococcus,
Tetragenococcus, Carnobacterium, Alloicoccus y Weisella. (Morais; 2004).

Los diversos géneros de las BAL, se han definido sobre la morfologia celular, ADN
y tipo de fermentacion. La relacion filogenética se basa en la comparacion de
secuencias de ARNr 16S, con un % molar guanina-citosina bajo en el ADN,
mostrando a Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus,
Tetragenococcus Yy el recientemente descrito Lactosphaera como los géneros mas
cercanos, Lactococcus y Streptococcus relativamente cercanos, mientras que
Lactobacillus es mas diverso y los géneros no relacionados Propionibacterium y
Bifidobacterium (Holzapfel y col. 2001; Giraffa y col. 2010).

Streptococcus

Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus

Lactococcus

= x
\ Trichococcus
\
5 //
Vagococcus \, o
T—— L= Camobacterium
Desemzia
\;
/ N
Y .
/ \
/ Lactobacillus sakel
// group
o N
>l N
4 N
\:\_
V
b \.
Leuconostoc \
\ Lactobacillus, \

10% Weissella Pediococcus

Fig. 3 Arbol filogenético de los géneros acido lacticas, basado en la secuencia del
gen del ARNr 16 S. (Hammes y Hertel; 2006).

ALEMAN GONZALEZ 2017



Hacia 1920, S. Orla Jensen sefialé que las bacterias del acido lactico podian
dicvidirse en dos subgrupos bioquimicos, que se distinguen por los productos
formados a partir de glucosa, las homofermentadores convierten la glucosa, de
modo casi cuantitativo, en acido lactico; los heterofermientadores la convierren en
un mezcla equimolecular de &cido lactico, etanol y CO..

Glucosa
C An,
{ ADP

Glucosa 6-fosfato

l

Fructosa 6-fosfato

ATP
ADP

Fructosa 1,6-difosfato

iy

Gliceraldehido " Dihidroxiacetona
3-fosfato St fosfato
INAD 2

NADH
2 acido 1,3-difosfoglicérico
2ADP
2ATP
2 dcido 3-fosfoglicérico
2H,0

Acido 2-fosfoenolpiruvato
2ZADP
2ATP
2 #cido pindvico
INADH
INAD
2 4cido lactico

Fig. 4 Ruta de EMP por la que las bacterias homofermentadoras del acido lactico
convierten la glucosa en acido lactico (Stanier 1992).
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NADH NADH
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Acido 3-fosfoglicérico Etanol
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ADP

ATP
Acido piruvico

NADH
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Fig. 5. Ruta del catabolismo de la glucosa por las bacterias heterofermentadoras

del 4cido lactico, (Stanier 1992).
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- Clasificacion de las bacterias acido lacticas segun Orla Jensen

4.5.2.1.Grupo homofermentativo

Estas bacterias poseen las enzimas aldolasa y hexosa-isomerasa, pero carecen
de la fosfocetolasa. Usan la ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para la
produccion de dos moléculas de &cido lactico por cada molécula de glucosa
consumida. Sélo forman pequefias cantidades de otros metabolitos diferentes del
acido lactico el cual representa del 90 al 97% de la lactosa fermentada. Dentro de
este grupo se tiene:

- Thermobacterium (Lactobacillus)

Bacstones alargados, aislados o en cadenas cortas.

Termofilos (temperatura 6ptima entre 40 a 48°C).

Acidificantes muy enégicos, hasta el 2.7% de acido inactivo o levagiro.
Actividad caseolitica notable.

- Streptobacterium

Formas esféricas en cadena.

Acidificacion muy lenta, pero marcada (mayor de 1%), &cido inactivo o dextrogiro
Actividad caseolitica.

-Streptococcus

Forma esférica en cadena
Acidificacion rapida (menor de 1%)
Poca actividad caseolitica.

4.5.2.2. Grupo heterofermentativo

Este grupo de bacterias contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la
aldolasa y hexosa isomerasas; asi que, en lugar de seguir la via EMP para la
degradacion de la glucosa, utilizan las vias de hexosa monofosfato o la de las
pentosa. La produccién de acido es mas débil; ademas del acido lactico se forman
otros acidos, sustancias diversas y COz.

Bifidobacterium

Bastones que se ahorquillan en los cultivos viejos.

Produce acido acético en proporcién elevada y acido lactico dextrogiro.
Son anaerobios.

Betabacterium

Tienen forma de bastén.

Producen poco acido (0.5% maximo) en forma de una mezcla de acidos, lactico,
acético, succinico, etc.

No actlan sobre la caseina, acido latico inactivo.
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Betacoccus

Formas esféricas semejantes a los estreptococos, pero el acido lactico producido
es levogiro.

Proceden de los vegetales en descomposicion, remolachas, etc.

Fermentan las pentosas y descomponen las pectinas.

Fermentaciones viscosas con la sacarosa y produccion de mucilago.

4.5.3. Agar MRS

El Agar M.R.S fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por su formulacion
permite el Adecuado desarrollo de lactobacilos y otras bacterias acido lacticas.

La proteasa peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa
constituyen la fuente nutritiva ya que aportan nitrégeno, carbono, vitaminas y
minerales.

El monoleato de sorbitan, las sales de sodio, magnesio y manganeso proveen
cofactores para el crecimiento bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos
microorganismos.

El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias
Gram (-). El agar es el agente solidificante.

4.6. Probiéticos

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades
adecuadas ejercen una influencia positiva en la salud o en la fisiologia del
hospedero (Sherezenmeir y Vrese 2001). La forma mas frecuente de consumir
probiodticos es a través de alimentos lacteos que contienen especies intestinales
de lactobacilos y bifidobacterias; por los efectos benéficos adicionales a los
nutritivos, estos alimentos se consideran en el grupo de los alimentos funcionales
(Palou y Serra 2000).

Una vez que los probidticos son ingeridos ocurren cambios en la microflora
intestinal que repercuten positivamente en el estado de salud del consumidor. Es
importante resaltar que la flora intestinal es una comunidad interactiva de
organismos con funciones especificas para mantener el estado de salud. Esta
funcion es la suma resultante de las diferentes actividades combinadas de los
organismos que la conforman como lo son la fermentacion de sustratos de la dieta
no digeribles y del moco producido por el epitelio con la produccién de acidos
grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato) favoreciendo la
recuperacion y la absorcidon de calcio, hierro y magnesio, en la regulacién del
metabolismo de la glucosa reduciendo la glicemia postprandial, asi como, la
sintesis de la vitamina K y de las del grupo B (Guarner 200). Algunos beneficios
incluyen mejoria en las enfermedades infecciosas, enfermedades cronicas
intestinales como colitis ulcerosa, inmunomodulacion, biodisponibilidad de
nutrientes, enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus no
insulinodependiente, obesidad, osteoporosis y cancer (Marteau y col. 2001,

Sanders 2000; Saavedra 2001).
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Entre las bacterias probioticas mas utilizadas para el consumo humano se
encuentran las llamadas bacterias &cido lacticas (BAL), que incluyen a las

siguientes: Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei,

L. casei spp

rhamnosus, L. delbrueckii spp bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus
lactis spp lactis, Lactococcus lactis spp. cremoris, Bifidobacterium bifidum, B.
infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium, entre otros (Farnworth 2001).

4.6.1. Probioticos y sus efectos.

Tabla 7. Algunos probidticos y sus efectos.

Especie Efectos Reportados Otra informacion
Lactobacillus
L. acidophilus -Estimulacién del sistema inmonolégico. | Actualmente
-Balance de la flora intestinal. | usados en
-Reduccion de enzimas fecales productos
-Antitumoral probiéticos
-Prevencion de la “diarrea del viajero” | (Nestle, Suiza, por
(Cuando se mezcla con B. bifidum). ejemplo).
-Prevencion de otro tipo de diarrea. Los efectos
-reduccién del colesterol serologico. pueden variar
-Coadyuvante de vacunas. dependiendo en la
-Prevencion de constipacion. especie.
-Prevencion de la iniciacion del cancer.
-Prevencion del cancel de colon.
-Prevencion de dafio del higado
inducido por alcohol.
-Control de la inflamacion intestinal y las
reacciones de hipersensibilidad de
infantes con alergias a alimentos.
L. acidophilus - Mejoramiento de la inmunidad contra El potencial
mezclado con infecciones intestinales. terapéutico de
Bifidobacterium -Prevencion de enfermedades estas bacterias en
spp. diarreicas. productos lacteos
-Prevencion de cancer de colon. fermentados
-Prevencion de hipercolesterolemia. depende de su
-Mejoramiento de la utilizacion de la capacidad para
lactosa. sobrevivir durante

-Prevencion de enfermedades del tracto
gastrointestinal superior.

-Estabilizacion de la mucosa
gastrointestinal.

su elaboracion y
almacenamiento.
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L. brevis

Balance de la flora intestinal

Actualmente

usados en
productos
probiéticos.
L. casei -Estimulacién del sistema inmunoldgico. | Actualmente
subespecie -Balance de la flora intestinal. usado en
rhamnosus -Reduccion de enzimas fecales. productos
-Antitumoral. probidticos
-Prevencion de la diarrea del rotavirus. | (Danone, por
-Prevencion y tratamiento de otras | ejemplo). Algunos
diarreas. autores se refieren
-Fortalecimiento de las defensas | a este
naturales. microorganismo
-Prevencion de caries dental. como L. casei o L.
- Prevencion de la enfermedad de | rhamnosus.
Crohn.
L. Delbreuckii -Estimulacién del sistema inmunoldgico. | Actualmente
subespecie -Reduccién de enzimas fecales. usados en
bulgaricus -Antitumoral. productos
-prevencion de la “diarrea del viajero”. probidticos  (Meiji
Milk Products,
Japon).
L. fermentum Actualmente
Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
L. gasseri -Reduccion de las enzimas fecales. Subespecie ADH
-Antitumoral.
-Reduccién de colesterol.
L. helveticus Actualmente
Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
L. johnsonni -Balance de la flora intestinal. Actualmente
-Mejoramiento de sistema inmunoldgico. | usado en
-Tratamiento de la gastritis. productos
- Mejora la patégenicidad contra E. Coli. | probiéticos
(Nestle, Suiza, por
ejemplo).
L. plantarum -Estimulacion del sistema inmune. Actualmente
Antitumorial. usado en
productos
probidticos.
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L. reuteri

Actualmente

Reduccién de colesterol. usado en
productos
probidticos
(BioGaia, Estados
Unidos).

L. Salivarius -Reduccion del colesterol (al mezclarse | Hasta 1998, las
con E. Faecium o con L. acidophilus). solicitudes que
- Reduccion del colesterol (al mezclarse | clamaban su
con L. bulkgaricus y fructo- funcionalidad
oligosacaridos). solamente eran
Balance de la flora intestinal. consideradas

potenciales.

Bifidobacterium

B. bifidum -Balance de la flora intestinal. Actualmente
-Antitumoral. usado en
-Prevencion de la diarrea del rotavirus. productos
-Prevencion de otras diarreas. probiéticos.
B. longum -Antitumoral Actualmente
-Mejora la resistencia a las infecciones. | usado en
Estimula la inmunidad. productos
probidticos.
B. infantis Actualmente
Antitumoral usado en
productos
probidticos.
B. Breve -Incremento de los niveles del Actualmente
anticuerpo anti — B. breve. usado en
-Incremento de la produccion de productos
cytokines IFN- y (induccion viral) probiéticos.
B. adolescentis Actualmente
Antitumoral usado en
productos
probiéticos.
Otras Especies
Streptococcus Algunos  autores
Salivarius Prevencion de la “diarrea del viajero” se refieren a este
subespecie microorganismo
Thermophilus como S.
Thermophilus.
Lactococcus lactis Actualmente
subespecie lactis Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
Lactococcus lactis Actualmente
subespecie Balance de la flora intestinal usado en
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cremoris. productos
probidticos.
Enterococcus Actualmente
faecium Balance de la flora intestinal usado en
productos
probiéticos.
Leuconostoc Actualmente
mesenteroides Balance de la flora intestinal usado en
subespecie productos
dextranium probiéticos.
Propionibacterium Actualmente
freudenreichii Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
Pediococcus Actualmente
acidilactici Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
Saccharomyces Actualmente
boulardii Balance de la flora intestinal usado en
productos
probidticos.
Saccharomyces -Prevencion de la "diarrea
bulgaricus del viajero"
-Prevencioén de la diarrea
causada por C. difficile

(Segun: Ziemmer y Gibson 1998, Chandan 1999, Gill 1998, Goldin 1998,

Kailaspathy y Chin 2000, Sanders 1999; Vaughan 1999).

4.7. Prebioticos y simbidticos.

4.7.1. Prebidticos

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebioticos,
definidos como ingredientes alimenticios no digeribles de los alimentos que
afectan de manera positiva al huésped, estimulando de forma selectiva el
crecimiento y/o la actividad metabdlica de un nuamero limitado de cepas de
bacterias colonicas. Estos compuestos se caracterizan por ser moléculas de gran
tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto
gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde son degradados por la
microflora bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias y Lactobacilos,
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generando de esta forma una biomasa bacteriana saludable y un pH o6ptimo
(Ashwell 2005; Roberfroid 2005).

Para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebiotico debe cumplir con
los siguientes criterios:

* No debe ser hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo;

* Debe ser fermentado selectivamente por una o un namero limitado de bacterias
potencialmente benéficas del colon, por ejemplo bifidobacterias y lactobacilos;

* Debe ser capaz de alterar la microflora colonica tornandola saludable, por
ejemplo reduciendo el nimero de organismos putrefactivos e incrementado las
especies sacaroliticas (Koliuda y col. 2002).

En la actualidad los oligosacaridos mas estudiados y reconocidos con actividad
prebiotica son los fructanos. Este es un término genérico empleado para describir
a todos los oligo o polisacaridos de origen vegetal, y se refiere a cualquier
carbohidrato el cual una o mas uniones fructosil-fructosa predominan dentro de las
uniones glucosidicas.La cantidad de fructanos presente en la dieta varia
dependiendo de las costumbres alimentarias de la poblacion y de la disponibilidad
de alimentos que los contengan. Las fuentes mas importantes de fructanos en la
dieta son los derivados del trigo, cebollas, ajo, bananas y puerro (Van Loo y Col.
2002).

A continuacién se hara una breve mencién y descripcion de los distintos tipos,
funciones, propiedades nutricionales y principales aplicaciones en la industria
alimentaria de las fibras prebioticas.

4.7.1.1. Inulina

Es un fructano polidisperso que consiste en una mezcla de oligdmeros y polimeros
mayores formados por uniones b-(2-1) fructosil-fructosa. EI grado de
polimerizacion (GP) proveniente de la achicoria oscila entre 3 y 60, con un valor
promedio de aproximadamente 10. Esta se encuentra en una gran variedad de
plantas, pero principalmente en la raiz de la achicoria, puerro, ajo, banana,
cebada, trigo, miel, cebolla, esparrago y alcaucil. También se localiza en las partes
aéreas de las gramineas (cereales, pastos) de las cuales es mas dificil extraerla,
ya que se encuentra asociada a carbohidratos complejos e insolubles (celulosa,
hemicelulosa) y polifenoles (Roberfroid 2005; Van Loo y Col. 1995).

La inulina puede ser sintetizada a partir de la raiz de la achicoria y desde la
sacarosa a través de la accion de la b-fructo-furanosidasa (origen: Aspergillus
Niger) (Roberfroid 2005; Rao 1999).

La inulina posee un sabor neutral suave, es moderadamente soluble en agua y
otorga cuerpo y palatividad. Tiene diversas aplicaciones en la industria de
alimentos, puede ser utilizada como sustituta del azucar, reemplazante de las
grasas, agente texturizante y/o estabilizador de espuma y emulsiones.
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Por este motivo son incorporados a los productos lacteos, fermentados, jaleas,
postres aireados, mousses, helados y productos de panaderia (Coussement
1995).

La dosis méaxima permitida para adicionar un alimento formulado con inulina es
para dosis simple hasta 10 g/dia y en dosis multiples hasta 20 g/dia. En dosis
mayores a las permitidas puede provocar intolerancias luego de su consumo,
como efectos osmoéticos (diarrea), ruidos intestinales y flatulencia como
consecuencia del proceso de fermentacion (Davy y Melby 2003).

4.7.1.2. Oligofructosa

Se obtiene mediante la hidrélisis enzimatica parcial de la inulina, esta compuesta
por cadenas lineares de glucosil-fructosil. EI GP oscila entre 2 y 8, con un valor
promedio de aproximadamente 4. Se encuentra presente en alimentos como
cereales, cebolla, ajo, banana y choclo (Van Loo y Col. 1995; Coussement 1995).
Esta sustancia es mucho mas soluble que la inulina y moderadamente dulce,
aproximadamente del dulzor del azucar. En combinacién con edulcorantes
intensos genera un paladar mas acabado y un gusto frutal mas duradero con
menor sabor residual.

En la industria se la puede utilizar en yogures con fruta, leches fermentadas,
qguesos frescos, helados y bebidas lacteas con un posicionamiento de alimentos
reducidos en calorias. También mejora la textura y la palatividad del producto final,
muestra propiedades humectantes, reduce la actividad acuosa y cambia los
puntos de ebullicién y congelamiento (Montani 2005).

4.7.1.3. Polidextrosa

Posee caracteristicas de fibra dietaria, es un polimero sintético de glucosa con
terminales de sorbitol y acido citrico. Es un buen humectante, efectivo para
controlar la humedad de los productos.

Puede ser utilizado en grandes cantidades sin influir en el sabor del producto final,
dado que posee un sabor neutro. Puede ser utilizada como fuente de fibra o como
prebiotico con efectos benéficos para la flora intestinal (Rao 1999; Jie y Col. 2000).
La polidextrosa es conocida por ser un excelente agente de cuerpo, siendo un
substituto del azUcar y grasas. Su capacidad de retener agua propicia una textura
similar a la de la harina, cuando es comparada con otras fibras. Posee un sabor
neutro y una agradable palatividad. En aplicaciones como galletas controla la
formacion de gluten, por absorber agua preferentemente. Esto reduce la
necesidad del agregado de grasas por lo cual es ideal para la elaboracion de
amasados (Danisco 2006).
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4.7.1.4. Galactooligoséacaridos

Pertenecen a la serie rafinosa y estan formados por moléculas de galactosa. Los
mas frecuentes en el mundo vegetal son la rafinosa, estaquiosa y verbascosa de 3
a 5 galactosas respectivamente. Se encuentran presentes principalmente en las
legumbres (Rao 1999).

4.7.1.5. Sustancias pécticas

Engloban un grupo de sustancias asociadas a la hemicelulosa. Son
macromoléculas coloidales capaces de absorber gran cantidad de agua y se
encuentran formadas esencialmente por acido D-galacturonico unidos por enlaces
a (1-4). La industria alimentaria utiliza estas sustancias como espesantes, ya que
incorporan en su estructura agua otorgando a la preparacion una consistencia
homogénea que posibilita la sustitucion de grasas en lacteos, crema de leche,
yogures, etc. (Danisco 2006).

4.7.2. Simbidticos

Los simbiéticos constituyen un grupo diferente a los probiéticos. Los simbidticos se
definen como “una mezcla de probidticos y prebidticos destinada a aumentar la
supervivencia de las bacterias que promueven la salud, con el fin de modificar la
flora intestinal y su metabolismo” y el término debe reservarse exclusivamente
para los productos que poseen verificacion cientifica de la simbiosis, es decir en
los cuales los prebitticos favorecen selectivamente a los probi6ticos adicionados
en éste simbidtico en particular. (Ashwell 2005).

4.8. Bacteriocinas

Algunas cepas BAL producen compuestos de naturaleza proteica con actividades
antimicrobianas denominadas bacteriocinas .Las bacteriocinas son péptidos
antimicrobianos heterogéneos, con diferentes niveles y espectros de actividad,
mecanismos de accion, peso molecular y propiedades fisicoquimicas (Stoyanova y
col. 2012; citado por Beristain y col. 2012).

Las bacteriocinas son péptidos codificados genéticamente y sintetizados a nivel
ribosomal, a diferencia de los antibidticos que son sintetizados mediante
condensacién enzimatica. (Clevenland 2001 citado por Alvarado 2007). Estas
pueden ser sintetizadas por bacterias Gram (+) y Gram (-) (Jeevaratnam 2005,
citado por Berisytain 2012); sin embargo las producidas por las BAL ha sido de
gran interés por la industria alimentaria debido a las siguientes razones: se
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encuentra facilmente en BAL comerciales (lactococos, lactobacilos, pediococos),
son consideradas seguras para el consumo, no son toxicas para las células
eucariotas y presentan un espectro de inhibicion mas amplio en comparacién con
los espectros de las bacteriocinas sintetizadas por bacterias Gram (-) (Nes 2007
citado por Beristain 2012). Normalmente actdan contra microoganismos no
deseados, estrechamente relacionados o responsables del deterioro de alimentos
y causantes de enfermedades. Por esta razon, se utilizan en varias aplicaciones,
como la biopreservacion, la extension de la vida util, la acciéon antimicrobiana
clinica y para el control de fermentaciones (Marcos y col. 2013).

Las bacteriocinas de bacterias Gram (+) son péptidos catidénicos a pH neutro o
ligeramente acido, son pequefias (3-7 kDa), de entre 30 a 60 aminoacidos,
estables al calor y contiene a lo largo de la cadena de aminoacidos tanto
porciones hidrofébicas como regiones anfipaticas (con una cara hidrofilica y otra
hidrofébica). Sus puntos isoeléctricos son altos (8.3-11) lo que les permite
interactuar con la superficie anionica de las membranas celulares (Cintas 2001,
Cleveland 2001, citado pos Alvarado 2007).

4 .8.1 Clasificacion de Bacteriocinas

Anteriormente las bacteriocinas producto de las BAL fueron clasificadas en cuatro
clases principales de acuerdo a su estructura, propiedades fisicoquimicas y
propiedades moleculares (Chen y Hoover 2003). Sin embargo, en la actualidad se
ha reducido esa clasificacion a tres grupos (Savadogo 2006; De Vuyst y Leroy
2007; Beshkova y Frengova 2012), ya que la cuarta clasificacion no ha sido
totalmente justificada.

4.8.1.1.Clase |.- Lantibiéticos:

Son péptido pequerios (<5 kDa), termoestables y con aminoacidos modificados de
los que los mas comunes son la deshiroalanina (DHA) y la deshidrobutirina (DHB),
originados por deshidratacion postraduccional de la serina y tronina,
respectivamente (Hernandez y col 2002). Otros aminoacidos son lantionina, b-
metil-lantionina. La formacion de aminoacidos no comunes se explica por la
deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, con la posterior adicion de los
atomos de azufre de la cisteina a los dobles enlaces de los deshidroaminoacidos.
Un ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es la nisina.
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Se dividen en:

- Lantibioticos Tipo A: Son péptidos formadores de poros, catidnicos y elongados
gue en algunos casos, como el de la lacticina 3147, constan de dos componentes.

- Lactibiéticos Tipo B: Son péptidos globulares inmunolégicamente activos que
actian como inhibidores enziméticos.

4.8.1.2. Clase ll:

Son péptidos (<10 kDa), termoestables y sin aminoacidos modificados en su
estructura primaria (Hernandez y col. 2002). Incluye a la pediocina PA-1,
lactococinas A, B y M leucocina A, sakacinas A y P, entre otras (Carrera 2015).
Estas a su vez pueden clasificarse en cuatro subclases:

- Subclase lla: Péptidos con actividad antilisterial. Muestran una homologia en la
secuendia de aminoacidos mas pronunciada en la parte N- terminal de los
péptidos, se caracteriza por ser particularmente activas frente a los
microorganismos del género Listeria. Esta subclase también se le conoce como
“familia Pediocina”, en alusion a la bacteriocina mas estudiada de este grupo, la
pediocina PA-1, otras de las bacteriocinas méas representativas de esta subclase
es Sakacinas Ay P, leucocina A y curvacina A. (Hernandez y col 2002; Alvarado
2007).

-Subclase llIb: Contiene bacteriocinas cuyas actividades depende de la accién
complementaria de dos péptidos, como la lactococina G y M y la lactacina F.

-Subclase llc: Contiene bacteriocinas de la Clase Il que se transportan utilizando
un sistema sec-dependientes, a pesar de que algunas, como la enterocina P,
muestran ciertas caracteristicas propias de las bacteriocinas de la subclase lla.
Formado por péptidos con el grupo tiol activado y que requieren para su accion
que los residuos de cisteina se encuentran reducidos. La bacteriocina
caracteristica de este subgrupo es la lactococina B.

-Subclase Iid: engloba a la bacteriocinas de clase Il que, como sucede con la
alctococina A, no se puede clasificar en ninguno de los grupos anteriores.

4.8.1.3. Claselll:

Proteinas de mas de 30 kDa, termolabiles y sin aminoacidos modificados en su
estructura primaria. Estas bacteriocinas son las que poseen un menor interés
inductrial en la actualidad. Incluyen las helveticinas J y V-1829, la acidofilucina Ay

las lactaninas Ay B (Hernandez y col 2002; Carrera 2015).
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4.8.2. Modo de accion

La mayoria de las bacteriocinas actian sobre la membrana de células sensibles,
desestabilizando y permeabilizando mediante la formacion de canales o poros
ionicos (Grande 2005), que van a dar salida a compuestos como fosfato, potasio,
aminoacidos, ATP, disminuyendo la sintesis de macromoléculas y por
consecuencia la muerte celular (Gonzalez-Martinez 2003).

El modo de accion de las bacteriocinas es complejo. En la clase |, la Nisina, y en
la clase Il, la Pediocina, son las bacteriocinas més estudiadas y comparten
algunas caracteristicas en comun. Basicamente actian destruyendo la integridad
de la membrana citoplasmatica a través de la formacién de poros, lo que provoca
la salida de compuestos pequefios o altera la fuerza motriz de protones necesaria
para la producciéon de energia y sintesis de proteinas o acido nucleicos (Montville
y Chen, 1998; Chikindas, y col., 1993; Sablén y col., 2000). Las bacterias Gram (+)
se caracterizan por poseer un alto contenido en lipidos anidnicos en su
membrana. EI modo de accidén propuesto para las bacteriocinas es una union
inicial a la membrana bacteriana por atraccién electrostatica entre los lipidos
cargados negativamente y las bacterocinas con su carga neta positiva localizada
fundamentalmente en uno de sus extremos (extremo C-terminal de la Nisina,
extremo N-terminal de la Pediocina). Luego se produce la insercion de las
bacteriocinas en la bicapa lipidica, en el caso de la Nisina esta insercion se realiza
por su extremo N-terminal (Moll y col., 1999) y en el caso de la Pediocina, a través
de su a-hélice transmembranal del extremo C-terminal (Ennahar y col., 2000). Asi
se forman poros en la membrana bacteriana quedando permeabilizada y la célula
empieza a perder iones y metabolitos fundamentales para su supervivencia y
eventualmente se produce la muerte bacteriana (Figura 6)

Fig.6 Mecanismo de accion de las bacteriocinas por formacién de poros en la
membrana bacteriana (Moll y col., 1999).
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Con lo anterior se observa que las bacteriocinas compartan mecanismos de
accion semejantes (Montville y col., 2001) caracterizados por la formacién de
poros y la disipacion de la fuerza motriz de protones esencial para la sintesis de
ATP, sin embargo existen algunas particularidades en el modo de accion de cada
clase (Figura 7)
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Fig. 7 Modo de accion de diversas bacteriocinas (Cotter y col., 2005).

De la clase I, la Nisina no requiere de un receptor unido a la membrana de la
célula blanco ya que reconoce la composicion fosfolipidica de la célula (Abee y
col., 1995), caso contrario a la accion de la Lactococina A y la Lactoestrepcina
donde se requiere de la union a receptores membranales (Kok y col., 1993). La
mayoria de las bacteriocinas de la clase Il afectan la fuerza motriz de protones
(FMP) de las células blanco (suseptibles) a través de la formacion de poros. La
actividad de las bacteriocinas de la clase Ila probablemente depende de una
manosa permeasa del sistema fosfotransferasa como blanco especifico. Para las
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bacteriocinas de la clase lla se ha sugerido que la region consenso amino-terminal
tiene un papel importante en la capacidad de reconocimiento de la membrana de
la célula blanco (Bruno y Montville 1993; Eijsink y col., 1998). Un ejemplo es la
formacion de poros por la Piscicocina CS526 causando una rapida liberacion de
moléculas pequefias como K+ de la célula indicadora y la disipacién de la fuerza
motriz de protones (FMP), provocando la muerte celular (Suzuki y col., 2005). La
subclase llb de las bacteriocinas de dos componentes también inducen la
disipacion de la FMP pero por la formacion de poros xlv especificos catidnicos o
anionicos, sin embargo los blancos especificos no estan bien identificados.
Ejemplo de esta clase lIb, las Plantaricinas EF y JK dependen de la accion de dos
péptidos a y b para la formacion de poros y la consecutiva disipacion del potencial
de membrana (Moll y col., 1999). La subclase llc que comprende péptidos
diversos como la Acidocina B (Leer y col., 1995) y la Carnobacteriocina (Worobo y
col.,, 1994) presentan varios modos de accibn como la permeabilizacion de la
membrana, inhibicidbn especifica de la formacién del septo y actividad de
feromona. En la clase lll, que son bacteriocinas de alto peso molecular, el
mecanismo de accion se desconoce y require ser mas ampliamente estudiado. En
afos recientes se han descubierto un cierto nimero de bacteriocinas que tienen
una estructura ciclica cabeza-cola, como la Enterocina AS-48 producida por
Enterococcus faecalis, la Gassericina A de Lactobacillus gasseri LA39, la
Circularina A de Clostridium beijerinckii (Mulvenna y col., 2006). Estas
bacteriocinas tienen una longitud de 50 a 70 aminoacidos y se encuentran entre
las proteinas mas grandes con estructura ciclicas sintetizadas ribosomalmente
descubiertas hasta ahora. El blanco celular de la AS-48 es la membrana
citoplasmatica donde forma canales, causando la interrupcion gradual de todas las
rutas biosintéticas (proteinas, ADN, ARN), asi como la captacion de precursores,
el consumo de oxigeno y el crecimiento celular. lgualmente altera los niveles
intracelulares de Na+ y K+ y genera el colapso del potencial de membrana (Galvez
y col., 1990: Gélvez y col, 1991).

4.8.3. Bacteriocinas representativas

4.8.3.1. Nisina

La Nisina, descrita en 1928, fue la primer bacteriocina aislada a partir de la
bacteria acido lactica Lactococcus lactis subsp lactis. Es la bacteriocina mejor
caracterizada y es utilizada como conservador de alimentos (Delves-Broughton
1990; Delves 1996); es la unica reconocida por la FDA con la categoria GRAS
(Generally Recognized As Safe). Se produce de forma natural en algunos
productos lacteos y se utiliza en la produccion de alimentos como un aditivo en
productos lacteos para prevenir la descomposicion ocasionada por bacterias Gram
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positivas, especialmente de los géneros Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y
Lysteria.

Es un péptido de 34 aminoacidos, de bajo peso molecular menor a 5 kDa. La
sintesis de la nisina es compleja, requiere de procesos de transcripcion,
traduccion, modificaciones post-traduccionales, secrecion, procesamiento, Yy
sefales de transduccion (Motville y Chen 1998; Engelke y col. 1992). Existen dos
variantes de esta bacteriocina, la nisina A y la nisina Z, que difieren solamente en
el aminoacido de la posicién 27, la histidina en la nisina A cambia por asparagina
en la nisina Z.

En la sintesis de la nisina participan un grupo de genes ordenados como
nisABTCIP, nisRK, y nisFEG que regulan la expresion del gen estructural nisA . El
precursor inactivo NisA es modificado quimicamente por los productos de nisB y
nisC que deshidratan a los residuos de treonina y serina y originan la formacién de
los enlaces tioeter caracteristicos de los lantibidticos. Una vez modificado el
precursor, este es transportado, procesado y secretado; Para proteger a la célula
productora, existen las proteinas Nisl y NisSFEG que le confieren inmunidad (Li y
Sullivan 2002; Abee y col. 1994).

4.8.3.2. Pediocina

Es una bacteriocina producida por Pediococcus acidilactici y es utilizada como
conservador en productos vegetales y carnicos y se ha observado una elevada
actividad contra especies de Listeria (Yousef y col. 1991).

La pediocina es sintetizada como un pre-péptido de 62 aminoacidos que al ser
procesado resulta en un péptido maduro de 44 residuos, anfifilico, con carga
positiva y regiones altamente hidrofobicos y con 2 enlaces disulfuro (Motville y
Chen 1998). La estructura terciaria de la pediocina PA-1 ya ha sido determinada,
en el extremo N-terminal contiene 3 laminas  _que originan una conformacion de
horquilla, en cambio en el extremo Cterminal se presenta un alto grado de libertad
conformacional a excepcion de un enlace disulfuro entre los aminoacidos 24 y 44,
que es esencial para su actividad. Para la sintesis de la pediocina se ha descrito la
participacion de un grupo de genes. El gen pedA es el gen estructural, el gen pedB
se requiere para la inmunidad y los genes pedC y pedD participan en la secrecion
del péptido maduro (Venema y col. 1995). Dada su alta actividad contra especies
de Listeria esta bacteriocina tiene un alto potencial para ser utilizado como
conservador en alimentos lacteos.

4.8.3.3. Plantaricinas E/F y J/K

Son bacteriocinas del grupo Ilb producidas por Lactobacillus plantarum que tienen
actividad antimicrobiana cuando interactian como un sistema de 2 péptidos
(Anderssen y col. 1995). La sintesis de la plantaricina es sumamente compleja,
esta regulada por la accion de 5 operones con 21 genes diferentes. Los péptidos
activos para la formacion de poros en la membrana citoplasmatica de las células
blanco son PInE y PInF que conforman la plantaricina E/F y los péptidos PInJ y
PInK constituyen la plantaricina J/K. Se ha encontrado que esos 4 peptidos
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cationicos poseen de 25 a 34 aminoacidos y tienen actividad bactericida de
manera independiente, la cual se potencia cuando se interactian en pares
formando los complejos deporacion E/F y J/K. Los poros formados presentan
diferente selectividad ionica, ya que la plantaricina E/F permite el paso de cationes
monovalentes en contraste con la plantaricina J/K que es selectiva para
compuestos anionicos (Moll y col. 1999). Esta actividad complementaria
combinada de E/F y J/K garantizan una eficiente actividad bactericida.

4.8.3.4.Divergicina A.

Es una bacteriocina producida por Caernobacterium divergens LV13 que se
caracteriza por poseer un sistema de secrecion que involucra la presencia de un
péptido sefal (Worobo y col. 1995). El gen estructural dvnA codifica para un
prepéptido de 75 aminoécidos que tiene una region N-terminal de 29 aminoacidos
y un péptido maduro de 46 aminoacidos. Con un peso molecular de 4.6 kDa, la
divergicina A es un péptido pequefio, de naturaleza hidrofbica y termoestable. A
diferencia de las bacteriocinas de la clase Il que tienen un sitio de rompimiento
caracteristico Gli-Gli, esta bacteriocina posee en su extremo N-terminal un sitio de
rompimiento Ala-Ser-Ala y actia como péptido sefial para el uso del sistema de
secrecion de la célula. Cabe destacar que al generarse el péptido sefial a partir del
mismo gen estructural, resulta innecesaria la presencia de genes que produzcan
proteinas necesarias para el procesamiento y secrecion de la bacteriocina
madura.

4.8.3.5.Helveticina J

Esta bacteriocina es producida por Lactobacillus helveticus, microorganismo que
se encuentra de manera natural en quesos madurados. La bacteriocina presenta
actividad antibacterial contra especies relacionadas. Es una proteina de 37 kDa
termolabil (30 min a 100°C) y el gen que la produce se localiza en el DNA
cromosomal (Joerger y Klaenhemmer 1986; Joerger y Klaenhemmer 1990). Poco
se conoce de las caracteristicas bioguimicas de la bacteriocina y de su modo de
accion.

4.8.4. Aplicaciones de las bacteriocinas

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial para
la industria alimenticia pues se pueden utilizar como conservadores biologicos
puros que en un momento dado podrian reemplazar a los conservadores quimicos
porque tienen la ventaja de ser proteinas que al biodegradarse no forman

compuestos secundarios.
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Las aplicaciones de las bacteriocinas como bioconservadores de alimentos se ven
influenciadas por sus propiedades particulares como su espectro de inhibicion,
estabilidad de acuerdo a su rango de pH y temperatura, sensibilidad a enzimas y
solubilidad. De acuerdo con Holzalpfelp y col., (1995), para que una bacteriocina
sea aplicada en alimentos debe cumplir varios requisistos:

1) ser reconocida como GRAS,

2) la bacteriocina debe tener un amplio rango de inhibicion contra los principales
patégenos transmitidos por alimentos o ser altamente especifica contra alguno en
particular,

3) la bacteriocina debe ser termoestable,
4) no debe presentar riesgo alguno contra la salud,

5) debe tener efecto benéfico sobre el producto alimenticio, mejorando su
inocuidad sin alterar sus propiedades organolépticas y su calidad nutricional.

Para que una bacteriocina pueda ser considerada y aplicada como un aditivo
alimentario, deben haberse realizado ciertas investigaciones para establecer su
rango de actividad, conocer las caracteristicas bioquimicas y genéticas tanto de la
cepa productora como de la bacteriocina, conocer la sensibilidad de la
bacteriocina frente a los cambios de pH y temperatura, los factores que afectan su
produccion, técnicas que se involucran en el proceso de su purificacion y el costo
de su aplicacion en el alimento (Yang y Ray, 1994). Ademas de lo anterior, para
que la aplicacién de las bacteriocinas sea efectiva y segura, estas deben de
conservar sus propiedades aun después de recibir el procesado que requieren los
alimentos, y para saber si esto se cumple se debe establecer el comportamiento
de las bacteriocinas de acuerdo a los siguientes parametros: a) Sensibilidad a pH:
La industria alimentaria demanda bacteriocinas que sean estables a pHs neutros
porque una gran variedad de bacterias patégenas se desarrollan bajo esas
condiciones, y la mayoria de los alimentos que requieren de conservadores tienen
un pH cercano a la neutralidad. b) Sensibilidad a proteasas: Por su naturaleza
proteica, las bacteriocinas son susceptibles a estas enzimas, facilitando su
degradacion después de ser ingeridas y evitando transtornos intestinales. c)
Tolerancia al calor: Una caracteristica de las bacteriocinas producidas por BAL es
su termotolerancia, por lo que no sufren alteraciones con los tratamientos térmicos
gue deben aplicarse a ciertos alimentos.

El empleo de las bacteriocinas encierra una serie de beneficios en comparacion
con el uso de los conservadores quimicos tradicionales (Ruiz-Larrea, F., y col.,
2007) ya que:
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a) Demostraron un uso seguro en la cadena alimentaria humana y con menos
limitaciones que los conservadores quimicos, ya que son moléculas producidas de
forma natural por microorganismos fermentativos endogenos de alimentos
tradicionales.

b) No existen resistencias conocidas, ni impacto medioambiental puesto que son
rapidamente degradadas en la cadena alimentaria humana.

c) Poseen un espectro de accion muy definido.

d) Las bacteriocinas en si, presentan un impacto sensorial nulo en el producto
final.

e) Su actividad se ve potenciada con el pH y poseen efecto complementario al de
otros agentes antimicrobianos.

f) Su aplicaciébn es compatible con el etiquetado de producto ecolégico sin
conservantes quimicos ni de sintesis.

Sin embargo, el empleo de bacteriocinas también tiene inconvenientes, tales
como: a) Son menos conocidas que los conservantes quimicos, puesto que la
nisina fue la primera bacteriocina conocida, y se descubrio en 1933.

b) No son indestructibles y se degradan rapidamente por las enzimas proteoliticas.
c) Se necesitan conocimientos técnicos especializados para prepararlas y
utilizarlas correctamente, lo cual encarece su empleo.

d) Son eficaces sélo frente a un tipo determinado de bacterias. e) Existen
limitaciones legales en su empleo como aditivos alimentarios que exigen
validaciones especificas y su aprobacién antes de ser empleadas de forma
purificada o semipurificada.

Existen tres formas comUnmente utilizadas para aplicar las bacteriocinas en la
bioconservacién de alimentos (Schillinger y col., 1996):

1) Inoculacién del alimento con BAL productoras de bacteriocinas en el alimento.
La capacidad de las BAL para producr bacteriocinas es crucial para una aplicacion
exitosa.

2) Adicién de bacteriocinas purificadas o semi-purificadas como conservadores del
alimento.

3) Uso de un producto previamente fermentado con una cepa bacteriocinogénica
como un ingrediente mas del alimento procesado. Es conveniente mencionar que
la nisina y su aplicacion tiene una larga historia y actualmente es utilizada como
conservador seguro de alimentos en alrededor de 48 paises diferentes siendo la
Gnica aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) desde 1988 (Ross y
col., 1999).
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4.8.5 Fundamento del método Kirby Bauer

En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la superficie de
una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibiotico. Las placas se incuban por 16-18 horas a
35- 37°C. Durante la incubacion, el antibidtico difunde radialmente desde el disco
a través del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que se
aleja del disco. En un punto determinado, la concentracién del antibiotico en el
medio es incapaz de inhibir al germen en estudio. El diametro del area de
inhibicion alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible,
intermedio o resistente (S, I, o R) de acuerdo a tablas publicadas por los
organismos encargados del control de tales métodos, por ejemplo el Comité
Nacional de Estandar de Laboratorios Clinicos de los Estados Unidos de
Norteamérica (National Committee for Clinical Laboratories Standards), (Pedrique
1992).

4.9. Patdégenos en Alimentos

Los alimentos son alterados por diferentes géneros bacterianos y a su vez,
pueden servir como vehiculo de patégenos o sus toxinas. Se conoce como
microbiota dominante a los microorganismos que causan la descomposicién bajo
las condiciones normales de almacenamiento.

Dichos patdgenos se pueden evitarse teniendo un minucioso manejo higiénico del
alimento, aplicando quimicos o bacterias benéficas productoras de bacteriocinas.

Entre los microorganismos patégenos mas importantes para industria alimentaria
se encuentran: Salmonella sp. Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae.

4.9.1 Salmonella

La Salmonella es un bacilo Gram (-) que se comporta como patdgeno intracelular
facultativo y su habitad es en el aparato gastrointestinal de los animales y el
hombre.

El género Salmonella forma parte de la division Bacteria, phylum Proteobacteria,
clase Gamma-proteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae.
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Diferentes serotipos de Salmonella pueden producir distintos cuadros de infeccion
aguda en el hombre, que clasicamente pueden clasificarse en cuatro grupos:
fiebre entérica, gastroenteritis, bacteriemia o infeccion focal extraintestinal,
denominandose invasivas aquellas infecciones que traspasan la barrera intestinal.
Como ocurre con otras enfermedades infecciosas, el curso de la enfermedad y la
evolucion clinica depende de una gran variedad de factores, entre los que se
incluyen la dosis recibida, el estado inmune del hospedador, la composicion de su
microbiota intestinal y el linaje genético tanto del hospedador como del organismo
infeccioso. También es posible que la infeccidén curse asintomética (Betancor, Yim
2012).

4.9.2. Escherichia Coli

Es un bacilo corto Gram (-), catalasa positivo, oxidasa-negativo y anaerobio
facultativo. Es un microorganismo habitual en el intestino del hombre y de los
animales de sangre caliente. Su alta concentracion en heces, su facilidad de
cultivo, asi como su relativa presencia en el agua, contribuyo a que se le eligiera
como indicador de contaminacion fecal en las aguas de consumo y en los
alimentos.

Las manifestaciones clinicas de esta varian desde una infeccion asintomatica a
diarrea acuosa sin sangre, colitis hemorragica, sindrome hemolitico-urémico
(SHU) y puarpura trombocitopénica trombaotica (PTT) (Sanchez y col. 2009).

4.9.3. Staphylococcus aureus

Esta ubicado en la familia Micrococaceos, que son cocos Gram (+), que se
disponen en grupos a modo de racimos irregulares, de donde procede su nombre.

Las enterotoxinas estafilococicas son causa frecuente de un niamero elevado de
brotes de toxiinfeccion alimentaria. Los sintomas caracteristicas de la intoxicacion
estafilococica son nauseas, vomitos, dolores estomacales y abdominales y
ocurren rapidamente (1-6h) tras la ingesta del alimento contaminado.

4.9.4. Klebsiella pneumoniae

Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos gram (-) inmdéviles que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Pueden causar infecciones graves,
como neumonia destructiva.
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Estos microorganismos pueden proliferar en sistemas de distribucion de agua, y
se sabe que colonizan las arandelas de los grifos. También son excretados en las
heces de muchas personas y animales sanos, y se detectan con facilidad en
aguas contaminadas por aguas residuales

5. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de fermentaciones del
departamento de ciencia y tecnologia de alimentos de la universidad autonoma
agraria Antonio Narro.

Se utilizaron diferentes tipos de leche de las cuales se aislaron 6 cepas de
bacterias 4cido lactico que se denominaron con ciertas nomenclaturas, con la
finalidad de diferenciar el tipo de fuente de obtencion.

5.1. Aislamiento

Se preparé medio sélido MRS (Man, Rogosa y Sharpe), con un pH de 6.5, el cual
se esterilizo en una autoclave vertical, a 121° C por un tiempo de 15 minutos, se
agrego 15 ml de dicho medio en cajas Petri esterilizadas, para el procedimiento
anterior se utilizé una campana de flujo laminar vertical (Scorpion Scientific,
Modelo: A 80000), asegurando asi contaminaciones de otros microorganismos.

Se sembr¢ las BAL en las cajas Petri con el medio anteriormente preparado, para
este proceso se utilizé6 una campana de flujo laminar en condiciones asépticas. La
siembra se realiz6 con el método de estriado por agotamiento, para facilitar el
aislamiento ya que conforme se va haciendo la técnica se va disminuyendo la
carga microbiana.

Las cajas se etiquetaron se etiquetaron con una nomenclatura en la cual nos
permitiera diferenciar el tipo de fuente de obtencién, se sellaron con parafilm, se
introdujeron en un recipiente plastico al se le inyecto nitrbgeno para crear
condiciones de anaerobiosis y se incubacion en una incubadora arsa mod. AR-
130D) a 37° C por 72 horas.
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5.2. Purificacion

Transcurridas las 72 horas de las cepas crecidas se tomd una muestra en las
colonias aisladas para realizar una tincion de Gram y se examind las cepas en el
microscopio para determinar que no fueran Gram negativo, ya que una de las
caracteristicas de las BAL es que son Gram positivos, las colonias que tuvieron
coloracion morado se resembraron en medio solido MRS repitiendo el
procedimiento anterior incluyendo la tincion hasta obtener un cultivo puro.

5.2.1. Tincion de Gram

Esta técnica se realizé con el propdsito de utilizar las cepas correctas ya que las
bacterias acido lacticas tienen la caracteristica de ser Gram positivo, para este
procedimiento se utilizaron un aza, agua destilada, portaobjetos, cristal violeta,
yodo lugol, safranina, alcohol acetona.

La toma de muestras se realiz6 de manera aséptica en una campana de flujo
laminar con aire estéril. Dichas muestras se tomaron de las cajas Petri con
crecimiento. Se puso 1 gota de agua destilada en el portaobjetos luego se le
agrego la muestra de la cepa con ayuda del aza y se dejaron secar con el aire de
la campana.

A las muestras secas se le aplico 1 gota de cristal violeta por 1 minuto, y se
enjuago con agua destilada hasta quitar el reactivo, luego se le aplico 1 gota de
yodo lugol por 1 min, se enjuago hasta quitar la solucién, después se puso una
gota de alcohol acetona hasta descolorar obteniendo una coloracién azul tenue.
Se aplicoé una gota de safranina, por ultimo se lavé con agua destilada y se dejo
secar al medio ambiente.

Se observaron las muestras en un microscopio (LABOMED MOD. CxL) con el
objetivo 100X para asegurar su purificacion y su morfologia.

5.2.2. Conservacion de bacterias

Para la conservacion de las cepas purificadas se realiz6 in6culos en medio
liquidos de MRS, los cuales se prepararon en frascos con capacidad de 50 ml,
afnadiendo 20 ml de medio a cada uno, esterilizandolos en un autoclave a 121 °C
por 15 minutos, dejandolo enfriar y posteriormente inoculando, dejando incubar
por 72 horas.

Para mantener las cepas en conservacion se hizo una mezcla de glicerol al 10% y
leche descremada al 10% en 100 ml de agua destilada. Se agregé 10ml de la
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mezcla a cada frasco que contenia el medio de cultivo y se homogeniz6
suavemente. Después, con una micropipeta se tomd un mililitro de la mezcla
homogenizada y se vacio en un tubo eppendorf, estos tubos se mantienen en
congelacion a una temperatura de -22°C para conservar las cepas.

5.3. Caracterizacion de las bacterias

Se llevé a cabo una fermentacion de 20 ml caldo MRS inoculadas por cepas de
bacterias acido lacticas purificadas, las cuales se incubaron en condiciones
anaerdbicas durante 72 horas, teniendo una produccion de 5 milimetros de
biomasa.

En la una campana laminar de flujo laminar (Scorpio Scienctific, Modelo: 80000),
se agrego el caldo con la biomasa a tubos esterilizados, a los cuales se le afiadié
5 ml de liquido y fueron sellados con parafilm, para evitar una contaminacién al
sacarlos de medio estéril de la campana.

Los tubos fueron centrifugados a 3400 rpm durante 15 min. Ya sedimentada la
biomasa se retir6 con una micropipeta de 1 ml el sobrenadante, pasandolo en
tubos con capacidad de 50 ml.

El sobrenadante que se encontraba en un tubo Falcon de 50 ml se sometié a una
ultrafiltracion con un dispositivo Pellicon XL, del cual se obtuvieron 2 extractos uno
permeado y otro retenido, los cuales se sometieron a calentamiento en bafio Maria
por 10 min a temperaturas de 70 y 80°C. Para posteriormente verificar su efecto
inhibitorio.

5.4. Evaluacién del efecto microbiano de las bacteriocinas

En este fase se prepar6 medio solido agar nutritivo, el cual se esteriliz6 en una
autoclave vertical, a 121°C por un tiempo de 15 minutos, se agregd 15 ml de dicho
medio en cajas Petri esterilizadas, para el procedimiento anterior se utiliz6 una
campana de flujo laminar vertical (Scorpion Scientific, Modelo: A 80000),
asegurando asi contaminaciones de otros microorganismos.

Se sembrd los patdgenos en las cajas Petri con el medio anteriormente preparado,
para este proceso se utilizé una campana de flujo laminar en condiciones
asepticas. La siembra se realizé con el método de estriado por agotamiento, para
facilitar el aislamiento ya que conforme se va haciendo la técnica se va
disminuyendo la carga microbiana.
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Las cajas se etiquetaron se etiquetaron el nombre del patégeno, se sellaron con
parafilm, se incubacién en una incubadora arsa mod. AR-130D) a 37° C por 48
horas.

Se realiz6 tincion de Gram para verificar que las cepas estuvieran puras y fueran
Gram (-), una vez purificadas las bacterias estaban preparadas para la prueba.

Se utilizd el método de difusién en disco para determinar el efecto inhibitorio
(Kirby y Bauer), es decir, sobre placas de agar nutritivo se sembraron cepas de
bacterias patdgenas y se colocaron sobre ellas discos de papel (tres repeticiones),
a cada disco se le agregdé 20 pl de los extractos (permeado y retenido) que
contenia a las bacteriocinas y se incubaron a 37°C durante 48 hrs. Trascurrido el
tiempo, se midi6 el halo de inhibicién.

Dichas pruebas de efectuaron con los extractos a temperatura ambiente,

calentados a 70 y 80°C por 10 min como se mencioné en el punto 5.3.

5.5. Etapa 4. Identificacion molecular de las cepas de BAL.

5.5.1. Extraccion de ADN de Bacterias Acido lacticas

1. Obtener un cultivo puro en agar MRS y resuspender las células en
500 pl de urea 6M y 100 pl de SDS 10%.

Incubar a 37°C durante 20 minutos.

Incubar las muestras a ebullicion durante 5 minutos (bafio maria).
Centrifugar las muestras a 8000 rpm durante 10 minutos a 25°C.
Descartar el sobrenadante.

Incubar las células en 100 pl de NaOH 0.2N a 37°C durante 10

minutos.

o gk w0 DN

7. Separar algun desecho por centrifugaciéon a 3000 rpm durante 3
minutos a 25°C.

8. Desechar el precipitado y resuspender el sobrenadante (ahi se
encuentra el ADN) con 2.5 volumen de etanol absoluto e incubar a -
20°C durante 2 horas.

ALEMAN GONZALEZ 2017 m



9. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

10.Lavar las pastillas con etanol al 70% y dejarlas secar.

11.Resuspender el ADN en 50 pl de Buffer TE (10 mM Trizma base,
1mM EDTA).

12.Conservar ADN a 4°C.

Figura 8. Precipitado de las células en un tubo eppendorf para la obtencion de
ADN.

5.5.1.1. Cuantificaciéon de ADN

Para la cuantificacion del ADN se utilizd un espectrofotdmetro (Thermo Scientific;
Modelo G10S UV-Vis). Primeramente se midi6 el blanco con 200 pl de agua Milli Q
y posteriormente las muestras, en este proceso se agregaron 198 ul de agua Milli
Q vy 2 pl de muestra. Posteriormente se tomaron los datos de Absorbancia a 260.0
nm, Absorbancia 280.0 nm, y el valor R. Los datos obtenidos se acomodaron en

una tabla y se sustituyeron en otras formulas.

Tabla 8. Formulas para la sustitucion de los datos obtenidos en la cuantificacién
del ADN.

(Cédigo) Absl Abs 2 (Abs1)/(Abs2) (Abs1)(100)(50) ( pg/ml)(0.05)

Nota: las muestras de ADN se mantienen en refrigeracién a 4°C para su posterior

analisis.
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Figura 9. Espectrofotometro en proceso de calibracion para cuantificar ADN.

5.5.1.2. Electroforesis horizontal de agarosa al 1% para medir la calidad del ADN

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se disolvié 1.5 gramos de agarosa en 150 ml
de Buffer TBE 0.5X (40 mM Trizma base, 45 mM Acido Boérico y 1 mM EDTA) con
pH de 8.0 - 8.3. Posteriormente la mezcla se calent6é con agitacién en una parrilla
eléctrica hasta quedar transparente y en ebullicion, cuidando que no se derramara
el contenido. Se dej6 enfriar la agarosa hasta una temperatura de 45°C y con una
micropipeta se le agreg6 15 ul de bromuro de etidio (la puntilla se colocé en la caja
de material peligroso). Después, la mezcla se vacidé en el portagel previamente
limpio y con el peine dentro para formar los pocitos donde serian depositadas las
muestras. Durante el vaciado se evitd la formacion de burbujas y el gel se dej6
solidificar durante 20-30 minutos, trascurrido el tiempo se retir6 el peine del
portagel evitando cualquier ruptura. El portagel se acomodd en la camara de
electroforesis (Labnet; Modelo E1015-15) y se llené de Buffer TBE hasta la marca
sefalada en la misma. Para adicionar la muestra, sobre una tira de parafiim se
colocdé 5 pl de azul de bromofenol y 10 ul de muestra de ADN, se mezclo
suavemente haciendo 5 pipeteos constantes y después se vertié en un pozo del
gel dentro de la camara de electroforesis. Una vez agregadas las muestras, la

camara se conecté a una fuente de poder (Labnet; Modelo E0303) uniendo los
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polos (Rojo y negro) adecuadamente y se dejo correr el gel a 90 Voltios durante
30 o0 45 minutos (Figura 9). El gel se puso sobre un Transiluminador (UVP; M-20V)
se conecto a la corriente y se encendio la luz UV para observar las bandas de las
muestras y capturar una foto con el Software UVP para asegurar la calidad del

ADN. Se utilizan lentes especiales para evitar el contacto directo con los rayos UV.

Figura 10. Camara de electroforesis horizontal corriendo muestras de ADN en gel

de agarosa.

Figura 11. Gel de electroforesis sobre sobre el transiluminador de luz UV para

observar la calidad de las bandas.

5.5.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para identificar el Gen 16S del ADN ribosomal se utilizaron los siguientes primers:
27 F - 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (100 pmol/pl)

1492 R — 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (100 pmol/pl)
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Primeramente se realizO0 la preparacion de los primers de trabajo a una
concentracion de 15 pmol, y por consiguiente el coctel de reactivos, los cuales se

mantenian en congelacion. Estos reactivos se adicionaron en las siguientes

cantidades:

Tabla 9. Cantidades de los reactivos utilizados para PCR.
Reactivos Concentracion Cantidad (1 muestra)
Buffer de reaccion 10X 10 X 2.5 ul
Mg Cl2 25 mM 1.5 pl
Primer 27 F 15 pmol 0.83 ul
Primer 1492 R 15 pmol 0.83 ul
DNTP’S 25 mM 0.2 ul
Enzima Tag-Plimeraza 5 unidades/pl 0.2 ul
Agua deshionizada — 18 pl
TOTAL 24 ul

El coctel de reactivos se me mezclé suavemente para evitar la formacion de
burbujas y se introdujo en microtubos de 0.5 pl previamente etiquetados, después,
se adiciono 1 pl de muestra de ADN que se mantenia en refrigeracion, quedando
asi un volumen total de 25 pl por cada tubo. Todo el proceso se realizdé bajo

condiciones de limpieza y materiales previamente esterilizados.

Posteriormente las muestras se metieron a un Termociclador (Labnet; Multigene
OPTIMAX) donde se llevé a cabo un barrido para determinar la temperatura de
anillamiento (TM) tomando en cuenta las siguientes condiciones de PCR (Tabla

10) con 35 ciclos.
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Tabla 10. Tiempos y temperaturas para PCR.

2 minutos
1 minuto

1 minuto

1 minuto
10 minutos

Infinito (=)

94° C —
940 C v
™ v
720C v
720C —
20C _

Finalizado el proceso, se realiz6 una electroforesis del producto obtenido con gel

de agarosa al 3% para identificar las muestras amplificadas. El producto de PCR

se mantienen en congelacion a -20° C.

Figura 12. Termociclador con muestras de ADN, preparadas para realizar la PCR.

5.3.2. Electroforesis de PCR con gel de agarosa al 3%

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se disolvié 4.5 gramos de agarosa en 150 ml
de Buffer TBE 0.5X (40 mM Trizma base, 45 mM Acido Borico y 1 mM EDTA) con

pH de 8.0 - 8.3. Posteriormente la mezcla se calent6é con agitacién en una parrilla

eléctrica hasta quedar transparente y en ebullicion. Se dej6é enfriar la agarosa

hasta una temperatura de 45°C y con una micropipeta se le agregé 15 pl de

bromuro de etidio (la puntilla se colocé en la caja de material peligroso). Después,
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la mezcla se vacio en el portagel previamente limpio y con el peine dentro para
formar los pocitos donde se depositaron las muestras. Durante el vaciado se evita
la formacion de burbujas y el gel se deja solidificar durante 30-40 minutos,
trascurrido el tiempo se retiré el peine del portagel evitando cualquier ruptura. El
portagel se acomodoé en la cdmara de electroforesis (Labnet; Modelo E1015-15) y
se llené de Buffer TBE hasta la marca sefialada en la misma. Después, sobre una
tira de parafilm se coloc6 2 ul de azul de bromofenol y 5 pl de muestra de ADN
obtenido de la PCR. Para los marcadores moleculares se agreg6 2 ul de azul de
bromofenol y 3 pl de marcador molecular (600 pb), estos se ponen al principio y al
final de las muestras. Una vez agregadas las muestras, la cAmara se conecta a
una fuente de poder (Labnet; Modelo E0303) uniendo los polos (Rojo y negro)
adecuadamente y se deja correr el gel a 90 Voltios durante 30 o 45 minutos.
Trascurrido el tiempo, el gel se pone sobre un Transiluminador (UVP; M-20V) se
conecta a la corriente y se enciende la luz UV para observar las bandas y observar
si amplifico el gen 16S del ADN ribosomal en las muestras analizadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. ETAPA 1: Aislamiento de la Bacterias.

Se Aislaron 6 cepas de bacterias acido lacticas de las diversas fuentes de leche y

de denominaron con los siguientes nombres:

Tabla 11. Nomenclatura de las cepas aisladas y fuente de obtencion.

BS1 Leche materna
BAA Leche materna
BD Leche materna
LC2 Leche de cabra
LC1 Leche de cabra
XE Leche de vaca

6.2. ETAPA 2: Purificacion e identificacion de las bacterias acido lacticas

6.2.1. Caracteristicas macroscopicas de las BAL aisladas.

Fig. 13. Bacteria denominada como LC2, aislada de leche de cabra.

En la figura anterior se puede observar colonias pequefas, de forma circular,
superficie convexa, muy separadas, de color blanco, consistencia cremosa. De

acuerdo a la literatura estas son caracteristicas que describen a bacterias lacticas
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ya que el tamafio varia de 2 a 5 mm, su forma es convexa, tiene coloracion

blancosa y puede llegar a ser hasta un tono amarillento.

Fig. 14. Bacteria denominada como BS1, aislada de leche materna.

En esta figura 14 se puede observar Colonias muy pequefias de forma circular y
elevacion convexa, muy juntas, de color blanco y consistencia cremosa. De
acuerdo a la literatura esta colonia a simple vista se puede tratar de una colonia

de bacterias 4cido lacticas de acuerdo a su tamafio, forma y coloracion.

Fig. 15. Bacteria denominada como BAA, aislada de leche materna.
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En la figura 15 se observa Colonias grandes de forma circular, elevacion convexa,
borde entero y redondeado, separadas, color blanco, de consistencia cremosa. Se
hace una comparacion a lo establecido en libros y se puede concluye que se trata
de colonias de bacterias acido lacticas ya que coinciden con coloraciones,

consistencia, forma y tamafio.

Fig. 16. Bacteria denominada como BD, aislada de leche materna.

En la figura anterior se puede observar Colonias medianas de forma circular,
elevacion convexa, separadas, de color blanco y consistencia cremosa. Al hacer
una comparacion con lo establecido en libros se llega a la conclusion de que
acuerdo a las caracteristicas de estas, se trata de colonias de bacterias acido

lactico.

Fig.17. Bacteria denominada como LC1, aislada de leche de cabra.
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Colonias medianas de forma circular, elevacion convexa, separadas, color blanco
y consistencia cremosa, estas caracteristicas son algunas de las que presentan la
bacterias acido lacticas, sin embargo posteriormente se hara verificacion por
medio de una tincidbn de Gram para tener la certeza de que sean BAL, ya que se
proviene de fuentes como la leche y se desarrollaron en un medio 6ptimo como es
el caso del agra MRS, en un ambiente de anaerobiosis, se tiene la certeza de que

estas son Bacterias acido lacticas.

Fig. 18. Bacteria denominada como XE, aislada de leche de vaca.

Colonias medianas de forma circular, elevacién convexa, poco separadas, color
blanco y consistencia cremosa. De acuerdo a la revision literaria las bacterias
acido lacticas pueden tener un tamafio de 2 a 5 mm, su forma es convexa, tiene
coloracién blancosa y puede llegar a ser hasta un tono amarillento, por lo que al
compararlo con lo establecido en libros se lleg6 a la conclusion de que se trata de
estas, ademas de las caracteristicas visuales, se dieron las condiciones

necesarias para su optimo desarrollo.
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6.2.2 Caracteristicas microscopicas de las bacterias

Fig. 19. Bacterias denominadas BAA, vistas a 100 x.

Se aprecian cocos Gram positivos (color morado) unidos en forma de racimos, sin

flagelos, de acuerdo con la literatura, estas son caracteristicas de bacterias

lacticas, cabe mencionar tomando en cuenta la forma de agrupacion se puede

referir a un enterococcus o streptococcus ya que es muy similar.
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Fig. 20 Bacterias denominadas LC1, vistas a 100 x.

Se aprecian bacilos positivos, unidos en forma de cadena, sin flagelos,

comparando lo establecido en libros se refiere a colonias de bacterias lacticas, ya
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gue ademas de tener las caracteristicas son cepas que crecieron en anaerobiosis

y en situaciones Optimas para que estas se desarrollaran.

Fig. 21. Bacterias denominadas XE, vistas a 100 x.

Se aprecian bacilos positivos, unidos en forma de racimos, sin flagelos. De
acuerdo con lo establecido en la literatura se trata de bacterias acido lacticas,

debido a que se crecieron en un ambiente anaerdbico, son Gram positivos,
bacilos, no esporulados.

b

A

Fig. 22. Bacterias denominadas BD, vistas a 100 x.
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Se aprecian cocos Gram positivos (color morado) unidos en forma de racimos, sin
flagelos, estas son caracteristicas de bacterias lacticas, cabe mencionar tomando
en cuenta la forma de agrupacién se puede referir a un enterococcus o

streptococcus ya que su tipo de agrupacioén son muy similares.
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Fig. 23. Bacterias denominadas BS1, vistas a 100 x.

Se aprecian bacilos positivos, unidos en forma de racimos, sin flagelos, dichas
caracteristicas descritas anteriormente coinciden con las descritas en libros para
bacterias acido lacticas, afladiendo a esto que se desarrollaron en un ambiente
anaeroébico y el agar MRS que es el 6ptimo para el crecimiento de este tipo de

microorganismos.

Fig. 24. Bacteria denominada LC2, vista a 100 x.
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Se aprecian cocos positivos, unidos en forma de racimos, sin flagelos.
Caracteristicas descritas para una bacteria lactica ya que ademas de sus
morfologia se sometieron a ambiente anaerdbico para asegurar el crecimiento de

estas.

6.2.3. Conservacion de cepas.

Se logro conservar 6 cepas en un medio de leche semidescremada con glicerol
se utilizé este método de liofilizacion, ya que la leche durante el tiempo evaluado
conservo la viabilidad en niveles adecuados. El glicerol resultd una buena
sustancia lioprotectora para las cepas al mantener la estabilidad de la viabilidad.
La conservacion por liofilizacion es un método de gran utilidad en el trabajo de las
colecciones de cultivos que se emplean para el control microbiolégico, debido a

SuUs numerosas ventajas, entre la que resalta tiempo de supervivencia prolongado.

Fig. 25. Cepas conservadas en leche descremada con glicerol.
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6.3. ETAPA 3: Caracterizacion de las bacterias acido lacticas

Se lograron caracterizar 6 cepas de bacterias acido lactico los cuales se
sometieron a una ultrafiltracién para eliminar cualquier presencia de células de las
bacterias probioticas, obteniendo dos extractos uno permeado y otro retenido con
presencia de bacteriocinas producto de las mismas, los cuales se sometieron a

calentamiento para ver su efecto inhibidor.

Tabla 12. Extractos obtenidos después de la ultrafiltracion.

LC1 3 40
LC2 5 45
XE 5 45
BAA 5 40
BD 3 45
BS1 4 40

Luego de obtener los extractos, estos se calentaron 70 y 80 °C por 10 min, en
este momento, los extractos tomaron un color mas obscuro, esto se debe a los
componentes que contienen los mismos, como son los agares, ya que estos al
momento de ser recalentados, tienen a tomar coloraciones obscuras e incluso

tener precipitaciones, debido a la oxidaciones de algunos de sus componentes.
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6.4 Pruebas contra patégenos

6.4.1 Cepas Patégenas Purificadas

Fig. 26. E. coli purificada vista con microscopio a 100 X.
En la figura anterior se observa bacilos cortos Gram (-), que al hacer la

comparacion con lo establecido en libros se puede constatar que es el

microorganismos ya que crecié con el ambiente requerido para dicha bacteria.

Fig. 27. K. Pneumoniae vista con microscopio a 100 X.
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En la imagen anterior se pueden observar bacilos Gram (-), inmdviles. De
acuerdo con lo establecido con la teoria se asegura que la bacteria purificada
en el laboratorio de fermentaciones de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro si corresponde a la bacteria deseada ya que presenta la

morfologia, se sometid a condiciones aptas para su éptimo desarrollo.

Fig. 28. Salmonella purificada vista con microscopio a 100 X.

De acuerdo a lo que establece la teoria la cepa purificada en el laboratorio si
corresponde a Samonella, ya que como se observan son bacilos Gram (-), los

cuales se hicieron crecer en condiciones éptimas para que esta crezca.
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6.4.2. Cuantificacion de inhibicién

En esta etapa se obtuvieron diversos resultados debido a que las bacteriocinas
producidas por las cepas asiladas, presentan diferentes modos de accion. Por lo
tanto de los tratamientos que tuvieron mejores resultado fueron los de temperatura
ambiente y 70°C calentado por 10 min, Ya que estos mostraron mas efecto
inhibitorio. Sin embargo con los extractos sometidos a calentamiento por 10 min a
80°C tuvieron presencia de células probioticas sobre las bacterias patdgenas, las
cuales no dejaron observar la efectividad de la inhibicion.

Para el mejor entendimiento de estos resultados se hace mencion que los
extractos sin biomasa de la bacteria probidtica, se sometieron a una ultrafiltracion
para asegurar que no hubiese presencia de células de las mismas, obteniendo asi
dos extractos en los cuales se asegura solo la presencia de sus bacteriocinas y no
de la bacteria.

Los extractos obtenidos se denominan retenido y permeado, en el caso del
primero mencionado tiene una mayor concentracion, ya que pasa por menor

ndameros de membranas a diferencia del permeado.

Salmonella

HALO DE INHIBICION

EXTRACTOS A DIFERENTES TEMPERATURAS
ETA @70 @80

Fig. 29. Halos de inhibicién de Salmonella a las 48 horas
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En la Figura anterior se observa que los extractos retenidos calentados a 70°C por
10 min de las cepas denominadas BD, BS1, y BAA al igual que el permeado de la
bacteria LC1 tuvieron un halo de inhibicion de 1 mm, demostrando que es el

mayor halo de inhibicién en un lapso de 48 horas para Salmonella.

K. Pneumoniae

1.6
1.4
1122

0.8
0.6

0 H]_ N B E—

PERM| RET |PERM| RET |PERM| RET |PERM] RET |PERM| RET |PERM| RET

LC2 | LC2 | BAA | BAA| LC1 | LC1 BD BD XE XE BS1 | BS1

EAMBIENTE @70 E80

Fig. 30. Halos de inhibicion de K. Pneumoniae a las 48 horas

En la figura 30 se observa que 7 de los 12 extractos tuvieron inhibicion a
temperatura ambiente y solo 1, el retenido de. LC2 calentado a 70°C por 10 min,
tuvo inhibicién sin embargo todos los extractos calentados a 80°C por 10 min no

tuvieron efecto inhibitorio.
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Fig. 31 Halos de inhibicion de S. Aureus a las 48 horas.

En la figura anterior se observa que 11 de los 12 extractos a temperatura ambiente
tuvieron un halo de inhibicion, destacando los extracto retenido de la bacteria BAA
y permeado de la cepa BS1 teniendo un halo de 2 mm cada uno, en el caso los
extractos sometidos a 70° C por 10 min., solo se observo inhibicion en 5 de 12
destacando el extracto retenido de BAA. Sin embargo para el caso de los
extractos calentados a 80°C por 10 min no presentaron ningun halo de inhibicién.

E. Coli
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Fig. 32. Halos de inhibicion de E. Coli a las 48 horas.
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En la figura anterior se observan diversos comportamientos de los extractos, para
el caso de los de temperatura ambiente solo tenemos inhibicion en 5 de 12,
destacando el extracto permeado de la bacteria BD, a 70°C por 10 min., se tuvo
inhibicion en 4 de 12 destacando el retenido de BAA y el permeado de LC2, y para
los sometidos a temperatura 80°C por 10 min hubo inhibicion en 3 de 12
destacando por su efecto inhibitorio el Permeado de la cepa LC1 y el retenido de
BAA.

6.5. Identificacion molecular

Tabla 13. Identificacion de bacterias Probioticas.

1 LC2 Enterococcus hirae 97
2 BD Enterococcus faecium 97
3 XE Enterococcus hirae 94
4 BAA Enterococcus faecium 94
5 LC1 Enterococcus hirae 96
6 BS1 Bacillus toyonensis/cereus 98
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planeados y los resultados obtenidos en la presente

investigacion:

e Se Aislaron 6 cepas de Bacterias acido lacticas, que se denominaron LC1,
LC2, BD, BAA, BS1 y XE, las cuales contaban con caracteristicas
macroscopicas similares en cuanto a color, forma, consistencia y elevacion,

pero con distintos tamafos de colonias.

e Se purificaron dichas BAL sometiéndolas a tincion de Gram para asegurar
la pureza de los cultivos, todas las bacterias presentaron caracteristicas

microscoépicas similares ya que corresponden a Gram (+).

e Se caracterizaron las cepas mediante fermentacion de Caldo MRS,
posteriormente filtrando y calentando a diferentes temperaturas.

e Se sometieron a pruebas contra patégenos obteniendo un mayor porcentaje
de inhibicién en los extractos a temperatura ambiente, seguidos de los
calentados a 70° C por 10 min. Los tratados a 80° C no obtuvieron efecto
inhibitorio visible. EI método de difusion en disco, resultd una técnica

apropiada para determinar este factor.

e Se identificaron 6 cepas de bacteria acido lacticas sometiéndolas a pruebas

moleculares de secuenciacion de ADN.
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9. Anexo 1

Tabla 14. Halos de inhibicion de E. Coli a Temperatura Ambiente a las 48 horas.

PROBIOTICO _ HALO DE INHIBICION

BD

XE

LC2

LC1

BS1
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10. Anexo 2

Tabla 15. Halos de inhibicion de S. Aureus a Temperatura Ambiente a las 48
horas.

PROBIOTICO ' HALO DE INHIBICION

BD

XE

LC2

LC1

BS1

BAA
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11. Anexo 3.

Tabla 16. Halos de inhibicion de K. Pneumoniae a Temperatura Ambiente a las 48
horas.

XE

LC2

LC1

BS1

BAA
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