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Resumen

La utilizacién de fermentos en la elaboracion de productos ldcteos es una prdctica diaria a
nivel industrial. En nuestro pais los mismos son comprados a multinacionales extranjeras que
se dedican a producir y comercializar fermentos, muchos de los cuales incorporan bacterias
probiéticas.

En el presente trabajo se realizo el aislamiento y la identificacion por pruebas bioquimicas y
moleculares de una cepa de Lactobacillus paracasei de origen humano.

Con el objetivo de probar propiedades probidticas del aislamiento se llevaron a cabo estudios
de resistencia al pH, tolerancia a sales biliares y se realizé un Modelo Gdstrico in vitro. Los
resultados permiten afirmar que dicho aislamiento presentaria la habilidad de sobrevivir al
pasaje a través del tubo digestivo. También se estudio la capacidad de adhesién del aislamiento
a células Caco2. Los ensayos que se evaluaron mediante recuento en placa mostraron que cada
célula de la linea CacoZ2 se adhieren 1.33 bacterias de Lactobacillus paracasei.

Ademds de las propiedades ya mencionadas, es recomendable que una cepa probiética tenga la
capacidad de formar agregados. En este sentido se evalud su capacidad de autoagregacién asi
como su capacidad de coagregacién con bacterias que pueden encontrarse en el intestino.
También se buscé analizar la capacidad de producir polisacdridos extracelulares asi como
peroxido de hidrégeno. De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento en estudio
presenté la capacidad de formar grandes agregados con las cepas ensayadas. También resulto
ser formadora de slime y productora débil de glucano insoluble en agua cuando el medio se
suplementdé con un 10 % de sacarosa. También se comprobd la produccién de perdxido de
hidrdgeno en el cultivo.

Para lograr una mayor caracterizacién se realizaron fermentaciones dcido ldcticas (FAL) en
leche, se evalué la actividad antimicrobiana frente a un patégeno gastrointestinal como
Salmonella sp, y se determind la sensibilidad a Dicloxacilina, Penicilina y Estreptomicina por
medio de un antibiograma modificado.

El aislamiento exhibié buen crecimiento en leche. Se detectaron los halos de inhibicién del
crecimiento de Salmonella sp. y las curvas de inhibicion del crecimiento bacteriano en funcién
de las concentraciones de antibiético.

Ademds se realizaron estudios de conservacion del aislamiento por congelamiento y
liofilizacidn, habiéndose recuperado el 100% de viabilidad a los 80 dias post congelamiento.
Para evaluar posibles aplicaciones industriales se llevaron a cabo fermentaciones de la cepa
probiética en cocultivo con cultivos iniciadores de yogur y se realizé la elaboracidn de un yogur
a nivel de planta piloto con muy buenos resultados.

En conclusion, este aislamiento de Lactobacillus paracasei aislada de materia fecal humana es

un prometedor candidato a ser usado en la preparacion de productos probiéticos.
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INTRODUCCION

12



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

INTRODUCCION

LA MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal es un ecosistema formado por una gran diversidad de
especies bacterianas (Ley et al, 2008; Qin et al, 2010; Jones et al., 2010; Aureli et al.,
2011) la cual se encuentra en intimo contacto con la mucosa intestinal o la interfase
epitelial. La microbiota, la mucosa y el mucus forman la barrera mucosal, un
importante sistema de defensa contra potenciales factores inmunogénicos o
patogénicos presentes en el lumen. Esta interfase epitelial separa el lumen que
contiene la microbiota y residuos organicos de alimentos y secreciones (intestinales,
biliares, pancreaticas, gastricas y salivales) del sistema linfoide asociado al intestino

(GALT).

Los microorganismos que constituyen la microbiota estan distribuidos a lo largo del
tracto digestivo, produciendo enzimas que tienen importantes funciones en el
aprovechamiento de nutrientes de los alimentos ingeridos y afectando
significativamente en sentido positivo el desarrollo del sistema inmune del
hospedero (Backhed et al, 2005; Ley et al, 2006; Cani et al, 2009; Aureli et al,

2011).

Las células que constituyen el sistema inmune entérico responsables de la defensa
frente a patdégenos estan concentradas en la estructura linfatica que se localiza en la
lamina propia del tracto gastrointestinal. Numerosas estructuras foliculares y Placas
de Peyer forman parte del GALT junto con linfocitos T y B y células presentadoras de
antigeno. La microbiota de cada individuo es diferente pero existen al menos 57
especies bacterianas que se consideran comunes en todos los seres humanos (Aureli

etal, 2011).

13
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La interaccion entre la microbiota y el hospedero genera para ambos ventajas de
diferentes tipos. Es vital que el sistema inmune reconozca los componentes de la
microbiota y establezca con ellos estados de tolerancia, lo que se logra mediante
mecanismos complementarios. Por ejemplo, las bacterias de la microbiota limitan la
expresion de factores de virulencia y muchas bacterias comensales son capaces de

suprimir el proceso inflamatorio (Caballero et al, 2007; Aureli et al.,, 2011).

PROBIOTICOS

a) Generalidades

La palabra probio6tico deriva del Latin “pro”- para y del griego “biotic”’-vida (Sinagh
etal, 2011). En el afio 2001 la FAO defini6 a los probidticos como microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto
benéfico en la salud del hospedero (FAO/WHO, 2001). Luego de su ingestiéon deben
ser capaces de sobrevivir a las condiciones acidas del estdmago y a las sales biliares
intestinales, implantandose transitoriamente en el organismo (Gismono et al,, 1999;

Ronka et al, 2003).

b) Requisitos Para una Bacteria que Sera Usada Como Probidtico

Desde el ano 1989, Fuller estableci6 caracteristicas que debe presentar una cepa
bacteriana para ser considerada como probiético para su empleo en humanos. Debe
ser de origen humano, con efectos benéficos demostrados cientificamente, estable a
las condiciones de almacenamiento y microbiolégicamente caracterizada. Entre
otros atributos, es recomendable que tenga la capacidad de i) adherirse a las células
epiteliales, ii) reducir o excluir la adherencia de patégenos, iii) persistir y
multiplicarse en el trato gastrointestinal y/o vaginal, iv) producir acidos, peréxidos,
bacteriocinas y/o biosurfactantes v) ser segura, no invasiva, no carcindgena, no

patégena vi) formar agregados y asi lograr una flora normal balanceada y vii)

14
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resistir las barreras naturales ofrecidas por el pH gastrico y por las sales biliares en

el intestino (Fuller, 1989; Reid, 1999; Scavone, 2003; Reinheimer et al, 2006).

i) Adhesion a Células

La capacidad bacteriana de adherirse a la mucosa intestinal es considerada uno de
los principales criterios de seleccion de probiéticos (Ouwehand et al, 1999;
Scavone, 2003). El mucus tiene un rol dual en el mantenimiento de la microbiota ya
que por un lado proporciona a las bacterias colonizadoras un medio de adhesion
inicial y proliferaciéon (Juntunen et al, 2001), y por otro lado un exceso en la
secrecion del mismo puede inhibir la adhesion bacteriana al epitelio. La adhesion de
células probidticas al epitelio intestinal esta asociada con la estimulacién del sistema

inmune (Juntunen et al,, 2001).

Los lactobacilos son componentes de la microbiota vaginal normal. Reid sugiere que
la adhesion de lactobacilos a las células uroepiteliales interferiria con la adhesién de
patoégenos por impedimento estérico; también se ha sugerido que la mencionada

exclusiéon puede ser por competencia (Reid, 2001; Scavone, 2003).

ii) Reduccion o Exclusion de la Adherencia de Pat6genos
Hay cepas de lactobacilos que no presentan propiedades de adhesion pero tienen la

capacidad de eliminar patégenos produciendo acidos, bacteriocinas, peréxidos, etc.

Lactobacillus casei Shirota, por ejemplo, presenta la capacidad de excluir a
Escherichia coli ya que compiten por los mismos receptores en los sitios de adhesion

pero el probidtico presenta mas afinidad por los mismos (Lee et al., 2000).
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iii) Persistencia y Multiplicacion

Segun Jacobsen y col. la colonizacién de las mucosas gastrointestinales y vaginales
por Lactobacillus spp. es transitoria, por lo que el consumo de dichos probiéticos no
debe interrumpirse a los efectos de contar con un in6culo permanente (Jacobsen et

al,, 1999).

iv) Produccion de Acidos, Peréxidos, Bacteriocinas y/o Biosurfactantes

Las bacterias lacticas producen acido lactico por fermentacién. El piruvato, por
reacciones alternativas, puede también oxidarse y decarboxilarse hasta producir

acido acético u otros compuestos (Brock et al., 1993).

Algunas bacterias lacticas producen oxidasas o superdxido dismutasas capaces de
producir especies oxigenadas como el peréxido de hidrégeno que causan estrés
oxidativo, inhibiendo el crecimiento de otros microorganismos. Este mecanismo es
utilizado por muchas bacterias y en el caso de los probiéticos puede conferir la

capacidad de excluir patégenos intestinales (Song et al., 1999; Jimenez, 2010).

Muchas bacterias producen proteinas que inhiben o inactivan especies relacionadas
o cepas diferentes de la misma especie, Estos agentes se denominan bacteriocinas.
Los grupos de genes que codifican a las bacteriocinas generalmente se localizan en
plasmidos aunque también han sido descritas bacteriocinas codificadas por genes

cromosomales. (Brock et al., 1993; Scavone, 2003).

Los biosurfactantes son sustancias producidas por los propios microorganismos,
que se acumulan en las interfases y facilitan la incorporacién de sustratos
inmiscibles en agua (De Jonghe et al, 2005). Se ha demostrado que contrarrestan la
adhesidn y la formacion de biofilms de microorganismos patdgenos; poseen ademas
propiedades antibacterianas, antimicéticas, antivirales e incluso antitumorales

(Scavone, 2003, Yanez et al., 2013).
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v) Ser Seguras

Las bacterias utilizadas como probiéticos deben ser seguras. Para su uso en
humanos, las cepas seleccionadas deben ser de origen humano por lo cual en
muchas ocasiones se las aisla de materia fecal de bebés lactantes alimentados a
pecho exclusivo desde el nacimiento (Reinheimer et al, 2006). Las cepas analizadas
hasta el momento han resultado no carcinégenas y no patégenas (Reid, 1999;
Scavone, 2003). Ocasionalmente se han relacionado bacterias probidticas con

infecciones pero en pacientes inmunocomprometidos (Wagner et al., 1997).

vi) Capacidad de Coagregacion

En el caso de los probioéticos, la coagregacion es la capacidad de formar una
microbiota constituida por varias especies de bacterias, entre las que se pueden
incluir los patogenos, pero con la condicién de que el organismo dominante no sea
patogeno por ejemplo Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. En estos casos se
busca la coagregacion de las bacterias probidticas con componentes de la microbiota
urogenital e intestinal y la formacién de biofilms estables y no infecciosos (Reid,

1999; Scavone, 2003).

vii) Resistencia al pH Estomacal y a las Sales Biliares

Los lactobacilos presentes en el intestino provienen de la dieta por lo que tienen la
capacidad de sobrevivir al pH estomacal y las sales biliares (Reid, 2001). Cuando se
seleccionan cepas para ser utilizadas como probiéticos las mismas deben lograr
sobrepasar estas barreras bioldgicas asi como la acciéon de enzimas propias de la

digestion (Reinheimer et al, 2006).
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PROBIOTICOS Y SUS USOS TERAPEUTICOS

Los probidticos han sido utilizados terapéuticamente con muchos fines,
principalmente como alternativa al consumo de antibiéticos (Esquema 1). Se los ha
utilizado para modular la inmunidad en lo referente a alergias producidas por
antigenos alimentarios, disminuir el colesterol, prevenir el cancer, mejorar la
intolerancia a la lactosa de pequefios lactantes, en diarrea y constipaciéon, en
infecciones urinarias, en infecciones gastrointestinales y en la candidiasis vaginal,

entre otros usos (Reid, 1999; Scavone, 2003; Sinagh et al.,, 2011).

ﬂu

= .
R

Esquema 1. Usos terapéuticos de las bacterias probiéticas (datos obtenidos de Ballabriga, 2001).
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Probidticos en pediatria

En las primeras etapas de la vida los mecanismos de inmunidad innata son los mas
importantes. El calostro y la leche de pecho aumentan la resistencia a infecciones
entéricas ya que pasan a través de la leche factores antimicrobianos (inmunidad
pasiva) (Aureli et al., 2011). Por otra parte se comienzan a producir funciones
inmunoespecificas ya que el sistema inmume del neonato debe comenzar a dar
respuesta ante patégenos y a su vez tolerar antigenos de la dieta y de bacterias no
patégenas. La falta de respuestas adecuadas en este sentido conduce a infecciones
recurrentes, inflamatorias, asi como enfermedades autoinmunes y alergias (Zuccotti
etal, 2008). En este sentido es critico el proceso de educacién del sistema inmune
durante las primeras horas de vida, a las cuatro horas del nacimiento la microbiota
intestinal del bebé ya comienza a formarse, se produce la transferencia de antigenos
de la microbiota transmitidos de la madre al hijo durante las primeras 48 horas de
contacto (Zuccotti et al, 2008). La produccion de IgA secretoria es uno de los
mecanismos inmunolégicos basicos que permite la tolerancia oral y la proteccién
contra patdgenos. Los lactantes alimentados con férmulas suplementadas con
probidticos presentan una produccién natural de esta inmunoglobulina. Se ha
demostrado el efecto de los probiéticos en la prevencion y el control de desérdenes

gastrointestinales agudos y cronicos (Zuccotti et al,, 2008).

Gastroenteritis Infecciosa

Muchos estudios recientes han demostrado la eficiencia de cepas probidticas
especificas en la reduccién de los sintomas producidos por gastroenteritis
infecciosas (Davidson et al, 2000; Isolauri et al; 2004; Guandalini et al, 2006;
Michail et al, 2006; Szajewska et al, 2006). Los probidticos pueden reducir la
duracién de la diarrea en cuanto a los dias asi como disminuir la frecuencia de los

episodios diarreicos en las primeras horas (Van Niel et al., 2002; Binns et al, 2010).
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En el caso de gastroenteritis por rotavirus se ha utilizado una terapia combinada de
rehidratacién oral con Lactobacillus GG con muy buenos resultados (Guandalini et

al., 2000; Szajewska et al., 2001; Szymanski et al,, 2006).

El consumo de productos probiéticos al parecer favorece la capacidad de restablecer
la biota intestinal tras episodios de diarrea en nifios e interfiere con el desarrollo de
patégenos, por mecanismos de competencia de la adhesion o por la produccién de
sustancias antibacterianas (Reid, 1999; Ballabriga, 2001; Senok et al., 2005). Por
este motivo, uno de los criterios de seleccion de probioticos es la capacidad de
inhibir el crecimiento de patégenos gastrointestinales como Salmonella spp.
Shigella spp.y E. coli (Annuk et al, 2003; Saarela et al., 2005; Calderon, et al., 2007).
En este sentido, no se pueden sacar conclusiones definitivas ni generalizadas ya que
los resultados con infecciones bacterianas son aun poco concluyentes (Aureli et al.,

2011).

Se precisan mas investigaciones para definir mejor los microorganismos probiéticos
efectivos y las dosis 6ptimas (Binns et al., 2010). Hasta el momento los resultados
mas prometedores se han asociado a Lactobacillus casei subsp. rhamnosus GG,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus

thermophilus, y Bifidobacterium bifidum.

Diarrea asociada a antibioticos

Muchos antibiéticos inducen la producciéon de diarrea durante o después de su
utilizacién. Estudios recientes demuestran una disminucién de la diarrea asociada a
antibidticos cuando el tratamiento se realiza combinado a la administraciéon de
probidticos (Cremonini et al, 2002; D’Souza et al.,, 2002; Szajewska et al, 2006 a;
Aureli et al, 2011). La efectividad del tratamiento es cepa dependiente siendo
Lactobacillus GG y Saccharomyces boulardi los que cuentan con mas evidencia en

este sentido (D’Souza et al., 2002; Szajewska et al,, 2006 a; Binns et al., 2010).
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Enterocolitis necrotizante

La enterocolitis necrotizante es una de las mayores causas de morbilidad y
mortalidad en prematuros, en los cuales se produce una respuesta inflamatoria
exagerada dandose una necrosis isquémica en el intestino. Una reciente revisiéon
sobre el tema muestra que el tratamiento con probiéticos en bebés prematuros y de
bajo peso al nacer disminuye el riesgo de ocurrencia y/o muerte por esta

enfermedad (Deshpande et al, 2010; Aureli et al., 2011).

Alergia y enfermedad atopica en nifios

En 2007 se realiz6é un estudio con 187 pacientes, de los cuales 119 sufria de asma,
131 de rinitis y 63 presentaban ambos sintomas, todos nifios entre dos y cinco afos.
La administracion del probidtico L. casei DN-114001 redujo en un 36 % la
ocurrencia de rinitis. El estudio mostré que la colonizacién del probiético persistio
de seis a ocho meses en la mayoria de los nifios analizados. Son numerosos los
estudios que demuestran la efectividad de los probidticos en las diferentes
reacciones alérgicas (Kukkonen et al, 2007; Taylor et al., 2007; Lee et al, 2008;
Valsecchi et al, 2008,) pero los resultados no son concluyentes salvo para eccema
atopico. Recientes revisiones afirman que falta evidencia que apoye el uso de
probidticos para dermatitis atdpica: la evidencia apunta a una mayor eficiencia en su
prevencion que en su utilizacién como tratamiento (Bolyle et al, 2009; Lee et al,

2010; Van der et al., 2010).

Infecciones respiratorias
Recientes estudios muestran efectos positivos de los probiéticos sobre el sistema
respiratorio, principalmente en la prevencién y reduccién de las infecciones

respiratorias por el aumento de la secrecién de IgA en la mucosa bronquial (Aureli

etal,2011).
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Probidticos en cirugia gastrointestinal

Si bien la microbiota intestinal contribuye de manera importante en la salud del
hospedero, en situaciones de estrés como como las que se producen post cirugia
gastrointestinal, se pueden producir infecciones originadas en la microbiota del
paciente, fendémeno que se conoce como “origen intestinal de la sepsis”. La evidencia
cientifica muestra que algunos probidticos contribuyen a la prevencién de infeccién
en pacientes quirdrgicos, pero la administracion de probidticos debe ser ensayada

cuidadosamente previo a su uso en paciente criticos (Correia et al,, 2012).

Vaginitis bacteriana

La vaginitis bacteriana es una condiciéon bastante comuin que se caracteriza por un
reemplazo de Lactobacillus spp. de la vagina de la mujer por bacterias anaerobias
como Atopobium, Prevotella, Gardenerella y Mobiluncus spp. o Mycoplasma
intracelular asi como bacterias aerobias-anaerobias facultativas como E. coli y
Enterococcus spp. (Anukam et al.,, 2006). Esto causa un aumento de pH y en muchos
casos mal olor. El tratamiento comin se basa en administracién oral o vaginal de
metronidazol o clindamicina, pero en general no es altamente efectivo y se produce
una recurrencia de la infecciéon. Se ha demostrado la efectiva utilizaciéon de los
lactobacilos probiéticos Lactobacillus rhamnosus GR-1y Lactobacillus reuteri RC-14
en el tratamiento de la vaginitis bacteriana con un 90 % de efectividad (Anukam et

al., 2006).

También se ha probado que un lactobacilo endégeno vaginal con propiedades
probidticas puede interferir con la presencia de Gardnerella por alteracién de los
biofilms formados por este patdgeno, reduciendo de esta forma el riesgo de vaginitis

bacteriana (Saunders et al., 2007; Mc Millan et al, 2011).
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Intolerancia a la lactosa y absorcion de calcio

La intolerancia a la lactosa, causada por la falta de la enzima beta-galactosidasa cuya
funcion es clivar la lactosa liberando glucosa y galactosa para ser metabolizada,
afecta al 70 % de la poblacién mundial. Dietas deficientes en lacteos llevan a estos
pacientes a sufrir osteoporosis. La incorporacién de probiéticos en productos
lacteos fermentados puede producir lactasa bacteriana en el medio (un tipo de beta-
galactosidasa que se produce en el intestino delgado), lo que disminuye la
concentracién de lactosa y por ende los sintomas en las personas que presentan esta
intolerancia. Esto permite incorporar este tipo de alimentos en sus dietas,

favoreciendo ademas la absorcién de calcio (Singh et al., 2011).

GENERO LACTOBACILLUS

Es importante destacar que las capacidades de una determinada cepa que la llevan a
ser considerada probidtica son exclusivas de esa cepa y no se pueden realizar
extrapolaciones a especies o géneros (Aureli et al., 2011). Diferentes cepas de los
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus son las que mas comunmente se utilizan por
sus propiedades probioéticas, tanto en la industria alimentaria como farmacéutica.
También se utilizan algunas levaduras y cepas del género Bacillus. Los lactobacilos
se caracterizan por ser bastones de longitud variable con disposicién en cadenas
(Scardovi, 1986; Brock et al, 1993). Las especies son en su mayoria
homofermentativas, encontrandose algunas heterofermentativas. Son mas
resistentes a las condiciones acidas que otras bacterias lacticas, pudiéndose
desarrollar bien a valores de pH 5. Por este motivo son responsables de las etapas

finales en las fermentaciones acido lacticas naturales.
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FERMENTOS EN LA INDUSTRIA LACTEA

Generalidades

La utilizacion de fermentos en la elaboracién de productos lacteos es una practica
que se realiza hace cientos de afios en todo el mundo. En nuestro pais las compafiias
nacionales y multinacionales productoras de lacteos compran los cultivos
iniciadores a empresas extranjeras que se dedican a desarrollar y producir
fermentos. Los fermentos lacticos o cultivos iniciadores se pueden definir como
cultivos de microorganismos utilizados para producir cambios bioquimicos durante
la elaboracién y maduracion de los diversos productos lacteos (Sandine, 1985;
Borbonet, 2001). Estdn constituidos por bacterias que fermentan la lactosa
produciendo acido lactico junto a bacterias que fermentan el acido citrico y los

citratos para obtener diversos aromas (Madrid, 1990).

Debido al alto costo que significa para la industria lactea nacional importar los
starters, es de suma importancia contar con cepas nativas que presenten
propiedades que permitan definirlas como probidticas, que puedan ser

incorporadas a procesos productivos, disminuyendo asi los costos de produccion.

Yogur

El yogur es el producto acido y coagulado elaborado con el cultivo mixto de
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophillus a partir de leche pasteurizada
de vaca, oveja, bufala y cabra, de forma que los microorganismos estén presentes y
viables en el producto en un minimo de 10 millones de bacterias por gramo
(Tamime et al., 1991). Frecuentemente se fabrican yogures con fines dietéticos o
terapéuticos que tienen la particularidad de incorporar bacterias probidticas

(Hekmat et al., 2009).
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Probioticos en la Industria Lactea

Los probidticos, han sido incorporados en tabletas, cipsulas, cereales, féormulas
infantiles y derivados lacteos como las leches fermentadas, leches acidoéfilas dulces,
yogur y, mas recientemente, queso (Saito, 2004; Taranto et al, 2005; Sinagh et al.,
2011). Las cepas probiodticas seleccionadas para ser utilizadas en la industria lactea
deben satisfacer no solo los criterios probidticos sino también criterios quimicos y

tecnoloégicos como ser:

i) propagacion econdémica, por lo cual deben ser capaces de crecer en
medios de bajo costo como por ejemplo el suero de queso (Charteris et al.,
1998a; Reinheimer et al., 2006).

ii) viabilidad durante la propagacidn, ya que durante la produccién a escala
industrial las bacterias estdn sujetas al estrés oxidativo durante Ia
propagacion, estrés térmico y quimico (por ejemplo durante el
congelamiento), efectos de pH, etc (Reinheimer et al, 2006).

iii) sensibilidad a antibidticos, en este sentido es deseable que las especies
probidticas presenten sensibilidad a los antibiéticos que se utilizan
comUnmente en los tratamientos para humanos, siendo seguras en este
aspecto, ya que de darse una transferencia horizontal de genes a nivel del
intestino serfa posible el pasaje de genes de resistencia hacia bacterias
patégenas (Charteris et al. 1998 b; Reinheimer et al.,, 2006).

iv) ser capaces de crecer y vivir en leche, asi como proporcionar
caracteristicas sensoriales aceptables (Reinheimer et al., 2006).

V) interacciones con otras especies, se deben controlar los efectos
antagonicos o sinérgicos que se pueden dar entre las diferentes cepas que
integren un cultivo mixto para la elaboraciéon de productos probidticos

fermentados; no se deben presentar efectos inhibitorios de los cultivos
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iniciadores hacia los probiéticos (Vinderola et al, 2002; Reinheimer et al.,
2006).
vi) sobrevivir durante el procesamiento y almacenamiento del producto

(Reinheimer et al, 2006).

Recomendaciones de la ingesta diaria de probioticos

La concentracién minima de microorganismos probidticos asi como el periodo
6ptimo de su administracion para provocar efectos benéficos atn no esta clara. La
definiciéon de probioticos solo establece que los mismos deben administrarse en
“cantidades adecuadas”. La dosis puede depender del vehiculo que acompaiie al
microorganismo, de la cepa utilizada y del estado nutricional e inmunolégico del
individuo (Saxelin et al., 1993; Lee et al., 1995; Hamilton et al, 1996; FAO, WHO;

2006).

En Japdn se desarroll6 un estandar para leches fermentadas y bebidas de bacterias
acido lacticas en el cual se estipulé un valor de 1x107 ufc por g o mL para ser
considerado un alimento probiético dosis que es recomendada por varios autores
(Ishibashi et al., 1993; Lee et al, 1995) . Otros autores sefialan que un producto
fermentado deberia contener 106 ufc por gramo de producto al momento de ser

consumidos (Rybka et al, 1995; Blanchette et al., 1996; Goémes et al., 1999).

Para Vinderola et al. (2000) la ingesta diaria debe ser mayor a 100 gramos de
producto que contengan 10¢ ufc/g de bacterias viables, sugiriendo como dosis

terapéutica diaria de 108.
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Produccion de exopolisacaridos y su interés a nivel industrial

Muchas bacterias, en especial las lacticas, acompafian su crecimiento con la
produccion de polisacaridos extracelulares (EPS). Estos polisacaridos pueden
permanecer unidos a la bacteria como capsulas o pueden ser liberados al medio
como slime. Los EPS pueden ser de importancia para la bacteria que los produce por
su participaciéon en los procesos de adhesién, infecciéon en el caso de patégenos
(Hettwer et al, 1995; Wilches, 2004) y proteccién (Von Wright et al, 1987; Gamar et
al, 1997; Charteris et al,, 1998; Jimenez, 2010; Nicolaus et al.; 2010). Los mismos
presentan a su vez un valor comercial ya que muchos tienen propiedades de
gelificaciéon, emulsidn, estabilizaciéon, aumento de la viscosidad, son fuente de
monosacaridos, etc. Es una practica corriente su utilizacion en la elaboraciéon de
alimentos ya sea como aditivos naturales o mediante el uso de cultivos productores
de EPS in situ. Se obtienen por esta via productos con texturas mejoradas y con
potenciales beneficios para la salud del consumidor (Roberts et al, 1995;

Reinheimer et al., 2006; Parra et al,, 2010; Yang et al., 2010).

SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS PARA BACTERIAS
PROBIOTICAS

La determinacién de la Concentracién Inhibidora Minima (CIM) es la base de la
medida de la sensibilidad de una bacteria a un determinado antibi6tico. La CIM se
define como la menor concentraciéon de una gama de diluciones de antibidtico que
provoca una inhibiciéon de cualquier crecimiento bacteriano visible (NCCLS, 1999).
Es el valor fundamental de referencia que permite establecer una escala de actividad
del antibidtico frente a diferentes especies bacterianas. Las primeras pruebas de
difusion en agar se realizaron inoculando la superficie de una placa de agar con el
microorganismo en estudio, colocando pequefias cubetas (de metal o vidrio) sobre

el agar y agregando las soluciones de los diferentes antimicrobianos dentro de ellas
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(Wheat P., 2001). Los agentes antimicrobianos difundian en el medio en forma
radial alrededor de la cubeta e inhibian el desarrollo del microorganismo en la zona
donde su concentracion era suficientemente alta. Las areas de inhibicién grandes
indicaban una actividad antimicrobiana mas efectiva. Este método fue modificado en
1947 por Bondi y col. incorporando el agente antimicrobiano a discos de papel de
filtro lo cual significé un gran adelanto ya que se podian preparar un gran nimero
de pruebas idénticas. En 1966, después de los estudios realizados por Bauer, Kirby,
Sherris y Turk, ensayando diferentes cepas bacterianas, el empleo de los discos de
papel de filtro para las pruebas de sensibilidad fue estandarizado y correlacionado
definitivamente con las CIM correspondientes (Bauer et al, 1966). Durante muchos
afios, y a pesar de ser una técnica puramente cualitativa, el método de difusién por
disco (o método Kirby-Bauer), en funcién sobre todo de su comodidad, economia y
fiabilidad, ha sido, y aun es, uno de los mas utilizados en los laboratorios de todo el
mundo. El microorganismo a investigar se inocula en una o varias placas de agar y
sobre su superficie se disponen los discos correspondientes a varios antibiéticos. Se
incuban las placas durante 16-24 horas a la temperatura adecuada de acuerdo al
tipo de microorganismo y al cabo de este tiempo se estudia el halo de inhibicién del
crecimiento alrededor del filtro. Se valora el diametro de la zona de inhibicién que
se forma alrededor de cada disco y se compara con las referencias oportunas
publicadas por el NCCLS (ahora CLS], Clinical Laboratory Standards Institute). Con
esta referencia podemos informar si el microorganismo es Sensible, Intermedio o

Resistente (S, I, R) a cada uno de los antibidticos ensayados en las placas.

Los antibiogramas tipicos estan desarrollados utilizando el medio Mueller Hinton,
disefiados para evaluar la sensibilidad de bacterias patégenas y no para probidticos.
Segln el “Informe de la Consulta de Expertos FAO/OMS sobre Evaluaciéon de las
Propiedades Saludables y Nutricionales de los Probidticos en los Alimentos”

realizado en Argentina en el afio 2001 (FAO/WHO, 2001), el mismo expresa en el
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punto 7.1, en relacion a los perfiles de resistencia antimicrobiana de los
probidticos...“, en la actualidad no se dispone de métodos fenotipicos normalizados
que estén reconocidos internacionalmente para los lactobacilos y las bifidobacterias
(no patégenos). La consulta reconocié la necesidad de elaborar ensayos
normalizados para establecer perfiles de resistencia a los medicamentos en los
lactobacilos y las bifidobacteria”, aspecto que fue ratificado por la consulta a

expertos realizada por la FAO en el 2006.

En la Unién Europea las bacterias probidticas para uso como aditivos en raciones
para animales deben cumplir con las caracteristicas descritas en la directiva
87/153/EEC (Danielsen, 2003). La Autoridad Europea para la Seguridad
Alimentaria (EFSA) defini6 puntos de corte microbiolégicos que permiten
categorizar a las bacterias lacticas como resistentes o susceptibles. Los mismos
surgen del estudio de la distribucién de las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) de los antimicrobianos elegidos en poblaciones pertenecientes a una unidad
taxon6mica Unica (especie o género). La parte de la poblacién que se desvia
claramente de la poblacién normal susceptible es categorizada como resistente. Los
datos utilizados para definir estos puntos de corte fueron tomados de

investigaciones publicadas y de programas de monitoreo europeos (EFSA, 2012).
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HIPOTESIS

“Existen aislamientos nativos de origen humano del género Lactobacillus que

presentan caracteristicas que permiten considerarlos como probiéticos”.

“Dichos aislamientos pueden ser incorporados a cultivos iniciadores con la finalidad

de producir yogur”.
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OBJETIVOS
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Objetivos Generales

Obtener un aislamiento de Lactobacillus sp. de origen humano con propiedades

probidticas.
Estudiar la posibilidad de utilizar dicho aislamiento en un cultivo iniciador de un

yogur.

Objetivos Especificos

Aislar e identificar cepas del género Lactobacillus spp. de origen humano.
Seleccionar una como candidata a ser caracterizada y empleada como probidtico.
Evaluar el potencial probidtico del aislamiento seleccionado.

Estudiar el comportamiento del aislamiento probiético cultivado en presencia de S.

thermophilus y L. bulgaricus de origen comercial.

Realizar la elaboracion de un yogur a nivel de planta piloto.
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CAPITULO 1
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CAPITULO 1

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN AISLAMIENTO
DEL GENERO LACTOBACILLUS DE ORIGEN HUMANO

El objetivo del presente capitulo fue obtener aislamientos nativos de lactobacilos de
origen humano, realizar caracterizaciones fenotipicas por pruebas bioquimicas
primarias y secundarias y seleccionar uno para su caracterizacion genotipica. La
identificacion se realizé por observacién morfoldgica de las colonias desarrolladas,
tinciéon de Gram, prueba catalasa, crecimiento en microaerofilia y aerobiosis y un
test comercial API 50 CH (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) que consiste en la
realizacion de 49 fermentaciones de diferentes azicares. La identificacion molecular
se realizd en base a la secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S, comparaciéon

con la base NCBI y un posterior analisis filogenético de la secuencia obtenida.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos e Identificacion

A partir de materia fecal de un bebé lactante de cuatro meses alimentado a pecho
exclusivamente desde el nacimiento, se realizé un cultivo en caldo MRS (Man Rogosa
Sharpe, OXOID) por 24 hs, en una jarra de microaerofilia (Anaerojar, OX0ID), sin
agitacion, a una temperatura entre 37-40 °C (Annuk et al, 2003). A partir del mismo
se realizaron aislamientos y sucesivos reaislamientos en MRS agar en las mismas
condiciones para obtener colonias puras. A los efectos de verificar la pureza de los
cultivos se realizaron cultivos en el medio no selectivo PCA (Plate Count Agar,
0XO0ID), a 37°C en condiciones tanto de aerobiosis como de microaerofilia. Los
aislamientos fueron sometidos a la prueba de produccién de catalasa, tincidon de

Gram, observacion morfolégica del tipo de colonias que se desarrollaron,
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crecimiento en aerobiosis y microaerofilia y un test para Lactobacillus API 50 CH,
analizado por el API LAB Plus software Version 4.0 (bioMérieux, Marcy I'Etoile,

France).

Los aislamientos de lactobacilo se conservaron a -20 2C y -80 °C utilizando como
crioprotectores glicerol al 20 % y leche en polvo descremada reconstituida al 10%

previamente tratada a 113 2C por 15 minutos.

Identificacion Molecular

Extraccion de ADN v PCR

A los efectos de completar la identificacion se realizé la extraccion del ADN
genomico con el Kit Promega, Wizard ® Genomic DNA Purification Kit, USA, para
realizar posteriormente una PCR con los cebadores universales para el gen que
codifica el ARNr 16S 8-27 de avance y 1492 reverso, secuencia (5" a 37)
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 'y  GGTTACCTTGTTACGACTT  respectivamente
(Hugenholtz et al, 1998; Lane, 1991; Rappe et al, 2003). El ADN amplificado se
envid para su secuenciacion al Instituto Pasteur de Montevideo. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con la base NCBI y analizadas por el software MEGA

(Molecular Evolutionary Genetic Analyzer) version 4.

La reaccién de PCR se realizé utilizando Taq polimerasa (FERMENTAS), buffer PCR
(concentracién final Tris-HCI 10 Mm, KCI 50 mM, sin magnesio), MgCl; 1.5 mM y
desoxinucleétidos trifosfato (Espinosa, 2007). La concentracion de cebadores
utilizada fue 10 puM y de desoxinucledtidos 200 puM. Se utilizaron 1 pl del ADN
extraido de los cultivos puros y 1.0 U de Taq polimerasa en un volumen total de
reacciéon de 100 pl. La desnaturalizacidn inicial se realiz6 a 94 2C por 5 min seguida
de 30 ciclos de amplificacién (desnaturalizacién 94 °C 1 min, hibridaciéon de

cebadores 55 2C 1 min, elongacién 72 °C 3 min) y una extension final por 7 mina 72
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2C seguida de 4 °C 10 min. Para excluir la posibilidad de fallas en la extraccion del
ADN y/o la presencia de inhibidores en las muestras, dos ADN gendmicos
bacterianos se sometieron a PCR con los cebadores universales. Se utiliz6 como
control negativo agua ultrafiltrada. La calidad del ADN extraido se verificé por

electroforesis.

Electroforesis

El ADN gendémico extraido y el producto de la amplificacion por PCR se cuantificaron
en un gel de agarosa al 1% en buffer Tris-Acetato 40 mM -EDTA 1mM (TAE 1X) pH
8,5 al que se le adicion6 bromuro de etidio a una concentraciéon de 10 mg/ml. Se
utilizé un marcador que permitié realizar una cuantificaciéon del tamafio (niimero de
pb) del producto de PCR, LADDER PLUS (FERMENTAS LIFE SCIENCE). Se prepar6
adicionando 1 pl de ladder a 3 pl de H20 y 1 pl de buffer de carga. La solucién de
corrida contenia 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03 % de azul de bromofenol, 0,03 % de

xieno cianol FF, 60 % de glicerol y 60 mM EDTA.

Precipitacion del ADN

El ADN producto de la reaccién de PCR se precipit6 por adicién de cuatro volimenes
de etanol absoluto a la muestra, se dejé actuar 30 min y se centrifugé 30 min a
velocidad maxima. Se descart6 el sobrenadante con pipeta. Se procedi6 a lavar con
100 pl de etanol 70 % durante 10 min en frio. Pasado el tiempo se centrifugé a
velocidad maxima 10 min. El sobrenadante se retir6 con pipeta y se sec6 en estufa 8
min a 50 °C para eliminar todos los restos de alcohol. Se resuspendid el pellet en la
mitad de agua y se volvid a cuantificar en una electroforesis por comparacién de la

intensidad de la banda con un marcador de concentracién conocida.
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Anadlisis Filogenético

Con las secuencias obtenidas se realizaron comparaciones con la base de datos de
GenBank por medio de la herramienta informatica BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Posteriormente se obtuvieron las secuencias de algunas de las cepas
que presentaron homologia y se procedié a un analisis filogenético incluyendo la
secuencia de interés (llamada 27F OR para la regién 5’) y otras obtenidas de dicha

base de forma independiente (ej: Lactobacillus acidophilus).

Se gener6 un arbol filogenético construido a partir del método de Neighbor Joining
utilizando el algoritmo de Jukes-Cantor para la construccion de la matriz de
similaridad. Asimismo se realiz6 un test de “Interior Branch” de 1000 réplicas, para
determinar el porcentaje de confiabilidad en las construcciones de los

agrupamientos.
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RESULTADOS

Aislamientos e Identificacion

Luego de 154 aislamientos y reaislamientos en MRS agar, se obtuvieron dos
aislamientos que segun su identificacion primaria resultaron Gram positivos
(Imagen 1), exhibieron buen crecimiento aerobio y anaerobio, prueba catalasa
negativa, bacterias no mdviles y no esporuladas y disposicion en bastones
encadenados. Segun la identificacion realizada con el API 50 CH (Imagen 2, Tabla 1)
uno de ellos corresponderia a Lactobacillus acidophilus con un perfil dudoso (85 %
de confianza) el que se denominé HA9-1 y el otro seria un Lactobacillus paracasei
con un 97 % de confianza que se denomin6 HA9-2. Se decidi6 continuar los estudios
con este ultimo aislamiento por no haber productos en nuestro pais que contengan

esta especie de lactobacilo.

Imagen 1. Fotografias de tinciones de Gram del aislamiento seleccionado.
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EC oL

Imagen 2. Resultado del API para el aislamiento HA9-2 (izquierda) y HA9-1

(derecha).
Galeria Identificacion Taxon Pruebas en contra
API 50 Lactobacillus 975 MDG,21, LAC,29
CHL V5.1 paracasei ' INU, 33,
API 50 Lactobacillus
CHLV5.1 | acidophilus 85.2 GAL,75,MNE,96

Tabla 1. Resultados de identificacién del API 50 CH realizados a

la cepa HA9-2 (arriba) y HA9-1 (abajo).
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Identificacion Molecular

En la electroforesis (Imagen 3) se observo una sola banda de amplificacién de un
tamafio aproximado de alrededor de 1500 pb, tamafio esperado para el gen que
codifica para el ARNr 16 S en bacterias seguin los cebadores utilizados; con este

resultado se confirmé que el protocolo de PCR empleado fue efectivo para el

aislamiento bacteriano seleccionado.

Imagen 3. Gel de agarosa del ADN extraido y
de los productos de PCR. Carril 1 marcador
de tamafo, carril 2 control positivo de PCR
(ADN gendémico), carril 3 fragmento

amplificado, carril 4 control negativo de la

PCR, carril 5y 6 ADN genémico extraido.

Como resultado de la secuenciacién se obtuvo una secuencia de aproximadamente
300 pares de bases, correspondiente a la regiéon 3’ (no mostrado) y una secuencia de

aproximadamente 700 pb correspondiente a la region 5 prima (Figuras 1).

CTGCCCTTAANTGNGGGATNACATTTGGAANCNGATGNTAATANCGCATAGATCCNANAACCGCATGNTT
CTTGGCTGANNGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTANCTAGTTGGTGAGGT
AATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAAC
TGTTGNCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTANGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCANGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTG
GAACTCCATGTGTAGCGGTGAANTGCGTANANNTATGG

Figura 1. Secuencia de la regién 5’ del producto de PCR (ADNr 16S).
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Analisis BLAST on-line

En la Tabla 2 se presenta la lista de las secuencias y cepas que presentaron homologia
con la secuencia problema luego de la realizacion del BLAST on-line en la base de datos

de GenBank.

Tabla 2. Lista de las secuencias de las especies y cepas de GenBank que presentaron homologia en el

BLAST on-line con la secuencia 5" y se usaron en el andlisis filogenético.

N2 de acceso en NCBI Especie % de identidad

Lactobacillus paracasei strain IMPC 2.1 16S .
EU187503.1 ribosomal RNA gene, partial sequence (Sisto et 97 %
al. 2009)

Lactobacillus paracasei gene for 16S rRNA,

()

AB362764.1 partial sequence, strain: NRIC 1944 97%
Lactobacillus paracasei gene for 16S rRNA, 0

aR2iess partial sequence, strain: NRIC 1942 R
Lactobacillus paracasei gene for 16S rRNA, 0

AB362762.1 partial sequence, strain: NRIC 1940 97 %

AB362702.1 Lactobacillus paracasei gene for 16S rRNA, 97 %

partial sequence, strain: NRIC 0638
Uncultured Bacilli bacterium clone
EF697963.1 MS082A1_H10 16S ribosomal RNA gene, partial 97 %
sequence (Frank et al. 2007)
DQ413240.1 Lactobacillus casei straln.Ru2-2| 16S ribosomal 97 %
RNA gene, partial sequence
AY675252.1 Lactobacillus casei strain LC3 16S ribosomal 97 %
RNA gene, complete sequence

Lactobacillus sp. P8 16S ribosomal RNA gene,

()
AF306539.1 partial sequence (Pourcher et al. 2001) 97 %
Lactobacillus sp. L02 gene for 16S ribosomal o
AB219051.1 RNA, partial sequence (Haruta et al. 2006) 7%
Lactobacillus sp. B5406 gene for 16S rRNA o
AB070609.1 (Uchida et al. 2004) 97 %
AY363372.2 Lactobacillus sp. rennangllfy14 16S ribosomal 96 %
RNA gene, partial sequence
L ] . i 1 i
AY339128.2 actobacillus sp. rennanqilyf5 16S ribosomal 96 %

RNA gene, complete sequence

41



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

Anadlisis Filogenético

El andlisis de la relacion filogenética de la secuencia 5’ (27f OR) con el método de
Neighbor Joining utilizando el algoritmo de Jukes-Cantor para la construccién de la
matriz de similaridad, agrupé a la secuencia blanco con 99 % de confiabilidad en el

cluster dominado por las secuencias correspondientes a L. paracasei (Figura 2).

99 Lactobacillus sp. rennanqilyfs

99 Lactobacillus sp. rennangilfy17
99 Lactobacillus sp. rennangilfy14
Lactobacillus sp. B5406
Lactobacillus sp. LO2
Lactobacillus sp. P8
Lactobacillus casei strain LC3
69 Lactobacillus casei strain Ru2-2i
Uncultured Bacilli bacterium clone MS...
Lactobacillus paracasei NRIC 0638
Lactobacillus paracasei NRIC 1940
70 Lactobacillus paracasei NRIC 1942

Lactobacillus paracasei NRIC 1944
27f OR

99 Lactobacillus paracasei strain IMPC 2.1
82 Lactobacillus zeae NRIC 1947
Lactobacillus rhamnosus MNFLMO1
Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201
Lactobacillus rhamnosus LV108
Lactobacillus acidophilus isolate CulT2
%9 _|: Lactobacillus acidophilus IDCC 3301

84 Lactobacillus acidophilus DLH 2306
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

99

99

Figura 2. Arbol filogenético utilizando método Neighbor Joinning con distancia de Jukes-Cantor, se

indica porcentaje de confiabilidad para la construccién de cada rama.
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DISCUSION

Segun los resultados de las pruebas bioquimicas el aislamiento seleccionado
corresponde al género Lactobacillus. Del Api 50 CH se desprende que el mismo

corresponde a la especie L. paracasei con un 97 % de confianza.

La secuencia nucleotidica obtenida para la regién 3° fue muy corta y presento
muchos N (nucleétidos no determinados) por lo que se decidié no incluirla en el

analisis.

Del analisis molecular realizado con el producto de amplificacién de la regién 5’
surge que a pesar de que el tamafio de la secuencia no es el 6ptimo para un analisis
como el que se llevd a cabo, que no se editaron los cromatogramas para intentar
mejorar la secuencia que presentaba algunos N, y el alto grado de conservacion
observado en esta region del gen ribosomal 165, los resultados obtenidos revelaron

una relacion de dicha secuencia con cepas de la especie Lactobacillus paracasei.

Con base en los resultados bioquimicos y moleculares obtenidos podemos sugerir
entonces que se aislé una cepa pura de Lactobacillus sp. con una alta probabilidad de

corresponder a la especie L. paracasei.

Seria aconsejable volver a realizar la secuenciaciéon con el objetivo de obtener
secuencias solapantes y poder reconstruir una unica secuencia para realizar los
analisis filogenéticos. También se puede plantear la utilizacion de cebadores

internos para obtener secuencias mas cortas.

La eleccion de la base NCBI no fue la mas adecuada ya que la comparacién es mas
confiable si se realiza utilizando la base de datos de secuencias ribosomales (RDP),
que esta curada, para confirmar la identidad (www.cme.msu.edu/RDP/) segtn la

recomendacion de la consulta de expertos de la FAO (FAO, 2006).
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Dado que las propiedades probidticas son cepa especificas la consulta de expertos
de la FAO (2006) plantea que luego de la identificaciéon con el ADN que codifica para
el ARNr 16S se deberia completar dicha caracterizacion genética con la realizacién
de técnicas internacionales como Electroforesis en Gel de Campo Pulsado, en este
sentido se deberian completar los estudios moleculares para poder contar con un

enfoque polifasico que nos permita hablar de género y especie.

De todos modos, esta fase del estudio permitié disponer de probable aislamiento de
L. paracasei para el desarrollo final de un producto con potencial probiético. Esta
especie ha sido reportada en forma frecuente en la literatura como probiodtico en
particular en la manufactura de productos lacteos (Ganesan et al., 2014; Lavari et al.,

2014).
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CAPITULO 2
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CAPITULO 2

DETERMINACION DEL POTENCIAL PROBIOTICO DEL
AISLAMIENTO

Los probidticos deben sobrepasar algunas barreras bioldgicas; entre otras un pH
acido a nivel del estdmago, la exposicion a sales biliares y la acciéon de enzimas como
la pepsina. Una vez en el intestino, las bacterias probidticas deben tener la capacidad
de colonizar el 6rgano, para lo cual serian relevantes los mecanismos de adhesién
bacteriana al mucus y a la superficie celular. Su adhesién involucraria la activacion
del sistema inmunitario del huésped y la exclusiéon de bacterias patégenas como

requisito para su actividad probiotica.

Con el objetivo de probar propiedades probidticas del aislamiento, en el presente
capitulo se llevaron a cabo estudios de resistencia al pH, tolerancia a sales biliares y
se realiz6 un Modelo Gastrico in vitro. También se estudi6 la capacidad de adhesién
del aislamiento HA9-2 a células Caco2, derivadas de adenocarcinoma de colon,
empleadas como un modelo de intestino y la actividad antibacteriana ante un

importante patégeno alimentario como es Salmonella spp.

Para que una cepa sea considerada probiética ademds de las propiedades ya
mencionadas es recomendable que tenga la capacidad de formar agregados. En este
sentido se evalud su capacidad de autoagregacién asi como su capacidad de
coagregacion con bacterias que pueden encontrarse en el intestino como
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus y Escherichia coli. Ademas se
buscé analizar la capacidad de producir biofilms mediante la determinacion de la
produccién de slime por la técnica de macrométodo en tubo y la produccién del
exopolisacarido glucano. Con el objetivo de determinar si el aislamiento HA9-2 era

productor de perdxido de hidrégeno, mecanismo utilizado por muchas bacterias
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para inhibir el crecimiento de otros microorganismos, y en el caso de los probioticos

para excluir patégenos intestinales, se analiz6 su produccion en cultivo.

MATERIALES Y METODOS

1. Resistencia a sales biliares

La sensibilidad bacteriana a las sales biliares se analiz6 sobre placas de MRS
conteniendo 0.5 % y 0.9 % de sales biliares deshidratadas (Difco) y sobre agar sin
sales biliares como control (Klaenhammer et al., 1995). Las placas se incubaron por

24 y 48 hs y posteriormente se realizaron los recuentos.

En resumen, a partir de una placa de cultivo fresco se transfirieron colonias a un
tubo que contenia soluciéon salina fisioldgica (NaCl 0,9 %) y se ajusté la
concentracion celular en 1.5 x 108 ufc/ml por medida de absorbancia a 560 nm. Se
realizaron diluciones seriadas en solucién fisiolégica estéril para poder realizar
recuento en superficie. Se sembraron 0.1 ml de la dilucién correspondiente en
placas conteniendo MRS y MRS con 0.5 % y 0.9 % v/v de sales biliares. Las placas se
incubaron a 37 ©C en jarra de microaerofilia y se controlaron las colonias a las 24 y

48 hs. Se llevaron adelante 3 ensayos independientes por triplicado.

2. Tolerancia al pH

Los efectos de un pH bajo sobre la viabilidad celular se analizaron por el método de
Mayra-Makinen et al. (1983) con modificaciones. El aislamiento se cultivé en 50 ml
de caldo MRS, en jarra de microaerofilia sin agitacion toda la noche. Posteriormente
se separaron las células bacterianas desde el cultivo (5 ml) por centrifugacién a
3500 g por 20 min. Se resuspendieron en 5 ml de solucién salina fisioldgica a valores

de pH de 1,9 y 3,0 y se incubaron por 30 min a 372C. Se determiné el nimero de
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células viables por recuento en placa de MRS. Se utilizé6 como control una soluciéon

salina de pH 6,0. Se llevaron adelante tres ensayos independientes por triplicado.

3. Modelo Gastrico in Vitro

Se empleé un modelo gastrico in vitro a los efectos de determinar la habilidad del
aislamiento de sobrevivir a la accién conjunta de condiciones acidas y accién de

proteasas que sufriria la bacteria luego de la ingestion (Crittenden et al, 2001).

El modelo gastrico in vitro consisti6 de 6 ml de un jugo gastrico simulado con
soluciéon HCI/KCI 0.1 M pH 2.1 conteniendo 500 U/ml de pepsina A y 1.0 g/l de
peptona bacteriolégica. Un cultivo bacteriano cultivado en las condiciones ya
descriptas (2.1) detenido antes de la fase estacionaria de crecimiento, se centrifugd
a 3500 g durante 20 min y se resuspendi6 en una soluciéon de peptona bacteriolégica
(1 g/1). Luego se adicionaron igual nimero de bacterias al modelo gastrico y a un
tubo control (To) a una concentracion final de 1x108 ufc/ml ajustada por medidas
de absorbancia a 560 nm. La solucién en los tubos control consistié en 6 ml de
buffer fosfato 6 M pH 6.5 y 1 g/1 de peptona bacterioldgica. Las células se incubaron
en el modelo (T1 ensayo) y en el control (T1 control) por 60 min a 37 °C en
condiciones aerobias sin agitacién. Se tomaron muestras en tiempo cero y tiempo
final y se determinoé la concentracidn bacteriana por recuento en placa de MRS.

Fueron conducidos tres ensayos independientes por triplicado.

4. Actividad Antibacteriana Frente a Salmonella sp.

A los efectos de evaluar la capacidad del aislamiento HA9-2 de inhibir el crecimiento
de un patdgeno gastrointestinal como Salmonella sp., se realiz6 un ensayo de discos

sobre agar con modificaciones (Jacobsen et al. 1999; Fraga et al. 2005).

En resumen, 20 pl de un cultivo fresco de HA9-2 (concentraciones entre 1x104 y

1x108 ufc/ml) fueron inoculados sobre discos de papel de filtro de 1 cm de didmetro
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previamente esterilizados y colocados sobre una placa de agar MRS. La placa fue
incubada por 24 horas en jarra de microaerofilia y luego cubierta con 10 ml de agar
(1,5 %) inoculado con un cultivo fresco de Salmonella sp. (1x108 ufc/ml) e incubada
a 37°C en condiciones aerobias. Los posibles efectos inhibitorios del MRS fueron
testeados en cada placa. La capacidad de inhibicién del crecimiento fue determinada
por medidas de la zona de inhibicién que rodea el disco, se midieron los halos de
inhibicién en varias direcciones diferentes y se utilizé6 un promedio. Se condujeron

tres ensayos por triplicado.

La cepa de Salmonella sp. utilizada pertenece al banco de cepas del LATU y es de

origen alimenticio.

5. Ensayo de Adhesion Evaluado por Radiactividad

Desarrollo de 1a Linea Celular

Se realiz6 el desarrollo de la linea celular Caco-2 a los efectos de realizar ensayos de
adhesion. La misma fue aislada originalmente de un adenocarcinoma de colon
humano, se obtuvo desde ATTC (American Type Cultura Collection, Rockwille, MD.
USA). Las células se cultivaron rutinariamente a 37 2C, en una atmosfera con 5 %
C02-95 % aire en un medio esencial minimo modificado Eagle Dulbecco con 2 mM de
L-glutamina, 10 % de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 1 % de aminodacidos no esenciales. Se realizaron pasajes de la linea

celular cuando se llegaba a un 80 % de confluencia (Folle et. al, 2007).

Se analiz6 la contaminacién por Mycoplasma por medio de la tincién de Hoechst
33258 (Verma et al, 1995). Este es un colorante fluorescente que se une al ADN en
zonas ricas en AT, de existir una contaminaciéon por Mycoplasma aparecen zonas
tefiidas extranucleares. Se utilizé6 un microscopio de fluorescencia (Axioplan 2

imaging HBO 100).
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Cultivo bacteriano

A partir de un cultivo bacteriano madre almacenado a -80 °C en glicerol al 40 %, se
inocul6 al 1% un caldo MRS al que se le adicionaron 10 pl/ml de timidina (metil-
1,23H) (4.44 TBq mmol-1 o 117 Cimmol-1) para ser metabolizada y se incub6 a
37 2C toda la noche. Se estandariz6 el nimero de bacterias en (107-108 ufc/ml)
ajustando la absorbancia a 560 nm en 0.55 en un cultivo desarrollado en frio

(Ouwehand et al., 2000).

Ensayo de Adhesion

El ensayo de adhesion a la linea celular Caco2 se realiz6 como fue descripto
previamente por Kirjavainen et al, 1998 y Ouwehand et al, 1999, 2000, con

modificaciones.

Las células Caco2 se desarrollaron en placas multipocillo hasta confluencia total
(7.0e5 células). Las células se observaron con un microscopio invertido (Will
wetzlar GMBH). Las placas se lavaron dos veces con PBS, se agregaron 500 pl de la
suspension bacteriana marcada radiactivamente mezclada con 500 pl del medio de
las células sin suero ni antibidtico, y se incubé por 1 h a 37 2C. Las bacterias no
adheridas se removieron por medio de tres lavados con PBS, las bacterias adheridas
se liberaron y lisaron con 1% de SDS-0.1 mol/l de NaOH por incubacién a 60 °C por

1h.

La adhesion se expresd como el porcentaje de radioactividad registrado luego de la
adhesion, relativo a la radioactividad de la suspensién microbiana previo a su
adicién al cultivo. La radiactividad se midi6 en un contador de centelleo liquido
(Beckman LS Analyzer 6000 IC) para lo cual las muestras se mezclaron con 10 ml de
un cocktail de centelleo. Se realizé un experimento por triplicado debido al elevado

costo del ensayo.
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6. Ensayo de Adhesion Evaluado por Recuento y Microscopia

La adhesion bacteriana también se evalué de acuerdo al método de Coconnier et al.
(1992), con modificaciones efectuadas por Kimoto et al. (1999) y otras

incorporadas por nosotros.

Luego de 30 dias de pasajes, las monocapas de células Caco-2, se prepararon sobre
placas multipocillo hasta confluencia total (7.0x105 células). Se lavaron tres veces
con buffer salino fosfatado (PBS: NaCl 0.8%, K;HPO4 0.121%, KH2PO4 0.034%, pH
7.2). Cultivos de toda la noche del aislamiento (5 ml) y los controles se cosecharony
lavaron dos veces con 5 ml de PBS y luego se resuspendieron en el mismo buffer

para minimizar los efectos acidos (Mayra-Makinen et al., 1983).

Las células bacterianas (0.5 ml en PBS, MOI 1.07 x102) se mezclaron con 0.5 ml del
medio de cultivo para células Caco-2 y la mezcla se agregd en cada pocillo de la
monocapa de células Caco-2. Las placas se incubaron a 37°C. Luego de 1 h de
incubacién, las monocapas se lavaron tres veces con PBS estéril. Las bacterias
adheridas se liberaron adicionando 200 pl de tripsina y dejandola actuar 5 min;
posteriormente se realizd un recuento en placa por siembra en superficie en

condiciones anaerobias. Se condujo un ensayo por triplicado.

Como control positivo en ambos ensayos se utilizé por un lado L. acidophilus ATCC
4356 el cual se sabe que adhiere a esta linea celular (Campana et al., 2012). L.
rhamnosus ATCC 53103 (Bernet et al., 1994) también fue utilizado como control
positivo en los estudios realizados por recuento. Se utilizaron ademas como

controles pocillos vacios, pocillos s6lo con células y pocillos sélo con bacterias.

Para realizar la observacién al microscopio las células se cultivaron en una caja de
cultivo con un cubre objeto dentro, de modo que las células se desarrollaran sobre el
cubre objeto en monocapa. Se siguieron todos los pasos descriptos anteriormente

para realizar la adhesion, posteriormente las células y las bacterias adheridas se
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fijaron con una fina capa de metanol al 90 % por exposicién durante 20 min. El
cubre objeto se secd y se cubrié con safranina durante 1 min. Se lavé con agua
destilada y se volvid a secar. Luego se coloco sobre un porta objetos y se observé al

microscopio.

7. Capacidad para formar biofilms

Los biofilms son agregaciones de células bacterianas, incluidas en una matriz de
polisacaridos extracelulares y materia organica de produccién propia que le confiere
a la bacteria la capacidad de persistir en el ambiente. Los biofilms formados a nivel
del tracto gastrointestinal y urogenital femenino pueden contener lactobacilos

benéficos, los que juegan un rol protector.

La capacidad de producir biofilms se evalu6 mediante la determinaciéon de la
produccién de slime. Se define la produccién de slime como la capacidad de producir
sustancia adherente. Se utiliz6 la técnica de “macrométodo en tubo” descrita por

Christensen et al., 1982 con las modificaciones efectuadas por Carbonero, 1991.

Brevemente, se inocularon tubos que contenian 10 ml de un cultivo fresco del
aislamiento en caldo MRS y se incubaron sin agitacidon entre 24 y 72 horas en estufa
a 37°C, en condiciones de aerobiosis. Tras la incubacién, se vacié el contenido de los
tubos con pipeta y se lavaron suavemente tres veces con agua destilada. Los tubos se
dejaron secar a temperatura ambiente. Se fijaron con calor pasandolos tres veces
por la llama del mechero y a continuacién se tifieron con 10 ml de solucién de
violeta de genciana al 0,1 % durante 1 minuto. Luego se vaciaron, se lavaron tres

veces con agua destilada y se secaron invertidos en estufa a 40 2C.

Alas 24, 48 y 72 horas se evalu6 la produccién de slime en funcién del grosor de la
pelicula formada en la superficie del tubo, se establecieron tres categorias (+1, +2,

+3). Se considerd prueba (+) si habia tincién de la pared del tubo y prueba (-) en
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caso contrario. Como control positivo se utilizé la cepa L. rhamnosus ATCC 53103
(Landersjo et al., 2002) y un tubo de vidrio al que se le efectu6 el mismo tratamiento
pero con medio sin inocular. Se realizaron tres ensayos independientes por

triplicado, cada uno de los cuales fue evaluado por dos observadores, a ciegas.

8. Produccion de glucano insoluble

Los exopolisacaridos presentan importancia por su participacién en los procesos de
adhesiodn, en la formacion de biofilms y debido a sus aplicaciones industriales por su
capacidad de actuar como gelificantes, emusificantes, etc. El glucano es un tipo de
polisacarido extracelular que se presenta en forma soluble o insoluble en agua. El
glucano insoluble participaria de manera predominante en los mecanismos de
adhesion de algunas cepas a superficies lisas (Carbonero, 1991). En este estudio se
analiz6 la capacidad de produccién de glucano insoluble en agua segtin el método de

Ghione et al. descrito por Carbonero (1991).

Se realiz6 un cultivo del aislamiento durante 18 a 24 h a 37 2C en condiciones de
microaerofilia a partir del cual se inocularon con 1 ml tubos que contenian 9 ml de
MRS suplementado con sacarosa al 5 % y 10 % respectivamente. Los cultivos se
incubaron en las mismas condiciones que las descritas anteriormente (2.1). Luego se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min y el sedimento se lavo tres veces con agua
destilada. El sedimento se resuspendi6 en agua destilada y la concentracién celular
se ajustd por medidas de absorbancia, en el ensayo y en el control hasta un mismo
valor. Luego se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. Posteriormente, el
sedimento se tid con una soluciéon comercial de violeta de genciana-etanol al 1 %
durante 1 min, y se lavo nuevamente tres veces con agua destilada. El residuo tefiido
se extrajo con 2 ml de etanol absoluto y se diluy6 con agua destilada hasta el
volumen original del cultivo. El ensayo se evalu6é midiendo la densidad éptica de la

solucion a 305 nm. Se utilizd6 como control un cultivo realizado en un medio sin
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sacarosa para descontar la tincion absorbida por las estructuras bacterianas. El
valor de densidad optica (DO) corregido (COD) corresponde a la produccién de
glucano real de la bacteria que se obtiene restando del resultado del ensayo los

valores obtenidos para el control. La produccién de glucano se consider6 como:
AUSENTE (-): COD menor a 0,05

DEBIL (+): COD de 0,05a 0,15

MARCADA (++): COD de 0,15 a 0,45

PESADA (+++): COD mayor de 0,45

Se realizaron dos ensayos independientes por duplicado.

9. Coagregacion y Autoagregacion

Cepas bacterianas

En estos ensayos se empled una cepa de E. coli perteneciente al banco de cepas del
LATU; es de origen alimenticio y esta identificada y caracterizada por ensayos
bioquimicos realizados por la propia Institucion.

Las cepas de referencia L. rhamnosus 53103 y L. acidophilus 4356 pertenecen al
banco ATCC.

Para evaluar la facultad de autoagregacion del aislamiento HA9-2, asi como su
capacidad de coagregacion con bacterias que pueden encontrarse en el intestino
como L. acidophilus, L. rhamnosus y E. coli, se realizd6 el ensayo de Cisar y
Kolenbrander (1979) con modificaciones. Se realiz6 un cultivo del aislamiento
HA9-2 por 18 a 24 h en MRS a 37 2C en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se centrifugaron 10 ml del cultivo a 3500 rpm durante 10 min; se
descartd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 5 ml de PBS, pH 7,2,

estéril. Se realizaron tres lavados sucesivos del sedimento el cual se resuspendid en
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buffer de coagregacion (Tris 0,001 M pH 8,0; MgCl; 0,1 mM; CaCl; 0,1 mM, NaCl 0,15
My 0,02% de NaNO3). La concentracién celular se ajust6 en 1x101° ufc/ml midiendo
la absorbancia a 660 nm (DO = 2) para cada cepa a ensayar. Se mezclaron 300 ul del
cultivo del aislamiento de L. paracasei en estudio (HA9-2) con 300 pl de la bacteria a
coagregar. Para el estudio de la autoagregacion se mezclaron 300 pl del cultivo de
HA9-2 con 300 ul del buffer de coagregacion. Se agit6 durante 10 segundos y se dejé
a temperatura ambiente 1 o 2 horas. Luego, la suspensién bacteriana se
homogeneizo6 en vortex y se dejé en reposo durante toda la noche.

Los resultados del ensayo se evaluaron a las 24 horas tanto en reposo como después

de agitar los tubos, de acuerdo al siguiente criterio:

- : ausencia de agregacion (agregados no visibles en la suspension celular).

+: agregacion apreciable pero débil (agregados pequefios y uniformes en la

suspension celular).

++: agregacion pesada (agregados definidos, facilmente visibles aunque la

suspension permanece turbia sin que éstos sedimenten inmediatamente).

+++: aglutinacion de la mayoria de las bacterias (agregados grandes que sedimentan

rapidamente dejando una pequefia turbidez en el sobrenadante).

++++: grandes agregados (sedimentan rapidamente dejando un sobrenadante

claro).

De las suspensiones obtenidas se tomaron alicuotas para observar al microscopio
optico (LEITZ Laborlux 12 Pol) los agregados sin teiiir. Se llevaron a cabo dos
ensayos independientes por triplicado y los resultados fueron evaluados por dos

observadores, a ciegas.
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10. Produccion de Peroxidos

Con el objetivo de determinar si el aislamiento HA9-2 es productor de peréxido de
hidrégeno, se evalué la capacidad de produccién en un cultivo bacteriano durante
24 horas. La técnica se basa en la oxidacion ferrosa del xilenol naranja (Annuk et al,
2003). Las manipulaciones se llevaron a cabo en condiciones aerobias a 4 2C y la
concentracién de H20; se midié usando el método de Ou y Wolf (1996). Brevemente,
se mezclaron 75 pul de la muestra a analizar con 1,425 ml de FOX1 (D-sorbitol 100
mM y xilenol naranja 100 uM; SIGMA en acido sulfirico 25 mM) y sulfato ferroso de
amonio hexahidratado 250 pM (SIGMA), la mezcla se incubd a temperatura

ambiente durante 30 min.

Las proteinas floculadas y las células se eliminaron por centrifugacion y se leyé la
absorbancia a 560 nm. La concentracién de H;0; (%) se interpolé de una curva

estandar y se expres6 como % de H20; por ml de muestra.

Analisis estadistico

Para comparar los resultados de los tres ensayos independientes realizados por
triplicado, se utiliz6 el analisis de varianza (ANOVA) bajo la hipétesis nula de que no
existen diferencias significativas entre ensayos (Sokal y Rohlf, 1998). El supuesto de
normalidad de los datos se comprobé mediante el test de Shapiro Wilk y la
homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene (Sokal y Rohlf, 1998). En
caso de encontrarse diferencias significativas entre ensayos, se utilizé el test de
Tuckey para verificar entre que ensayos existieron tales diferencias (Sokal y Rohlf,
1998). En aquellos casos en que sdélo se realizaron o se obtuvieron datos de dos
ensayos por triplicado y como consecuencia se dispuso de un bajo nimero de
repeticiones, se utilizo6 el test de permutaciones (Permutation test) (Manly, 1997).

En los casos que no se cumplié con los supuestos del ANOVA, se utiliz6 el analisis de
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varianza no paramétrica de Kruskal - Wallis (H) y en caso de encontrar diferencias
significativas el test a posteriori de Mann-Whitney corregido con el criterio de
Bonferroni. En todos los casos para aceptar o rechazar las hipotesis se utilizé un
nivel de probabilidad p = 0.05. Para la mayoria de los ensayos y variables analizadas
se calcularon los desvios tipicos, los intervalos de confianza al 95% y el coeficiente

de variacion (variabilidad de los datos en torno a la media).

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa Excell (version 2010) y

el programa Past (version 2.17) (Hammer y Harper, 2001).
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RESULTADOS

1. Resistencia a sales biliares

Se determiné en un 60 % la viabilidad bacteriana luego de 48 h de incubacién en
una concentraciéon de sales biliares de 0,5 % en el medio (Grafico 1). Cuando se
aumenta la concentracion de sales biliares al 0,9 % la viabilidad disminuyé al 50 %
con respecto al control. Seglin el andlisis estadistico cuando se compararon las
diferentes condiciones los datos fueron normales y presentaron homogeneidad de
varianza. Se encontraron diferencias significativas (p=0.0016) en el ANOVA y segiin
la comparacion de Tuckey las mismas son entre el control y las dos condiciones de
ensayo (p=0.011y p=0.002), pero no hay diferencias significativas cuando el medio
se suplementa con 0.5 % y 0.9 % de sales biliares deshidratadas (p=0.774). En la
comparacion entre repeticiones los datos no fueron normales pero si presentaron
homogeneidad de varianzas. Se encontraron diferencias significativas entre ensayos

(ANOVA), entre las medias de los ensayos 1y 2.

Resistencia a sales biliares

100 -
g 90 -
b
S 80 1
3 20 - H MRS sin sales biliares
§ o (ufc/ml)
K i MRS + 0.5% sales biliares
g 50 - (ufc/ml)
8 40 - 4 MRS + 0.9% sales biliares
3 (ufc/ml)
e 30 -
20 -
10 -
O .

Grafico 1. Resistencia a sales biliares determinada por recuento en placa con 0,5 %y 0,9 %

de sales biliares.
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2. Tolerancia al pH

Al someter la bacteria a valores extremos de pH (3,09 y 1,91) en comparacion
con un valor control (pH 6,1), pudo observarse una disminucién de la
concentracién celular del 18 y 90 % respectivamente luego de 30 min de
exposicion (Grafico 2). Segun el analisis estadistico cuando se realizé la
comparacion entre las diferentes condiciones los datos no fueron normales y no
presentaron homogeneidad de varianzas, hay diferencias significativas entre las
tres condiciones (p=3.9x105). Cuando se realizé la comparaciéon entre las
repeticiones los datos fueron normales y homogéneos y se encontraron
diferencias significativas para valores de pH de 3 y 6, no registrandose

diferencias significativas a pH 2.

Tolerancia al pH

100.00 -
90.00 -
80.00 -
70.00 -
60.00 - i pH 6,10
50.00 i pH 3,00

40.00 - ki pH 1,90

% de bacterias sobrevivientes

30.00 -
20.00 -
10.00 -

0.00 -

pH

Grafico 2. Tolerancia al pH del aislamiento expresada como % de células viables comparadas

con un control con pH sin modificar.
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3. Modelo Gastrico in Vitro

El 20 % de la poblacién bacteriana sobrevivido a la accion combinada del pH y
proteasas, similares condiciones a las que la bacteria tendria que soportar luego de
su administracién oral (60 min de exposicién) (Grafico 3). También se aprecié que
mas de un 20 % no sobrevivié en el control por lo que la peptona bacteriolégica no
serfa un medio 6ptimo para la supervivencia bacteria. De todos modos, podria
inferirse que si se considera como 100% el numero de bacterias que sobreviven en
el control (78,3% del recuento inicial), aproximadamente el 26.8 % de las bacterias
sobrevivirian a la accién del medio gastrico. Segtn el andlisis estadistico cuando se
realizé la comparaciéon entre las diferentes condiciones los datos no fueron
normales y no presentaron homogeneidad de varianzas, hubo diferencias
significativas entre las tres condiciones (p=9.3x10-¢). Cuando se realiz6 la
comparacion entre las repeticiones en el control los datos fueron normales y en el
modelo con el pH &cido y la adiciéon de pepsina los datos no fueron normales. En
todos los casos existi6 homogeneidad de varianzas y no se encontraron diferencias

significativas (ANOVA) entre ensayos.

Modelo Gastrico in vitro

100 -
90 -
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70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 +

MTO
i T1 Control

ik T1 Ensayo

% de bacterias

Grafico 3. Resultados de la exposicién durante 60 min al Modelo Gastrico in vitro.
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4. Actividad Antibacteriana Frente a Salmonella sp.

De los resultados de la capacidad del aislamiento en estudio de presentar actividad
antibacteriana frente a un patégeno gastrointestinal por medio de la inhibicion de su
crecimiento (Grafico 4), se observo que a concentraciones del lactobacilo inferiores
a 1x10¢ no se evidencié inhibicidn del crecimiento de esta cepa de Salmonella sp.
(concentracién 1x108 ufc/ml). A concentraciones superiores se produjo un halo de
inhibicién de entre 19 y 21 mm. A concentraciones de 10¢ y 107 no se produjeron
diferencias significativas en el tamafio de los halos de inhibicién (p=0.1693), pero si
hubo diferencias si se las compara con una concentracién de 108 (p=2.44x10-8). En
las zonas de la placa lejanas al crecimiento del lactobacilo no se observé inhibicién
del crecimiento. Del andlisis estadistico surge que los datos fueron normales para
concentraciones del patdgeno de 107 y se registraron valores iguales, lo que impide
una estimacion de varianza, e imposibilita hacer un ANOVA. Para concentraciones
del patégeno de 108 se encontré homogeneidad de varianzas entre muestras, pero

no se encontraron diferencias significativas (ANOVA) entre los ensayos.

Actividad antibacteriana frente a
Salmonella spp.

25.0 -
20.0 - »
15.0 -
10.0 -

5.0 A

0-0 % T T 1
1.00E+04 1.00E+05 1.00E+06 1.00E+07 1.00E+08

Concentracién de HA9-2 (ufc/ml)

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Grafico 4. Didmetros de inhibicion del crecimiento de Salmonella (mm) vs diferentes

concentraciones del aislamiento HA9-2.
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5. Ensayo de Adhesion Evaluado por Radiactividad

Los resultados del ensayo de adhesion evaluado por radiactividad pueden verse
resumidos en la Tabla 3. Se observé un 3,26 % de radiactividad recuperado luego de
la adhesidén para el control positivo por lo que el ensayo se condujo correctamente.
En el caso de nuestro aislamiento el porcentaje de adhesion registrado fue del 2,58
%. Segun los resultados del analisis estadistico no existieron diferencias
significativas de adhesién entre el control positivo y el aislamiento en estudio
(p=0.399), de la comparacion entre réplicas surge que los coeficientes de variacién
fueron menores a 30 por lo que hubo poca variabilidad de los datos en torno a la
media.

Tabla 3. Ensayo de adhesion seguido por radioactividad. + Control Positivo

de adhesidn (L. acidophilus ATCC 4356. HA9-2 (aislamiento en estudio).

Promedio de Promedio de
% adhesion

bacterias por bacterias por

Muestra promedio *
célula MOI célula MOI
Desvio tipico
(inicial) (final)
control + 107 3.49 3,26+0.89
HA9-2 t4 107 2.77 2,58+0.67
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6. Ensayo de Adhesion Evaluado por Recuento y Microscopia

Los resultados del ensayo de adhesion seguido por recuento en placa y microscopia
pueden verse en la Tabla 4. Se recuperdé post adhesion el 1,24 % de las bacterias
aproximadamente y se adhirieron 1,33 bacterias por célula. Segun los resultados del
analisis estadistico no existieron diferencias de adhesion con el control positivo de
L. rhamnosus (p=0.141), ni entre los controles (p=0.606), pero si hubo diferencias
con el control de L. acidophilus (p=0.041). Del andlisis de las repeticiones se observo
que los coeficientes de variacion fueron menores a 30 por lo que hubo poca

variabilidad de los datos en torno a la media.

Tabla 4. Resultados de la adhesién seguida por recuento en placas de MRS y

recuento de las células en cAmara de Neubawer.

di Promedio % bacteria
Cepa B:(;Zr:izs 10or L4205 S [E adherifia
P slula inici ll)MOI célula final MOI+ Pm“}ed}o_ ES
celula 1nicia Desvio tipico Desvio tipico
+
HA9-2 107 1.333 +£0.130 1.244 +£0.121
Rha (+) 107 1.624 +0.172 1.516 £ 0.152
+
Acidoph (+) 107 1.752 £ 0.169 1.636 £0.167
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7. Produccion de polisacaridos extracelulares

El aislamiento de L. paracasei HA9-2 presenté la capacidad de formar slime, a la cual
se le adjudico la categoria 3 de acuerdo a los criterios previamente definidos
(Imagen 4, Tabla 5). No se observaron diferencias en la pelicula formada tras 24, 48
y 72 horas de incubaciéon. No hubo tincién en el tubo utilizado como control
negativo, registrandose produccion de slime categoria entre dos y tres en los tubos
correspondientes al control positivo. Segin los resultados del andlisis estadistico los
coeficientes de variacion fueron menores a 30 por lo que hubo poca variabilidad de

los datos en torno a la media

Imagen 4. Produccion de slime, de izquierda a derecha se observan, tres tubos del
aislamiento HA9-2 (réplicas), un tubo control y tres tubos del control positivo L.

rhamnosus ATCC 53103.
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Tabla 5. Produccién de slime del aislamiento HA9-2, de L. rhamnosus y del control

negativo.

Cepa

HA9-2
+++ +++ +++

Control
4+ +++ +++

L. rhamnosus

Control -

Tubo sin bacteria

8. Produccion de glucano insoluble

Los resultados de produccion de glucano insoluble en agua por el aislamiento HA9-2
en medios suplementados con diferentes concentraciones de sacarosa se presentan
en la Tabla 6. De acuerdo a estos resultados, no se determiné produccion de glucano
en el medio suplementado con 5 % de sacarosa, pero si hubo una produccién débil
en medio suplementado con sacarosa al 10 %. Segun los resultados del analisis
estadistico hay diferencias significativas en la produccién de glucano cuando el
medio se suplementé con 5 % y 10 % de sacarosa (p=0.003). Se observé poca
variabilidad cuando se calcul6 el COD para 10 % de sacarosa y mucha variabilidad
para 5 % de sacarosa. En este ultimo caso se informé que no habia produccién de
glucano a esta concentracion de sacarosa, pero dada la gran variabilidad de los datos

este resultado debe valorarse con precaucion.

65



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

Tabla 6. Valores de densidad dptica a 560 nm determinados en cultivos en MRS
suplementados con 5 % y 10 % de sacarosa y en MRS sin sacarosa. COD

corresponde al valor de densidad 6ptica corregido.

MRS+5% MRS+10%
Ensayo Glucano MRS
sacarosa sacarosa
Media Abs +
0,147+0,039 0,142+0,039 0,216+0,057
Desvio tipico
Media COD +
0 0,068+0,027

Desvio tipico

9. Coagregacion y autoagregacion

De acuerdo con los resultados obtenidos, el aislamiento en estudio presentd la
capacidad de formar grandes agregados con las cepas ensayadas y consigo misma
(Imagen 5, Tabla 7). La agregacién aumento6 al dejar las soluciones que contenian las
bacterias en reposo durante toda la noche con respecto a la que se obtuvo luego de
agitar. Es de destacar que luego de la agitacion, en todos los casos, la agregacién
obtenida se correspondid con la categoria (+++) previamente definida con
aglutinacion de la mayoria de las bacterias, evidenciada por la presencia de
agregados grandes que sedimentan rapidamente dejando una pequefia turbidez en
el sobrenadante. Los resultados fueron concordantes entre los diferentes

observadores.
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Imagen 5. Observacion al microscopio de la agregacion del aislamiento HA9-2 con L. rhamnosus

(izquierda) y con E. coli (derecha) de las bacterias sin tefiir (Magnificaciéon 500 x).

Tabla 7. Resultados de los ensayos de coagregacion y autoagregacion del aislamiento HA9-2 con L.

rhamnosus, L. acidophilus y E. coli

Agregacion sin agitacion Agregacion con agitacion

Promedio de observacion Promedio de observacion
HA9-2 con HA9-2 ++++ +++
HA9-2 con E. coli +++ +++
HA9-2 con L. acidophilus ++++ o+t
HA9-2 con L. rhamnosus ++++ +++

- : ausencia de agregacion (agregados no visibles en la suspension celular).+: agregaciéon apreciable pero débil
(agregados pequefios y uniformes en la suspension celular). ++: agregacion pesada (agregados definidos, facilmente
visibles aunque la suspensién permanece turbia sin que éstos sedimenten inmediatamente). +++: aglutinacion de la
mayoria de las bacterias (agregados grandes que sedimentan rapidamente dejando una pequefia turbidez en el
sobrenadante). ++++: grandes agregados (sedimentan rapidamente dejando un sobrenadante claro).
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10. Produccion de Peroxidos

Segln los resultados obtenidos se observo un aumento en la produccién de H;0; en
el cultivo del aislamiento HA9-2 realizado en condiciones aerobias a 37 °C (Grafico
5) luego de las tres horas de incubacion, registrandose un pico cerca de la hora
cinco. Segun los resultados del andlisis estadistico los coeficientes de variacion

fueron menores a 30 por lo que hubo poca variabilidad de los datos en torno a la

media.

Producciéon de H,0, en cultivo

g 2000

S 1.500 —

I

()

S 1.000

S

® 0.500 —H202

5

g 0.000

S 0 10 20 30
Tiempo de crecimiento (h)

Grafico 5. Concentracion de perdxido en funcién del tiempo de cultivo, a 37°C.
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DISCUSION

Es asumido que los probidticos administrados en forma oral deben enfrentarse a
condiciones acidas en el estémago y a la exposicion a la bilis en el intestino durante
su transito a través del tubo digestivo. Los resultados obtenidos en cuanto a la
modificacion de la viabilidad del aislamiento expuesto a condiciones acidas
similares al pH estomacal y la exposicion del mismo a sales biliares como modelo de
la exposicién a la bilis en el organismo, permiten sugerir que nuestro aislamiento
presenta la habilidad de sobrevivir a éstas condiciones. Las mismas son requisitos
imprescindibles para poder considerar a la bacteria como probidtica. Trabajos
anteriores han reportado la pérdida de viabilidad de una cepa de Lactobacillus
murinus cuando se la expuso a una concentracion de sales biliares de 0.1% m/v

durante cuatro horas (Fraga et al., 2005).

Los resultados del modelo gastrico realizado permiten afirmar que mas del 26,0 %
de las células bacterianas sobrevivirian el pasaje a través del estdbmago, porcentaje
notoriamente mayor al obtenido cuando se estudiaron sélo los efectos de un pH
acido. Segun lo reportado por Charteris en 1998 (Charteris et al., 1998 c), una cepa
de Lactobacillus fermentum KLD que retuvo el 30 % de viabilidad luego de ser
expuesta a este mismo modelo fue considerada intrinsecamente tolerante al transito
gastrico. En el mismo trabajo el agregado de proteinas de leche al modelo géstrico
producia tolerancia total, aspecto que deberia ser evaluado en futuros ensayos para
determinar la pérdida de viabilidad en presencia de la matriz y asi tenerlo en cuenta

en el disefo del producto.

Con respecto a los ensayos de adhesion a células Caco?2 los resultados obtenidos por
recuento fueron menores a los obtenidos por radiactividad y a los observados por

microscopio. Esto podria deberse a un efecto deletéreo de la tripsina utilizada para
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separar las bacterias adheridas o que el tiempo de exposicion no haya sido

suficiente como para recuperar todas las bacterias adheridas.

Seglin nuestros resultados de adhesion, el aislamiento HA9-2 presenté un MOI de
2.77 cuando la misma se evalud por radiactividad y de 1.33 al evaluarla por
recuento. Segun lo reportado por Bernet et al. en el afio 1994 dos cepas probioticas,
Lactobacillus acidophilus LA1 y LA3 presentaron alta capacidad de adhesién a
células CacO2 con MOIs de 1.55 y 0.66 respectivamente. Fernandez et al., en el 2003
también consideraron que Lactobacillus gasseri U0002 (MOI 2.33) y Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis (MOI 2.13) probioticos eran adherentes fuertes a esta linea
celular (Fernandez et al., 2003). En base a los resultados podemos afirmar que
nuestro aislamiento presenta la habilidad de adherirse a la linea celular CacoZ2, lo
cual nos permite inferir que podria adherirse in vivo al intestino y asi favorecer la
colonizacién y activaciéon del sistema inmune, ejerciendo una de sus principales
funciones como probiotico. Si bien el aislamiento HA9-2 presenta la habilidad de
adherirse a células Caco2 mantenidas en cultivo, seria necesario realizar ensayos in

vivo que confirmaran esta capacidad.

La presencia de halos de inhibicién del crecimiento de Salmonella sp. hacen pensar
que HA9-2 produciria alguna sustancia difusible con actividad antibacteriana. Zonas
de inhibicién de 19 a 21 mm permiten pensar en una actividad antagénica fuerte en
comparacion con los resultados reportados por Annuk et al. en el 2003. Los discos
utilizados como control no presentaron zonas de inhibicién por lo que los halos de
inhibiciéon del crecimiento se deben exclusivamente a la accién de dicha sustancia.
La ausencia de zonas de inhibicion en regiones de la placa lejanas al crecimiento del
lactobacilo permite inferir que la inhibicién del crecimiento no se produjo por efecto
del medio MRS. Hubiera sido aconsejable en este ensayo utilizar cepas indicadoras
como controles positivos pero no se contaba con ese material. Esta capacidad del
aislamiento le proporciona una cualidad interesante ya que Salmonella sp. es un
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importante patdégeno de transmisiéon alimentaria a nivel mundial, afectando
principalmente a nifios menores de cinco afios y adultos mayores. En Uruguay el
serotipo mas frecuente asociado a enfermedades de transmision alimentaria (ETAS)
es S. enteritidis relacionado principalmente a huevos, pollo y a derivados (Betancor

etal.,, 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el aislamiento de L. paracasei en estudio
HA9-2 present6 la capacidad de formar grandes agregados con las cepas ensayadas
y consigo misma. Esta propiedad disminuye la eliminacién por arrastre de los
patégenos que puedan coagregar con él en el tracto gastrointestinal y podria
mejorar la efectividad de las sustancias antibacterianas producidas por el
probiédtico, por aumento del tiempo de exposicion. (Charteris et al, 1998;
(Reinheimer et al., 2006). Sanchez et al.,, en 2011 realizaron ensayos similares para
evaluar la coagregacion y autoagregacion y de los nueve aislamientos seleccionados

todos presentaron una coagregacion fuerte o normal con E. coli.

El aislamiento en estudio también resulté ser formador de biofilms y productor
débil de glucano insoluble en agua cuando el medio se suplementé con un 10% de
sacarosa. La capacidad de algunos lactobacilos de formar biofilm ha sido reportada
anteriormente por otros investigadores, esto posibilita a nivel industrial la
utilizacién de biofilms en reactores de fermentacién continua (Rangaswamy et al.,
2008; Abe et al, 2013). La formaciéon de biofilms implica la produccién de
exopolisacaridos los cuales proporcionan al aislamiento valor agregado si se
considera su incorporacién en productos lacteos fermentados, debido a sus
propiedades de gelificacién, emulsion, estabilizaciéon, aumento de la viscosidad y por
ser fuente de monosacaridos, (Ruas et al, 2002; Yang et al, 2010; Nikolic et al.,
2012). También podrian actuar como fracciones del alimento no digeribles dando al
aislamiento una potencial capacidad prebiética (Torino et al, 2000; Reinheimer et
al, 2006). La produccién de glucano insoluble dependié de la concentraciéon de
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sacarosa del medio, analogo a lo reportado por Carbonero et al., en 1991. Este EPS
participaria de manera predominante en los mecanismos de adhesién de algunas

cepas a superficies lisas (Carbonero, 1991).

Cabe destacar que tanto los ensayos de produccién de biofilm como los de
agregacion se podrian haber cuantificado por medidas de densidad dptica, lo que
habria permitido la comparacion de los resultados obtenidos con los reportados por
otros autores como Jones et al., en el 2009 quienes reportaron la producciéon de

biofilm por varias cepas de Lactobacilus reuteri.

Con respecto al peroxido de hidrégeno, se determind su produccién en el cultivo.
Este podria ser entonces uno de los mecanismos por el cual el aislamiento HA9-2
excluye un patégeno alimentario comin como es la Salmonella spp. A nivel
industrial la produccién de peréxido de hidrogeno por el probiético puede suponer
una ventaja ya que podria prolongar el tiempo de vida ttil por control del desarrollo

de patégenos durante el almacenamiento.
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CAPITULO 3
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CAPITULO 3

CARACTERIZACION INDUSTRIAL DEL AISLAMIENTO HA9-2

El hecho que una determinada cepa cumpla con los requisitos establecidos para
probidticos no es suficiente para poder incorporarla en un proceso industrial en el
cual estard sometida a condiciones de stress de diferente tipo. En particular
pensando en su incorporacidn en la industria lactea Reinheimer estableci6 una serie
de criterios a cumplir (Reinheimer et al., 2006). El objetivo del presente capitulo fue
evaluar parte de estas capacidades, por lo cual se realizaron fermentaciones en
leche, a los efectos de determinar las caracteristicas de crecimiento del aislamiento,
se evalué la sensibilidad a diferentes antibioticos de uso comin en la clinica, de
diferentes grupos, se sometid el aislamiento a condiciones de temperatura similares
a las que experimentaria en caso de ser incorporado en un proceso de elaboracién
de yogur y se evaluaron diferentes maneras de mantenimiento a largo plazo como el

congelamiento a -80 2C y la liofilizacion.

MATERIALES Y METODOS

1. Fermentaciones en Leche

Se realizaron fermentaciones en leche a los efectos de estudiar las curvas de
crecimiento del aislamiento HA9-2 en medios lacteos. Para el desarrollo del in6culo
se realizé un cultivo durante toda la noche del aislamiento, transfiriendo tres o
cuatro colonias de un cultivo mantenido en MRS-agar a un tubo con 10 ml de leche
libre de semisdlidos reconstituida al 10 % y previamente tratada térmicamente
(113 2C, 15 min). El cultivo se incubé a 372C durante 16 hs en jarra de microaerofilia
y luego se centrifugd a 3500 g por 30 minutos y se resuspendi6 en suero fisiologico,

ajustando la concentracién inicial por absorbancia a 560 nm en 1x10° unidades
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formadoras de colonias (ufc). Luego se transfirieron volimenes de inéculo a
matraces que contenfan 500 ml de leche descremada tratada térmicamente, de

modo que la concentracién inicial fuera de 1 % v/v (107ufc/ml aproximadamente).

Al inicio del ensayo (tiempo cero) se tomaron cuatro muestras de la siguiente forma:
7 ml para determinar el pH (744 pH Meter Metrohm), 10 ml para determinar
acidificacion por titulacién con NaOH 0.1 N, 0,1 ml para determinar ufc/ml por
recuento en placa de MRS y 10 ml para determinar la biomasa. Los matraces se
colocaron en estufa a 37 2C sin agitaciéon y el cultivo se evalué por 29 horas,
realizando tomas a diferentes tiempos (0,2, 4, 6, 7.5, 25.5 y 29.5 horas). Como
control se procedié de forma analoga con un matraz sin inocular. La titulacién se
llev6 a cabo seglin norma ISO 6091:1980 con soda 0,1 N, utilizando fenolftaleina
como indicador. Para determinar la biomasa se centrifugd cada toma a 3.500 rpm
durante 30 minutos (Hettich Zentrifugen D-7200). Los sobrenadantes se
descartaron y los tubos se colocaron en estufa a 40 °C hasta peso constante
(aproximadamente ocho dias), que se determind por pesada directa en balanza
analitica (Mettler Toledo AG204). A cada valor de biomasa obtenido se le resto6 el
valor de biomasa determinado a tiempo cero a los efectos de restar lo aportado por

la leche y el inéculo. Se llevaron adelante tres ensayos independientes por triplicado.

2. Sensibilidad a antibioticos

A los efectos de determinar el comportamiento de HA9-2 frente a diferentes
antibidticos de distintos grupos de uso comun en la clinica, se realiz6 un ensayo
empleando discos de papel de filtro impregnados con diferentes concentraciones de
Penicilina (3-lactamico), Dicloxacilina (3-lactamico), Vancomicina (glucopeptidico) y

Estreptomicina (aminoglucésido) (Bauer et al, 1996).

Brevemente, HA9-2 se cultivé en 10 ml de caldo MRS en jarra de microaerofilia a
37 2C por 18-24 hs. Posteriormente se esparcieron 200 pl del cultivo en la superficie

75



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

de las placas de MRS-agar sobre las cuales se colocaron discos de papel de filtro
estériles (didmetro 1.6 cm) impregnados con 20 pl de diferentes concentraciones de
Dicloxacilina (SIGMA concentraciones entre 0,15-2,5 pg/ml), Penicilina (SIGMA
10MU concentraciones entre 0,006-0.200 pg/ml), Vancomicina (SIGMA potencia
mayor a 900 ug/mg concentraciones entre 4,19-63 pg/ml) y Estreptomicina (SIGMA
potencia 730 U/mg concentraciones entre 0,35-13 pg/ml). Las placas fueron
incubadas por 24 hs en condiciones de microaerofilia a 37 ¢C. Se determinaron los
radios de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor de los discos,
los cuales se graficaron en funcién de la concentracién del antibiético. Como control
se utilizaron discos sin impregnar. Fueron conducidos tres ensayos independientes
por triplicado para la Dicloxacilina y Penicilina y dos ensayos independientes por

triplicado para la Vancomicina y Estreptomicina.

3. Tolerancia del Aislamiento a 45 2C

Cultivos del aislamiento fueron sometidos a la temperatura y el tiempo de
exposicion que se utiliza en la elaboracién de yogur (452C, 3 hs) con el fin de

estudiar su comportamiento en estas condiciones.

En resumen se realizé un cultivo en 10 ml de caldo-MRS, en microaerofilia a 37 ¢C
por 18-24 hs sin agitacién, se realizé6 un pasaje a un medio fresco y se incubd
overnight en las mismas condiciones. Posteriormente se inoculé un tubo que
contenia 5 ml de leche previamente tratada térmicamente (100 °C, 30 min)
ajustando la concentracion en 108 ufc/ml por medidas de absorbancia a 560 nm
utilizando para ello un tubo con 5 ml de agua estéril. Se realiz6é una toma de 1 ml
para un recuento inicial. El tubo se incubé a 452C durante 3 hs y una vez
transcurrido dicho lapso se realiz6é un nuevo recuento. Como control del proceso de
pasteurizacién se incubaron por siete dias tubos conteniendo 10 ml de leche.
Posteriormente se realizaron siembras en diferentes medios a los efectos de evaluar
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la presencia de: bacterias aerobias mesdfilas totales (PCA, OXOID y MRS, OX0ID),
anaerobias (PCA, OXOID y MRS, 0XOID), y hongos y levaduras (PDA (Potato
dextrose Agar, OXOID) e YPD (Yeast Potato Dextrose). Se condujeron 3 ensayos por

duplicado.

4. Conservacion del Aislamiento por Liofilizacion

Tanto para las actividades de investigacion como para las industriales basadas en la
utilizaciéon de microorganismos es crucial el poder preservar las cepas microbianas
por largos periodos de tiempo (Zomora, 2003). El método de conservaciéon
seleccionado debe maximizar las posiblidades de mantener las caracteristicas
originales de la cepa por las cuales fue seleccionada (Stanbury et al, 1995 en

Zomora., 2003).

En la industria alimentaria se conservan pequefias cantidades de cultivos conocidos
como cultivos de reserva. Cuando estos se reactivan para su utilizacién industrial, se
deben utilizar sistemas de siembra a gran escala que nos permitan obtener el
volumen necesario para inocular los fermentadores de produccion (Tamime et al.,
1991 y Salminen et al., 1998 en Zomora., 2003). Estos cultivos deben contener el
maximo numero de células viables, ser cepas puras libres de contaminacién y ser

activos en las condiciones del procesamiento.

Para la conservacion del aislamiento en estudio por liofilizacién se utilizé leche
descremada como crioprotector externo (Friss de Kereki et al, 1991; Muro et al,
1989; Kirsop et al, 1984). En resumen, un matraz con 50 ml de caldo-MRS
previamente autoclavado a 121 2C por 15 min, fue inoculado con 4 o 5 colonias de
un cultivo fresco. Se incubd por 18 hs en estufa a 37 2C en condiciones de
microaerofilia sin agitacion. Posteriormente se traspasé el medio con las células a

tubos estériles y se centrifugé a 3500 g por 30 min descartando el sobrenadante.
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Las células se resuspendieron en 20 ml de MRS y 20 ml de leche descremada
(reconstituida al 20 % y esterilizada 115 2C 13 min) de modo de tener una
concentracion final de leche al 10 %. Se realiz6 un recuento inicial para conocer la
concentracién en el cultivo madre. La liofilizacién se realiz6 en el equipo disponible
en el INIA, en tubos que contenian 4 ml de cultivo. Los liofilizados se conservaron a
temperatura ambiente. A los 80 dias de haberse realizado la liofilizacién se realiz6
un recuento de tres de los tubos para evaluar los efectos del proceso en la viabilidad

bacteriana.

5. Conservacion del Aislamiento por Congelamiento

Para la conservacion del aislamiento en estudio por congelamiento se utilizaron la
leche y el glicerol como crioprotectores externo e interno respectivamente (Friss de
Kereki et al., 1991; Muro y Luchi, 1989; Kirsop y Snell, 1984). En resumen un matraz
con 50 ml de caldo-MRS previamente autoclavado a 121°C por 15 min, fue inoculado
con 4 o 5 colonias de un cultivo fresco. Se incub6 por 18 hs en estufa a 372C en
condiciones de microaerofilia sin agitacidn. Posteriormente se traspasé el medio con
las células a tubos estériles y se centrifugé a 3500 g por 30 min descartando el
sobrenadante. El sedimento con las células se resuspendi6 en 15 ml de glicerol al 80
% en agua (concentracion final 40 %) y 15 ml de leche descremada al 20 % y
pasteurizada (concentracion final 10 %). Se realiz6 un recuento inicial para conocer
la concentracién en el cultivo madre. Cada tubo conteniendo 5 ml de cultivo se
colocé en N; liquido por 3 horas y luego se llev6 a un freezer a -70°C. Se realiz6
recuento a los 80 dias para evaluar los efectos del proceso en la viabilidad

bacteriana.
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RESULTADOS

1. Fermentaciones en Leche

La producciéon de acidos organicos expresada como acido lactico correspondié con
la acidez producida en el medio (Gréafico 6). Es importante seguir ambos parametros
en una fermentacién ya que la posible capacidad buffer de los medios de cultivo
puede hacer que no se correlacionen linealmente (Rivas et al., 2006). El pH inicial
fue de 6,65 llegando a 5,83 a las 25 horas. El pH 6ptimo de crecimiento de L.
paracasei es de 5,4-5,8, por lo que la bacteria nunca se encontr6 bajo condiciones

optimas de pH (Salminen et al, 1998).

Acidos organicos producidos

Variacion del pH en la
fermentacion

0.025
0.020
0.015
oo
€ 0.010
1

0.005

0.000

-0.005 0 10 20 30 40
Tiempo (hs)

masa de acido lactico/10 ml de leche

Tiempo (h)

Grafico 6. a) Produccién de acido organicos en leche expresados como acido lactico y determinados
por titulacién del medio de cultivo (derecha). b) Variacién del pH en 29 horas de fermentacion

(izquierda).

La curva de cinética de crecimiento expresadas como de biomasa en funcién del
tiempo (Grafico 7a) y recuento de células viables en funcion del tiempo (Grafico 7b)
presenta una fase lag de alrededor de cuatro horas de duracién, que se corresponde
con los Aacidos organicos generados en el medio de cultivo productos del
metabolismo primario. La fermentacién comenz6 con una concentracién bacteriana
de aproximadamente 8.7x105 ufc/ml, y al cabo de 29 hs, ya en fase estacionaria

desde la hora 10 aproximadamente, el recuento se ubicé en el orden de 3x107
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ufc/ml. La velocidad especifica de crecimiento no se pudo determinar con exactitud
ya que harian falta puntos intermedios de recuento entre la hora seis y la hora 29
pero se estima se encuentra entre 0.44 h-1 y 0.70 h-1, con una productividad

maxima de biomasa de 1.46 g/L/h,

Curva de Crecimiento
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Grafico 7. Curva de crecimiento en leche determinada por a) la biomasa (expresada
en g) producida en 10 ml de cultivo durante 29 horas b) recuento de bacterias

viables.

En los experimentos de Fermentaciones en Leche evaluados por seguimiento del pH,

los coeficientes de variacion fueron menores a 30 %, por lo que los datos fueron
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pocos variables. Para las determinaciones de acido lactico producido en el medio
hasta las cuatro horas de fermentacion, los valores calculados del coeficiente de
variacién fueron muy variables (> 60 %), a las seis horas se presentaron variables
(entre 30 % y 60 %) y luego de este tiempo poco variables (<30 %). En el caso de la
biomasa a tiempo cero y a cuatro horas la misma fue variable (entre 30 % - 60 %), a
las dos horas muy variable (> 60 %) y luego de las cuatro horas poco variable (< 30
%). Para la curva de crecimiento expresada como las ufc/ml en funcién del tiempo

los datos fueron poco variables (<30 %).
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2. Sensibilidad a Penicilina, Dicloxacilina, Vancomicina y

Estreptomicina

De la lectura de sensibilidad del aislamiento a la Penicilina (SIGMA 10MU) se puede
afirmar que en las condiciones del ensayo la concentracién minima a la cual el
aislamiento HA9-2 es sensible se encuentra en el entorno de los 0,0062 pg/ml
(Grafico 8, Imagen 5). En el caso de la Dicloxacilina (SIGMA), la sensibilidad se

presenta a concentraciones de antibiético mayores a 0,1562 pg/ml (Grafico 9,

Imagen 5).
_ Sensibilidad a la penicilina
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Grafico 8. Sensibilidad a Penicilina del aislamiento HA9-2 expresada en funcion de la

distancia de inhibicién a diferentes concentraciones de antibiético
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Grafico 9. Sensibilidad a Dicloxacilina del aislamiento HA9-2 expresada en funcién de la

distancia de inhibicién a diferentes concentraciones de antibiético.

Imagen 5. Ensayo de discos para penicilina (izquierda) y dicloxacilina (derecha).

En el Grafico 10 se presentan los resultados del ensayo de discos para el antibi6tico
Vancomicina. Entre las concentraciones 4,19 y 33,50 ug/ml de Vancomicina, no se
observaron halos de inhibicion del crecimiento. Por debajo del disco de papel se
observd crecimiento, el cual disminuia notoriamente en el caso de la concentracién
de 33,5 ug/ml. Para la concentracién de 63 ug/ml se observo un pequefio halo de
inhibicién alrededor del disco de un radio de 0,15 cm y no se evidencié crecimiento
debajo del disco. La concentracién minima a la cual el aislamiento HA9-2 presentd
sensibilidad, en las condiciones de este ensayo, se encuentra entonces entre 33,5y
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63 ug/ml. Segiin Wilkerson et al. (2000) del Texas Department of Health, una MIC =
32 pg/ml representa una verdadera resistencia a Vancomicina, contrario a lo
pensado anteriormente donde el limite era de 8 ug/ml. Segtin estos criterios que son
comparables parcialmente con los resultados obtenidos ya que no se trata de la
misma técnica, el aislamiento HA9-2 es resistente a Vancomicina, lo cual es
esperable ya que en general Lactobacillus paracasei presentan este tipo de
resistencia de manera intrinseca (Hamilton-Miller et al., 1998). Se deberia probar
por técnicas moleculares que la resistencia es intrinseca y no adquirida en un

plasmido para descartar la posibilidad de transferencia horizontal.

Sensibilidad a la Vancomicina

0.18
0.16
0.14
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02
o S o—
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentraciéon de vancomicina (pg/ml)

Tamaiio del radio de inhibicidn (cm)

Grafico 10. Sensibilidad a Vancomicina del aislamiento HA9-2 expresada en funcién de la

distancia de inhibicién a diferentes concentraciones de antibiético.

En el Grafico 11 se presentan los resultados del ensayo de discos para el antibidtico
Estreptomicina. Como puede observarse a concentraciones de 0,81 pg/ml no se
producen halos de inhibicién, entre 1,62 y 13,00 pg/ml si se producen pequefios
halos difusos dificiles de medir con precision. Cabe destacar que entre las
concentraciones de 1,62 y 6,50 pg/ml si bien se observaron los halos, se observa
algo de crecimiento debajo de los discos; mientras que a la concentracién de 13,00

pg/ml no se observa crecimiento debajo del disco.
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Sensibilidad a Estreptomicina
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Grafico 11. Sensibilidad a Estreptomicina del aislamiento HA9-2 expresada en funcién de la

distancia de inhibicién a diferentes concentraciones de antibiético.

Los resultados segin el andlisis estadistico fueron normales para todos los
antibioticos ensayados. En los casos de Penicilina y Dicloxacilina hubo
homogeneidad de varianzas, no registrandose diferencias significativas en el ANOVA
para Penicilina a ninguna concentraciéon mientras que para Dicloxacilina solo hubo
diferencias significativas a concentraciones de 0,1562 ug/ml. Para el antibiético
Estreptomicina a concentraciones de 3,25 ug/ml y para Vancomicina los datos
presentaron homogeneidad de varianzas, y no se encontraron diferencias
significativas (ANOVA), pero el test de Permutaciones mostré diferencias
significativas. Para las demds concentraciones del antibiético Estreptomicina los
datos no presentaron homogeneidad por lo cual se aplic6 estadistica no paramétrica

y no se encontraron diferencias significativas entre los ensayos (Anexo 1).

En la siguiente Tabla (8) se presenta un resumen de los resultados obtenidos y el
correspondiente valor de corte propuesto por la EFSA (EFSA, 2012) para

Lactobacillus paracasei. En los caso de Penicilina y Dicloxacilina se utiliza el valor
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propuesto para Ampicilina un -lactamico derivado de Penicilina, para Vancomicina

no hay valores de corte propuestos por EFSA.

Los discos utilizados como control negativo no presentaron zonas de inhibicién, por
lo que los halos de inhibicion del crecimiento se debieron exclusivamente a la accion

de las diferentes concentraciones de antibiético utilizadas en los ensayos.

Tabla 8. Resumen de resultados de comportamiento del aislamiento frente a diferentes antibiéticos

ensayados

Concentracion de

antibiético a partir Punto de corte El”
Antibidtico de la cual el propuesto por EFSA valuacion

(llg/ml) propuesta

aislamiento es

sensible (ng/ml)

Dicloxacilina 0.15 4 (para Ampicilina) Sensible

Estreptomicina 13 64 Sensible

Vancomicina 33.5-66 NR por EFSA/32 por Resistente
Wilkerson et al., 2000.
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3. Tolerancia del Aislamiento a 45 2C

Como puede verse en el Grafico 12 no se produjo una disminucion en la viabilidad
de la bacteria al someterla a 45 2C durante 3 horas. Por el contrario, se pudo
observar crecimiento de la misma con un aumento de la concentracion celular de
casi el 40 %. Cuando se evalu6 la Tolerancia del aislamiento a la temperatura y al
tiempo de produccion de yogur, los datos fueron normales pero no homogéneos y el

test de Kruskal — Wallis no mostré diferencias significativas (Anexo 1).

Tolerancia del aislamiento a las
condiciones de elaboracion del yogur
7.00E+08

6.00E+08 -
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1.00E+08 -

0.00E+00 -

Grafico 12. Recuentos previos y posteriores a someter al aislamiento a condiciones de

temperatura y tiempo similares a una de las etapas de elaboracién de yogur.
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4. Conservacion del Aislamiento por Liofilizacion
Los resultados de los recuentos iniciales y post liofilizacién pueden verse en la Tabla
9. Se pudo observar una importante disminucién en la viabilidad bacteriana a los
ochenta dias de realizada la liofilizaciéon. Seguin surge del andlisis estadistico a
tiempo final los datos fueron normales y homogéneos y no hubo diferencias
significativas (ANOVA). A tiempo cero, se determiné el CV menor a 30 por lo cual

hay poca variabilidad de los datos en torno a la media (Anexo 1).

Tabla 9. Resultados del recuento bacteriano pre y post liofilizaciéon (80

dias)
Recuentos Pre Recuentos Post
liofilizacion liofilizacion
Media (UFC/ml 2.20E+08 2.93E+02
Desvio estandar 1.51E+07 5.34E+01
Intervalo de
confianza t ---- 13.68

Coeficiente de
variacion (CV)

6.88

5. Conservacion del Aislamiento por Congelamiento
De acuerdo a los resultados de congelamiento del aislamiento (Tabla 10) no se
produjo descenso en la viabilidad durante el proceso ni en el almacenamiento, ya
que el recuento que se realizé 80 dias post congelamiento mostré la misma
concentracion bacteriana. Se determin6 el CV menor a 30 por lo cual hay poca

variabilidad de los datos en torno a la media (Anexo 1).

Tabla 10. Resultados del recuento bacteriano previo al congelamiento y a los 80 dias.

Recuentos Pre Recuentos Post
congelamiento congelamiento
Media UFC/ml 1.31E+09 1.40E+09
Desvio tipico 7.02E+07 1.06E+08
Coeficiente de
5.36 7.57

variacion (CV)
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DISCUSION

El aislamiento HA9-2 exhibié buen crecimiento en leche, comportandose como
fermentador lento ya que el pH no varié en mas de una unidad durante 6 horas de
cultivo en esas condiciones (Huggins et al., 1984). Ademads, mostré una baja
produccién de acido lactico en comparacién con lo reportado por otros autores (Xu
et al, 2006; Estela et al., 2007). El desarrollo de la acidez puede provenir de otros
productos de fermentacion. Estudios anteriores han demostrado que cepas de
lactobacilos de diferentes grupos de fermentacién producen pequefias cantidades de
acido succinico (Annuk et al, 2003). Hubiera sido aconsejable la utilizaciéon de
técnicas como Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) para verificar la
produccién de acido lactico y determinar otros productos del metabolismo. Si bien
la velocidad especifica de crecimiento no se pudo determinar con exactitud un valor
de 0.40 h-1 es analogo o incluso mayor al reportado para otros lactobacilos
(Adamerg et al.,, 2005; bXu et al.,, 2006; Estela et al., 2007). Por las caracteristicas del
crecimiento, puede concluirse que seria posible obtener la biomasa necesaria para
su empleo como probidtico ya que se obtuvo una alta productividad de biomasa
similar a la obtenida por otros investigadores (Estela et al, 2007). En futuros
ensayos se modularan las condiciones de concentracion inicial y de incubacién con
el fin de alcanzar una mayor concentracién de células bacterianas (108 ufc/ml) para

obtener un producto probioético con una dosis elevada.

En esta parte del estudio se obtuvieron ademdas las curvas de inhibicién del
crecimiento bacteriano en funciéon de las concentraciones de tres antibidticos. La
posible sensibilidad frente a los antibiéticos ensayados, los cuales son de uso
corriente en la clinica, apareceria como ventajosa en caso de su administracién en
seres humanos, ya que una cepa con distintas resistencias podria representar un
potencial peligro para la salud del consumidor. El aislamiento resultd resistente a
Vancomicina, lo cual es esperable ya que en general Lactobacillus paracasei presenta
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este tipo de resistencia de manera intrinseca (Hamilton-Miller et al., 1998). Se
deberia probar por técnicas moleculares que la resistencia es intrinseca y no
adquirida en un plasmido para descartar la posibilidad de transferencia horizontal.
Hubiera sido aconsejable en este ensayo utilizar cepas como control positivo pero

no se contaba con ese material.

Con respecto a la tolerancia del aislamiento a la temperatura de 45 2C por 3 horas,
condiciones que sufriria de ser incorporado a un proceso de produccién de yogur,
podemos concluir que no solo tolera dicha temperatura sino que aumenta su

concentracion.

Tanto el proceso de congelamiento como el almacenamiento a -70 2C no produjeron
descenso en la viabilidad de la bacteria. En cambio, si bien la liofilizacién es un
método que permite un mantenimiento de las bacterias por mayor tiempo, este
proceso comprometié de manera considerable la viabilidad del probiético. Una de
las posibles causas de la pérdida de viabilidad podria estar relacionada con la
temperatura en la cual se mantuvieron los liofilizados (temperatura ambiente).
Futuros ensayos deberian repetir la liofilizacién y mantener el liofilizado a 4 °C, asi
como evaluar otros protocolos de liofilizacion, ya que ésta es una de las formas de

comercializacion de los cultivos iniciadores para la industria lactea.
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CAPITULO 4
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CAPITULO 4

DISENO Y ELABORACION DE UN YOGUR PROBIOTICO EN
PLANTA PILOTO

Con el objetivo de evaluar la capacidad del aislamiento HA9-2 de ser incorporado a
un proceso de elaboraciéon de yogur se realizaron fermentaciones a escala de
laboratorio en cocultivo con las bacterias que forman parte del cultivo iniciador de
yogur, con el fin de evaluar posibles efectos sinérgicos o antagénicos que puedan

afectar su desarrollo y en consecuencia al producto final.

Dado que hay diferencias de comportamiento de las bacterias cultivadas a diferentes
escalas se elaboré un yogur con el agregado del aislamiento probiotico y se lo
compar6 con un yogur tradicional elaborado en las mismas condiciones a escala
piloto. Los productos obtenidos se evaluaron desde el punto de vista sensorial por

un panel del LATU (Laboratorio Tecnolégico del Uruguay) entrenado para este fin.

MATERIALES Y METODOS

1. Estudios de fermentaciones del aislamiento probiético en

cocultivo con las bacterias del yogur

Desarrollo del indculo de las bacterias del yogur
El cultivo iniciador de yogur fue proporcionado por el Banco de Fermentos del
LATU, estando compuesto por Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus

(concentracién 105 ufc/ml).

A partir del cultivo madre del Banco de Fermentos del LATU se inocularon al 1 %
dos tubos que contenian 10 ml de leche en polvo libre de semisélidos reconstituida

al 10 % con agua destilada y previamente esterilizada en autoclave abierto a 100°C
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durante 30 min. Los mismos fueron incubados en estufa a 42 °C (media entre las dos
temperaturas 6ptimas de las bacterias que forman el cultivo iniciador), a los efectos
de mantener la poblaciéon balanceada. La incubacién se realiz6 en condiciones
aerobias sin agitaciéon durante 3 hs 20 min, hasta el momento que se corté la leche.
Posteriormente los tubos se colocaron a 4 °C para su utilizacién al dia siguiente (19

hs).

Desarrollo de indculo del aislamiento probiético

A partir de un cultivo fresco en MRS, se inoculé al 10 % un matraz que contenia 50
ml de caldo MRS previamente esterilizado y se incub6 en condiciones aerobias sin
agitacién toda la noche a 37°C. Los tubos se centrifugaron a 3500 g 15 min y las
bacterias se resuspendieron en solucion fisiolégica. Luego, por medidas de
absorbancia a 560 nm se ajust6 la concentracidn celular en aproximadamente 1x107

ufc/ml en dos tubos con 5 ml de solucidn fisioldgica estéril.

Fermentaciones Realizadas

A) Fermentacioén con el aislamiento HA9-2
Un matraz que contenfa 500 ml de leche libre de semisélidos (CONAPROLE)

estéril se inocul6 al 1 % con el aislamiento probiético (107 ufc/ml).

B) Fermentacion con las bacterias del yogur

Un matraz que contenia 500 ml de leche libre de semisélidos (CONAPROLE)
estéril se inocul6 al 1 % con el cultivo iniciador de yogur explicado

anteriormente (1x10¢ ufc/ml).
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C) Fermentacion de un cultivo mixto

Un matraz que contenia 500 ml de leche libre de semisélidos (CONAPROLE)

estéril se inoculd al 1 % con el aislamiento probiético y al 1 % con el starter de
yogur.

D) Fermentacién Control

Como control se utilizé un matraz de 500 ml que contenia 500 ml de leche libre

de semiso6lidos (CONAPROLE) estéril, sin inocular.

Todos los matraces fueron incubados en estufa a 42°C, en condiciones aerobias, sin

agitacion por 3 hs 25 min.

Variables Analizadas

Se realizaron tomas de 10 ml para determinar la acidez del medio por medida
directa con peachimetro (744 pH Meter Metrohm) y los acidos organicos como acido
lactico por titulacién con NaOH. También se realizaron tomas de 0,1 ml o 1 ml segin
el cultivo para realizar recuentos de bacterias totales. Los mismos se realizaron en
MRS-agar, por siembra en superficie. Se incubaron por 48 hs a 37°C, se contaron y
se volvieron a incubar por 72 hs mas a 45°C a los efectos de favorecer el desarrollo
de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus. La titulacién se llevo a cabo
segin NORMA IDF 86-198 ISO 6091:1980 con soda 0.1 N valorada contra patrén

secundario utilizando fenolftaleina como indicador.
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2. Elaboracion del yogur con el agregado del probiético

Desarrollo del indculo para la elaboracion del yogur

Se realizé un preindculo e indéculo al 3 % para el cultivo iniciador del yogur en las
mismas condiciones anteriores. En forma paralela se desarrollé un cultivo durante
toda la noche del aislamiento HA9-2 en condiciones de microaerofilia, sin agitacion.
Se ajustd la concentracidon bacteriana del aislamiento probiético por medidas de

absorbancia en 107 ufc/ml.

Elaboracion de yogures tradicionales y yogures con el agregado del probiético
En este ensayo se partid de 6 litros de leche comercial entera pasteurizada con 2,6
% de tenor graso. La misma se calenté en el pasteurizador hasta 35-40°C y se le
agregaron 120 g de leche en polvo descremada CONAPROLE. La mezcla se
pasteurizé hasta los 85 °C durante tres minutos y posteriormente se enfrié hasta
aproximadamente 45°C. La leche se trasvaso a seis vasos de bohemia de 1000 ml,

cada uno conteniendo 900 ml y se taparon con papel de aluminio.

Todos los matraces fueron inoculados al 3 % con el fermento de yogur y solo tres de
ellos con el probidtico al 1 %. Los vasos fueron incubados en bafio de agua

previamente termostatizado a 42 °C.

Se siguio el pH del medio con pHmetro hasta un valor de pH entre 4,4 y 4,5. En este
momento se rompid el codgulo en forma lenta y se cortd en un recipiente con agua

fria e hielo.

Se tom6 una muestra de cada serie para recuento a tiempo final y a los 5 dias de

almacenamiento de los yogures en camara a 4 °C.

Los yogures elaborados fueron analizados por un panel de 30 personas del LATU en
dos series, un andlisis inicial a las 24 hs de elaboracién y un segundo analisis a los 5
dias de almacenado en cdmara a 4 °C.
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RESULTADOS

1. Estudios de fermentaciones del aislamiento probiotico en

cocultivo con las bacterias del yogur

En los Graficos 13 y 14 pueden verse la acidificaciéon del medio asi como los gastos
de soda que se correlacionan con los acidos organicos formados en los tres tipos de
fermentaciones conducidas (fermentacién con el aislamiento HA9-2, fermentacion
con el cultivo iniciador de yogur y fermentacion mixta). Segiin se observa el
aislamiento probidtico se encuentra saliendo de la fase lag cuando se detiene la
fermentacion por lo que no se observan cambios importantes en cuanto a los valores
de pH y gastos de soda. En las otras fermentaciones si se producen variaciones
importantes en el pH del medio que pasa de 6,23 a 4,48 y 4,42 en el cultivo de las
bacterias del yogur y en el mixto con el probidtico respectivamente. Puede
observarse una pequefia acidificacién mayor en el cultivo mixto con el aislamiento

probiético.

No se observaron variaciones en cuanto al pH y a los gastos de soda en el control.
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Variacion del pH en las
fermentaciones

7.00

6.50

6.00

5.50

pH

5.00

4.50

4.00 T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

Tiempo (hs)

<o cepa probidtica esfilss bacterias yogur e bacterias yogur y probidtico el control

Grafico 13. Valores de pH registrados a lo largo de las fermentaciones en funcién del tiempo de

incubacién. La desviacién es tan pequefia que no se ve el simbolo.

Gastos de soda en la fermentaciones

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00

1.00 T T T T 1
0 1 2 3 4

Gasto de NaOH (ml)
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@s=gmm cepa probiotica e=ig= hacterias yogur
ey bacterias yogur y probidtico @i control

Grafico 14. Gastos de soda registrados a lo largo de las fermentaciones en funcién del

tiempo de incubacidn. La desviacién es tan pequeiia que no se ve el simbolo
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Segln los recuentos realizados (Grafico 15, Tabla 11), entre la hora 1 y la hora 2 de
corrida es donde se observan los mayores cambios de pendiente en las tres
fermentaciones marcando el final de la fase lag, siendo el cambio mas pronunciado para
el cultivo mixto con el probidtico. Se podria pensar que los recuentos en este ultimo
resultan de la suma de los crecimientos individuales con una pequeiia disminucién del
crecimiento en el cultivo mixto pero con una mayor velocidad. En la Tabla 11 se
presentan algunos parametros de las fermentaciones realizadas en batch como la
velocidad especifica de crecimiento, la concentracion de células iniciales y finales y la

duracion de la fase lag.

Curvas de crecimiento

4.00E+06

]

3.50E+06

!

3.00E+06

!

2.50E+06

!

2.00E+06
1.50E+06

ufc/ml

1.00E+06

5.00E+05

0.00E+00

Tiempo (hs)

e cUltivo probidtico e bacterias yogur = cultivo mixto con probidtico

Grafico 15. Curvas de crecimiento de las fermentaciones determinadas por recuento de
microorganismos totales.
Tabla 11. Algunos parametros de las fermentaciones, duracién de la fase lag,

No cantidad de células iniciales, N cantidad de células finales, p velocidad
especifica de crecimiento.

Fermentaciones/ Aislamiento Cultivo Cultivo

parametros probidtico iniciador de Mixto
HA9-2 yogur

Duracion de la fase 1-2 1-2 1-2

lag (horas)

No (ufc/ml) 3.88E+05 3.07E+05 3.90E+05

N (ufc/ml) 2.01E+06 1.63E+06 3.34E+06

u (h-1) 0.407 0.406 0.662
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2. Elaboracion del yogur con el agregado del probiético
Los resultados del seguimiento del pH en el medio pueden verse en el Grafico 16,
observandose una disminucién esperada para un proceso de elaboracién de yogur.
Si comparamos ambos tipos de yogur puede verse claramente que el yogur
probidtico acidifica ligeramente mas que el elaborado tradicional. También puede

observarse que ambas fermentaciones fueron detenidas a valores distintos de pH.

Variacion del pH en las elaboraciones de

)00 yogur a escala piloto

6.50
6.00
5.50

< 5.00
4.50
4.00
3.50
3.00

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (hs)

e=gmYogur tradicional esjgmYogur probidtico

Grafico 16. Valores de pH registrados a lo largo de la produccién de los yogures. La desviacion

es tan pequefia que no se ve el simbolo

Los recuentos a tiempo final de elaboracién y a los 5 dias de almacenamiento en
camara a 4 °C pueden verse en la Tabla 12. Se puede observar que las diluciones en
el yogur tradicional no fueron adecuadas ya que no se registraron colonias de las
bacterias del yogur. Los recuentos registrados en el yogur con probidtico se deben
en parte al aislamiento probidtico. Con ello se ve claramente la viabilidad de la
bacteria probidtica a lo largo del proceso de elaboracion y durante el
almacenamiento en las condiciones que fue realizado. Puede observarse ademas que

durante el almacenamiento sigue su crecimiento y pasa de una concentraciéon de
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alrededor de 3 x 105 a 3,5 x 106. Por tanto se llega a una concentraciéon de 108
ufc/100 ml de yogur llegdndose a obtener la concentracion necesaria en el producto

para adjudicarle propiedades probioéticas.

Tabla 12. Resultados de los recuentos realizados a tiempo final post

elaboracién y a los 5 dias de almacenamiento.

SERIE A Yogur tradicional UFC/ml media
* desvio tipico

Final de la elaboracion <105

SERIE B Yogur con el agregado de probiético UFC/ml +
desvio tipico

Final de la elaboracion 3.67e5 + 2.89%4

Después de 5 dias de almacenamiento a 4 °C 3.80e6 £ 2.65e5

Segun el informe del estudio del panel proporcionado por el departamento
AGROPEC (Analisis de Productos Agropecuarios) del Laboratorio Tecnolégico del
Uruguay, los datos se analizaron en tablas binomiales para dos colas, en donde para
30 juicios se requieren 21 juicios afirmativos para afirmar con un nivel de
significancia del 95 % la existencia de diferencias significativas para las dos
muestras. Para la primera sesion a las 24 horas de producido el yogur se obtuvieron
16 resultados afirmativos y 14 resultados negativos por lo que no existen
diferencias significativas entre ambos yogures (alfa 0.05). Para la segunda sesién a
los cinco dias de elaborado se registraron 22 resultados afirmativos contra 8
resultados negativos por lo que existe diferencia significativa entre las muestras. De

los 22 juicios positivos 17 encontraron el yogur probiético levemente mas acido.
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Resultados del analisis estadistico

Los coeficientes de variacion de los parametros evaluados en las fermentaciones en
donde se estudio6 el comportamiento del lactobacilo en presencia de las bacterias del
yogur asi como en las elaboraciones del yogur tradicional y el yogur con el
probidtico agregado a escala piloto, fueron todos menores de 30, por lo que se

produjo poca variabilidad de los datos en torno a la media en cada ensayo.

101



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

DISCUSION

Las velocidades especificas de crecimiento determinadas tanto para el aislamiento
HA9-2, el cultivo iniciador de yogur y el cultivo mixto, corresponden a
microorganismos adaptados a medios lacteos segun lo reportado anteriormente por
Lomas de Leon et al., en 2006. Con respecto a la viabilidad de la misma en cultivo
mixto con las bacterias del yogur, podemos afirmar que el aislamiento HA9-2
permanece viable por lo que podria ser utilizado como aditivo de un yogur

tradicional elaborado con este tipo de fermentos.

Segun los resultados obtenidos, el aislamiento presentaria la habilidad de sobrevivir
al proceso de elaboracion de yogur sin modificar post produccién las caracteristicas
sensoriales del mismo. Luego de su almacenamiento continda su crecimiento por lo
que acidifica en alguna medida el medio, variable que podria ser controlada en el
proceso de elaboracion por ejemplo deteniendo la fermentacién previo al

almacenamiento por modificacion del pH al final del proceso.

En los ultimos afios son numerosos los reportes de la elaboraciéon de yogures
probiodticos con distintos efectos (Kuo et al, 2013; Mani-Lépez et al, 2014). En
consecuencia, la disponibilidad de un producto de estas caracteristicas podria
constituir una contribucién significativa en el campo de los alimentos funcionales en

nuestro medio.
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CONCLUSIONES

103



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

Conclusiones

Fue posible aislar y caracterizar un aislamiento bacteriano con un promisorio
potencial probiotico, volviéndolo interesante dada la tendencia actual de utilizar
cepas regionales por seguridad alimentaria y planteando nuevos desafios a
empresas nacionales que se dediquen a producir y comercializar cultivos iniciadores

para la industria.

Se ha demostrado ademas que este aislamiento cumple con los requisitos quimicos y

tecnoldgicos para ser incorporado a un proceso de elaboracién de yogur.

En conclusion, este aislamiento de Lactobacillus sp. HA9-2 obtenido de materia fecal
humana es un prometedor candidato para ser utilizado en la preparaciéon de

productos probidticos.
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Perspectivas

e Repetir la secuenciacién del gen que codifica para el ARNr 16S y realizar PFGE
para completar la identificacion molecular.

e Desarrollar un medio de recuento diferencial del aislamiento probiético.

e Realizar la transferencia de la cepa a una industria nacional que incursione en la
produccion de fermentos.

e Concluidos los ensayos correspondientes a la maestria se llevd a cabo un
segundo proyecto financiado por el LATU, titulado “Escalado de la fermentacién
de la cepa probidtica HA9-2 para su utilizacidn en la elaboracién de quesos”. En
el mismo se disefid un medio econdmico en base a suero de queso, un desecho
de la industria de la lactea para desarrollar el aislamiento probidtico HA9-2.
También se desarrollé un queso fundido probidtico a nivel industrial.
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ANEXO I - ANALISIS ESTADISTICO

Resultados del ANOVA para diferentes experimentos (CME= cuadrado medio entre las
muestras, CMD, cuadrado medio dentro de las muestras, F= estadistico de Snedecor
calculado, p= valor de probabilidad, en negrita si es menor de 0,05) y la comparacion
de Tukey’s. Cuando corresponde los test de Kruskal-Wallis con el Test a posteriori de

Mann-Whitney corregido con el criterio de Bonferroni o el test de Permutaciones.

ANOVA Ensayos de tolerancia a sales biliares deshidratadas

Condicion CME

MRS_sin_sales biliares
deshidratadas (A) 327233

. .
MRS +0.5% de sales biliares 1132.33
d.(B)

. .
MRS + 0.9% de sales biliares 689.79
d.(C)
Comparacion entre las tres 4122.7

condiciones A, By C

ANOVA Ensayos de resistencia al pH

Condicion CME CMD F
%pH 1.90 (A) 0.56 0.91 0.62
%pH 3.09 (B) 57.24 9.27 6.18
%pH 6.00 (C) 489.73 23.25 21.07

Comparacion
entre
condiciones

3.39E+18 1.73E+16 195.40

Comparacion de

CMD F P Tukey's

168.89 19.38 0.002 E1 dif E2 y E3=E2
49.89 22.7 0.002 E1 dif E2 y E3=E2
21.22 325 0.0006 E1 dif E2 y E3=E2
484.54 8.5 0.0016 Adif By C; B=C

Test de Kruskal-Wallis

Test a posteriori

Comparacion Mann-Whitney

P de Tukey's P corregido por
Bonferroni
0.569 E1=E2=E3
E1=E2,
0.035 E2=E3, E1 dif
E3

E1difE2y

LS E3, E2=E3
141615 ° d';i‘éc‘ B 20 3.90E-05 AdifByC;BdifC

107



Identificacion y caracterizacion de un aislamiento nativo del géreno Lactobacillus con propiedades probidticas y su potencial uso en la industria ldctea

ANOVA Ensayos de Modelo Gastrico Test de Kruskal-Wallis
Testa
Comparacion posteriori
Condicion CME CM D F P i R Hc p Mann-Whitney
de Tukey's .
corregido por
Bonferroni
% pH 6.1 en to (A) 0.00 14.87 0.00 1.000 E1=E2=E3
% pH 6.1 en tf (B) 2.32 44.15 0.05 0.949 E1=E2=E3
% pH 2.1 en tf (C) 36.42 33.12 1.10 0.349 E1=E2=E3
i6 if B ; B if B B
Comparacion 15668.60 1608 97460 1048623 " ITBYCGB o514 936e06 AUFBYC
entre condiciones dif C dif C
ANOVA Ensayos de Exclusién de Patégenos Test de Kruskal-Wallis
Test a posteriori
Condicién CME CMD F p Comparau\on c 5 Mann-Whltney
de Tukey's corregido por
Bonferroni

Concentracién 10° 1.556 0.778 1.167 0.373 E1=E2=E3

Comparacion entre
condiciones
concentracion
10e4 (A), 10e5 (B),

A=B, Ay B dif de
412 2.44E-08 C,DyE C=D,Cy

10e6 (C), 10e7 (D), DelliiE
10e8 (E)
ANOVA Ensayos de Adhesion a células CaCO2 evaluados por recuento
Condicién CME cMD F p Comparacion
de Tukey's
Comparacion entre HA9-2
(A); L. rhamnosus control + A=B, B=C, A
(B) y L. acidophilus (C) ks 0k S8 L dif C
control +
ANOVA Ensayos de Adhesion a células CaCO2 evaluados por radioactividad

Comparacion entre HA9-2
(A) y L. acidophilus (C) 0.62 0.64 0.96 0.399 A=C

control +

ANOVA Ensayos de Produccion de glucano insoluble
Comparacion

Condicion CME CMD F P BT

Comparacion entre la produccion en el
medio suplementado con 5% de 0.01 0.00 21.66 0.003 A dif B
sacarosa (A) y 10% de sacarosa (B)
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ANOVA Ensayo curvas de crecimiento de las fermentaciones acido lacticas

Condicion CME CM D E p Comparacion de

Tukey's
tiempo O 6.67E+09 2.67E+10 0.3 0.643 E1=E2=E3
tiempo 6 hs 3.27E+11 6.83E+10 4.8 0.094 E1=E2=E3
tiempo 29 hs 6.25E+12 3.25E+12 1.9 0.300 E1=E2=E3
ANOVA Ensayos de Sensibilidad a Penicilina
Concentracion de
penicilina en CME CMD F P Comparacion de Tukey's
ug/ml
E1=E3 E2 no participa porque
0.200 0.082 0.017 4.900 0.091 no hay varianza entre los
datos
0.025 0.006 0.001 4.200 0.072 E1=E2=E3
0.013 0.008 0.002 4.667 0.060 E1=E2=E3
E1=E3 E2 no participa porque
0.006 0.000 0.005 0.077 0.795 no hay varianza entre los
datos

ANOVA Ensayos de Sensibilidad a Dicloxacilina

Concentracion de penicilina Comparacion

en ug/ml CME tMD F P de Tukey's

1.2500 0 0.0021 0 1 E2=E3El no
hay varianza
0.6250 0.0004 0.0017 0.250 0.643 E2=E3El no
hay varianza
03125 0.0003 0.0033 0.083 0.921 E1=E3 E2 no
hay varianza

0.1562 0.0053 0.0008 6.333 0.033 E1difE2 E1=E3

ANOVA Ensayos de sensibilidad a Vancomicina Test de Permutaciones

Condicién aviis @vis B Comparac[on de Media Media 3
Tukey's muestras1  Muestra 2
Concentracion
Vancomicina (ug/ml) 0,015 0.002 7,2 0,055 E1=E2 0.183 0.083 0.0001

63
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ANOVA Ensayos de sensibilidad a estreptomicina

Test de Kruskal-Wallis

Testa
Condicidn posteriori
concentracion de Comparacion Mann-
CME CMD F P H
estreptomicina de Tukey's ¢ P Whitney
(ug/ml) corregido por
Bonferroni
3.25 0.00042 0.00042 1.923 0.238 E1=E2
6.50 0.00007 0.00007 1 0.374 E1=E2 1 0.317 E1=E2
13.00 0.00027 0.00027 4 0.116 E1=E2 2.5 0.114 E1=E2
Test de permutaciones t
Media Media
muestras 1 Muestra 2 P
3.25 0.113 0.130 0.0001
6.50 0.093 0.100 0.0001
13.00 0.100 0.113 0.0001
Test de Kruskal-Wallis tolerancia de la cepa temperatura y tiempo de
produccién de yogur
Test a posteriori Mann-Whitney corregido por
Hc p .
Bonferroni
3.714 0.156 E1=E2=E3
3.714 0.156 E1=E2=E3
ANOVA Ensayos de Conservacion de la cepa por liofilizacion
Condicién CME CMD F P Comparacion
de Tukey's
Tiempo final 4900 2166.67 2.262 0.185 E1=E2=E3
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ANEXO II- MEDIOS DE CULTIVO

MRS (MAN ROGOSA SHARPE) AGAR MARCA OXOID

Formula (en gramos por litro)

Proteosa peptona N© 3 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Monoleato de sorbitan 1 mi
Fosfato dipotasico 2.0
Acetato de sodio 5.0
Citrato de amonio 2.0
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05
Agar 13.0

pH final: 6.4 = 0.2

MRS CALDO MARCA OXOID

Foérmula (en gramos por litro)

Proteosa peptona N© 3 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Monoleato de sorbitan 1ml
Fosfato dipotasico 2.0
Acetato de sodio 5.0
Citrato de amonio 2.0
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05

pH final: 6.4 £ 0.2

PCA (Plate count agar) MARCA OXOID

Formula (en gramos por litro)

Triptona 5.0
Extracto de levadura 2.5
Glucosa 1.0
Agar 9.0

pH final: 6.4 = 0.2

PDA (Potato dextrose agar) MARCA OXOID

Formula (en gramos por litro)

Extracto de papa 4.0
Glucosa 20.0
Agar 15.0

pH final: 5.6 £ 0.2

YPD (Yeast potato dextrose)

Formula (en gramos por litro)

Extracto de levadura 10.0
Glucosa 20.0
Peptona bacterioldgica 10.0
Agar 15.0

pH final: 5.6 £ 0.2
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ANEXO III- ENSAYOS BIOQUIMICOS

Prueba catalasa

Procedimiento: Se coloca una gota de H,0, al 3% sobre un portaobjetos y luego se
transfiere una porcion de colonia sobre el H,0, realizandose una emulsion.

Interpretacion de resultados: El desprendimiento de burbujas se considera una
prueba positiva (Brock et al., 1993).

Coloracion de Gram (Técnica de Hucker)

Procedimiento: Se preparan frotis de la bacteria a partir de un cultivo. Con la ayuda de
un mechero, se fija el extendido por calor. Se cubre la extensién con cristal violeta y se
deja actuar durante un minuto. Se lava con agua corriente y se elimina el exceso de
agua. Se cubre la extensidn con soluciéon de lugol y se deja actuar por un minuto. Se lava
con agua corriente. Se decolora con la solucién decolorante 30 segundos (etanol 95 %).
Se lavar con agua corriente. Se Cubre la extensién con Safranina y dejar actuar por 15
segundos. Se Lava con agua corriente 10 segundos y se seca la preparacioén al aire. Se
Coloca una gota de aceite de inmersion sobre la preparacién y se observa al microscopio
con objetivo de inmersion.

Interpretacion:
e Las bacterias Gram positivas retienen el cristal violeta y se tefiirdn en azul o violaceas.

e Las Gram negativas se tifien en rojo o rosa.
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