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RESUMEN

1 RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue identificar bacterias lacticas termotolerantes para ser
usadas como probioticos en productos carnicos cocidos, se identificaron diez cepas
de bacterias lacticas termotolerantes utilizando el Sistema API y por medio de una
identificaciéon genotipica utilizando el gen 16S ARNr. Se determiné la resistencia
térmica obteniendo su valor D. Se cuantifico la produccion de acidos organicos y se
realizé la actividad antagoénica contra bacterias deteriorantes, patégenas y entre
ellas mismas. Se evalud el potencial probidtico mediante el crecimiento a valores
bajos de pH y en bilis, agregacion, coagregacion y adherencia a la mucosa

intestinal.

La identificacion fenotipica no concord6 con la genotipica de las diez cepas
totalmente, por lo que se decidié quedarse con la identificacién genotipica. Las
cepas identificadas mediante este método fueron: cinco cepas de Pediococcus
pentosaceus, dos de Lactobacillus plantarum, dos de Enterococcus faecium y una
de Aerococcus viridans, las cuales son cepas nativas de productos carnicos. En la

resistencia térmica, las diez cepas de BAL resistieron 70 °C por 30 min.

Las diez cepas de BAL-T tuvieron actividad antagoénica contra Pseudomonas a las
condiciones sometidas en este estudio y solo dos cepas de BAL-T tuvieron actividad
antagoénica entre ellas mismas. Las diez cepas tuvieron producciéon de acido lactico
y una minima cantidad de 4cido acético, con lo cual se afirm6 que se trata de
bacterias lacticas homofermentativas, debido a que su producto mayoritario es el

4cido lactico con un 90 %.
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Tres de las diez cepas crecieron a un pH de 1y las diez lograron desarrollarse bien a
valores de pH de 3. La mayoria de las cepas mostraron buenos porcentajes de
agregacion y coagregacion y todas mostraron una buena adherencia en células

epiteliales HEp-2.

Las bacterias lacticas identificadas en este estudio, pueden ser aplicadas como
probidticos en productos carnicos cocidos ya que su capacidad termotolerante les

permitira predominar durante y después del procesamiento.
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2 ABSTRACT

The aim of this work was to identify thermotolerant lactic acid bacteria and their
potential use as probiotics in cooked meat products, identified ten strains of
thermotolerant lactic acid bacteria using API System and genotypically identified
with the 16S ribosomal RNA gene sequencing analysis to determine the genera and
specie. Quantified the production of organic acids (lactic and acetic) and
antagonistic activity against deteriorating bacteria, pathogens and among
themselves. Probiotic properties, growth at low pH and bile, co-aggregation and

aggregation ability, and adhesion to intestinal cells, were tested.

The differences between genera and species among the identified lactic acid
bacteria were due to the close phylogenetic proximity. Due this proximity, of the
use of the 16S gene is more certain in the bacterial identification. The identified
strains were: five strains of Pediococcus pentosaceus, two strains of Lactobacillus
plantarum, two strains of Enterococcus faecium and one strain of Aerococcus
viridans, considered as native strains in meat products. In thermal resistance, the
ten strains of lactic acid bacteria resisted 70 °C for 30 minutes. The ten strains
LAB-T produced antagonistic activity against Pseudomonas under the conditions
tested of this study, only two strains presented antagonistic activity between them.
The ten strains had production of lactic acid and a minimal amount of acetic acid,
since they were homofermentatives because their majority is the products lactic

acid with 90 %. As probiotics, three strains could grow at a pH of 1.0 and all were
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able to growth at pH 3.0. Most strains showed good aggregation and co-

aggregation ability and all showed strong adhesion to HEp-2 epithelial cells.

As conclusion, lactic bacteria identified in this study can be employed as starter
probiotic cultures in cooked meat products since their thermotolerant capacity
allow them to become the dominant flora after and during processing, besides their

probiotic properties.
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3 INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo muy diverso que comprende 11 géneros
(CGarnobacterium, Entereococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pedlococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y
Weissella), Gram positivas, catalasa negativa y crecen en condiciones
microaerdfilas o estrictamente anaerobias y no forman esporas. Una de sus
caracteristicas principales es la produccion de acido lactico a partir de
carbohidratos. Estas caracteristicas fenotipicas han sido frecuentemente usadas
para la clasificacion de estas bacterias, incluyendo una variedad de pruebas

fisioldgicas y bioquimicas.

Algunas especies bacterianas no pueden, con los métodos tradicionales,
diferenciarse de especies muy cercanas. Para estas especies existen métodos
moleculares que resultan los mas convenientes, los cuales pueden ser

complementados por identificacién bioquimica.

Las bacterias lacticas son consideradas generalmente organismos “de grado
alimentario” y muestran un comportamiento dentro de los sistemas alimentarios
que les permite ser seleccionadas como cultivos bioprotectores debido a que
producen sustancias antimicrobianas como acidos organicos, bacteriocinas,
diacetilo, etc., inhibiendo el desarrollo de microorganismos alterantes y patdgenos
y proporcionando ademas modificacién en algunas propiedades sensoriales. Sin

embargo, existen algunas bacterias lacticas (BAL-T) que producen las llamadas
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proteinas de choque térmico que les permite sobrevivir a temperaturas mas altas
que su temperatura optima haciéndolas mas importantes para la aplicacion en la

industria alimentaria.

Durante los Ultimos afios, se han investigado el uso de probidticos. Un probidtico
es un complemento alimenticio a base de microorganismos vivos que produce
efecto benéfico sobre el organismo animal, mejorando el equilibrio microbiano
intestinal. Se han propuesto dos posibles mecanismos que producen efectos
benéficos de las bacterias lacticas en el tracto gastrointestinal, estos son: la
produccion de sustancias antimicrobianas tales como acido lactico y bacteriocinas,
y la adherencia y co-agregacion a la mucosa intestinal para formar una barrera

qué impide la colonizacién por patdgenos.

Para una mejor comprension de este trabajo, se dividid en 5 capitulos; en el
primer capitulo se muestran los antecedentes generales del trabajo, los capitulos
2, 3 y 4 abarcan el trabajo experimental, cada capitulo cuenta con un breve
prolegémeno del tema, la metodologia, los resultados y la discusion de éstos, v la
bibliografia utilizada se encuentra en las ultimas paginas de la tesis, en el capitulo

5 se resumen las conclusiones generales de este estudio.
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4 OBJETIVO GENERAL
Identificar bacterias lacticas termotolerantes previamente aisladas de productos
carnicos cocidos para poder ser utilizadas como probidticos.

4.1 Objetivos Especificos

e Identificar fenotipica y genotipicamente bacterias lacticas previamente

aisladas de productos carnicos cocidos.

e Evaluar la resistencia térmica mediante la determinacion del valor D de las

bacterias lacticas termotolerantes identificadas previamente.

e Conocer la produccién de los metabolitos principales de bacterias lacticas

termotolerantes aisladas de productos carnicos cocidos.

e Evaluar algunas caracteristicas para uso como probidtico de bacterias

lacticas termotolerantes en productos carnicos cocidos.

5 HIPOTESIS

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, se espera encontrar
bacterias lacticas termotolerantes, que ademas tengan un efecto probidtico (que
se adhiera a la pared intestinal, que pueda colonizar dentro de esta y que no sea

patdgena), para que puedan ser usadas en embutidos cocidos.
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CAPITULO I: ANTECEDENTES

6 BACTERIAS LACTICAS (BAL)

6.1 Caracteristicas Generales

Las bacterias lacticas comprenden un gran nimero de microorganismos Gram
positivos, cuya caracteristica principal es la produccion de acido lactico a partir de
carbohidratos. Las bacterias lacticas son microaerdfilas o anaerobias facultativas y
no formadoras de esporas, generalmente son inmoviles, catalasa negativa, no
reductoras de nitritos, tolerantes a la presencia de CO;, nitritos y pueden crecer a
valores de pH bajos, algunas bacterias lacticas toleran concentraciones

relativamente altas de NaCl (Fragoso y Fernandez, 1999).

6.2 Produccion de Metabolitos

El crecimiento activo de las BAL en los alimentos en los que se lleva a cabo una
fermentacion, asociado con el metabolismo de determinados componentes en los
mismos, es en parte el responsable de la produccion de gran variedad de
productos fermentados. Ademas, estos microorganismos actian inhibiendo el
crecimiento de bacterias patdgenas y deteriorantes dando lugar a productos
estables y relativamente seguros. La estabilidad de estos productos se atribuye a
la conversion de azlcares en acidos organicos, dicha conversion se identifica como

la principal responsable de su accién antimicrobiana debido al efecto combinado
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del descenso de pH y al consumo de carbohidratos. La produccion de agentes
antimicrobianos depende de la composicion del medio, el pH, la temperatura, el
potencial redox, la presencia de microorganismos que compitan con las BAL y el
efecto de aditivos (Helander y col., 1997). Sin embargo, se reconoce que estas
bacterias son capaces de producir una amplia variedad de sustancias
antimicrobianas de bajo peso molecular que incluyen: acidos organicos,
bacteriocinas, diacetilo, perdxido de hidrégeno y reuterina (Nitisinprasert y col.,
2000). Cada uno de los compuestos tienen caracteristicas bioguimicas que
determinan su mecanismo de inhibicion microbiana y el espectro de inhibicién
sobre los microorganismos que actuaran. En la Tabla 1 se muestra las sustancias

antimicrobianas, sus mecanismos de inhibicidn y los microorganismos sensibles.
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Tabla 1 Compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular (Helander y col., 1997).

Compuestos Microorganismos productores Microorganismos sensibles
Acido lactico Todas las bacterias lacticas Todos los microorganismos
Acido acético Bacterias lacticas Todos los microorganismos;
Heterofermentativas dependientes del pH
Alcoholes Levaduras, bacterias lacticas Todos los microorganismos
heterofermentativas
CO, Bacterias lacticas La mayoria de los microorganismos
heterofermentativas
Diacetilo Lactococcus sp. Levaduras, bacterias Gram (-) a
concentraciones >/= 200ppm,
bacterias Gram (+) a concentraciones
>/= 300 ppm
Peroxido de Todas las bacterias lacticas Todos los microorganismos
Hidrégeno
Reuterina Lactobacillus reuteri Amplio espectro: bacterias Gram (+),

bacterias Gram (-) y hongos

Sidosporas Algunas bacterias anaerobias Microorganismos dependientes de las
facultativas, la mayoria de las moléculas de fierro
aerobias, incluyendo Pseudomonas
sp. y Staphylococcus sp.

Ac. benzbico; Lactobacillus plantarum Pantoea agglomerans (bacteria Gram
A i (=), Fusarium avenaceurm)
Ac. mevalonico;

Lactona;

Metilhidantoina

Microgard (Rodhin)  Propionibacterium shermanii La mayor parte de las bacterias Gram
(-), levaduras, hongos

Bioprofit (Valio, Lactobacillus rhamnosus, Amplio espectro: hongos, levaduras,
Helsinki, Finlandia) Propionibacterium freudenreichii bacterias lacticas heterofermentativas,
ssp. Shermanii Bacillus sp., bacterias Gram (+)
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6.2.1 Acidos Organicos

La reduccidon de pH es el principal mecanismo del antagonismo microbiano, las
bacterias lacticas fermentan los carbohidratos por diferentes vias metabdlicas y
durante ese proceso se obtienen acidos organicos principalmente acido lactico y
acético. Los acidos organicos contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura
de los alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de

microorganismos deteriorantes (Requena y Peldez, 1995).

6.2.2 Bacteriocinas

La produccidn de bacteriocinas por bacterias lacticas es un factor importante en la
accion inhibitoria de estos microorganismos. Las bacteriocinas son péptidos con
actividad  antimicrobiana  contra  especies = microbianas  relacionadas
taxondmicamente. Algunas bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas
presentan una serie de caracteristicas comunes, como la sensibilidad a la accién de
enzimas proteoliticas y la tolerancia a temperaturas elevadas y a valores de pH

bajos (Klaenhmmer, 1988).

Durante los dltimos afos se han identificado un gran nimero de bacteriocinas
producidas por las bacterias lacticas. Las bacteriocinas se clasifican con base a su
espectro de actividad, estructura, modo de accion y presencia de receptores sobre
la superficie de la célula para la adhesion. La siguiente clasificacion esta basada en

su estructura (Cintas y col., 2001):
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a) Lanbidticos (clase I)

b) No lanbidticos de pequeria masa molecular (< 10kDa), termoestables y no
modificados postraduccionalmente (clase II), entre los que incluyen
bacteriocinas del tipo pediocina, muy activas frente a Listeria spp (subclase II
a), los sistemas de dos péptidos (subclase II b) y las bacteriocinas sec

dependientes (subclase II ¢)
c) No lanbidticos de elevado masa molecular (>30 kDa) y termolabiles (clase III)

Sin embargo, Cotter y col. (2005) sugirieron una modificacion a esta clasificacion
en donde quedan agrupadas las bacteriocinas en dos grupos mayoritarios: los
lanbidticos que contienen lantionina (clase I) y los que no contienen lantionina
(clase II), mientras que las bacteriocinas de alto peso molecular y termolabiles
(clase III) quedan agrupadas bajo la designacién de bacteriolisinas. Con respecto
a la antigua clase 1V, los autores no la incluyen dentro de esta clasificacion debido
a que ninguno de los miembros de este grupo sido suficientemente caracterizado

como para demostrar su existencia (Tabla 2).
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Tabla 2 Clasificacion de bacteriocinas (Cotter y col., 2005)

Clase | Subclase Caracteristicas Descripcion Ejemplos
Péptido sencillo: nisina,
. mersacidina, lacticina
Bacteriocinas con Lanbicticos de 481
Clase I - uno y dos
lantionina éntidos
pep Péptido doble: lacticina
3147, citolisina.
Bacteriocinas | Pediocina PA1,
ITa . s .
tipo pediocina | leucocina A.
Bacteriocinas
IIb de dos | Lactacina F
Bacteriocinas sin peptidos
I I c lae':]tlt?dnc;zar;etero pgr(]q::)esnos Bacteriocinas | Enterocina AS48,
pep 9 ciclicas reuterina 6.
Bacteriocinas
de un solo | Lactococina A,
IId - . -
péptido y | divergicina A
lineales
o Proteinas liticas, no son ,grandes Lisostafina, enterolisina
Bacteriolisina bacteriocinas proteinas A
termolabiles

6.2.3 Diacetilo

El diacetilo es un compuesto producido por bacterias lacticas fermentadoras del

citrato. Posee un efecto antimicrobiano a elevadas concentraciones y su accién es

mayor frente a microorganismos Gram negativos, levaduras y mohos. Aunque el

diacetilo se considera como sustancia GRAS (generalmente reconocido como

seguro) su utilidad es reducida debido a que se requieren cantidades demasiado
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elevadas para que ejerza un efecto inhibitorio y a que posee un aroma intenso

(Requena y Pelaez, 1995).

6.2.4 Peroxido de hidrégeno

Las bacterias lacticas producen perdxido de hidrogeno, el cual tiene efecto
bactericida pero es altamente oxidante, provocando la peroxidacion de los lipidos
de la membrana celular y la destruccion de la estructura basica de proteinas
celulares (Dahly y col., 1989). La produccion de este compuesto por las bacterias
lacticas puede ser evitada por incubacion anaerobia o por suplementacion del
medio con catalasa (Rodriguez y col., 1997). La formacion de perdxidos puede
tener consecuencias indeseables en productos carnicos donde puede producirse
una coloracion verdosa, esto se debe a que los peroxidos son fuerte agente
oxidante que degrada los pigmentos de la carne. Las enzimas catalasas fraccionan

la molécula de perdxido en agua y oxigeno (Fragoso y Fernandez, 1999).

6.2.5 Reuterina

Producto de bajo peso molecular, altamente soluble, producido por una especie
heterofermentativa (Lactobacillus reuteri), este metabolito muestra amplio
espectro antimicrobiano, siendo activo contra bacterias Gram (+) y Gram (-),
levaduras, hongos y protozoos. Se ha propuesto a la reuterina para aplicarse en la

conservacion de alimentos (Helander y col., 1997).
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7 IDENTIFICACION

7.1 Clasificacion de Bacterias Lacticas

En 1901, Beijernick separd a los coliformes de las bacterias lacticas, por medio de
de enriquecimiento de cultivos; a través de estas técnicas, €l y otros investigadores
pudieron descubrir mas facilmente el papel de los microorganismos en procesos
naturales e industriales. En 1919, Orla-Jensen, clasifico las bacterias acido-lacticas
(BAL) en dos grupos seguin sus caracteristicas bioquimicas: las homofermentativas
(el acido lactico como producto mayoritario) y las heterofermentativas (producen
otros productos; principalmente etanol y CO;). Las BAL comprenden alrededor de
11 géneros de los cuales Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella son considerados los principales
asociados con los alimentos (Stiles y Holzapfel, 1997; Leisner, 2000; Lyhs y col.,
2002; Axelsson, 2004).

El género Lactobacillus ha sido usado historicamente de forma segura,
especialmente en la industria lactea y juega un papel principal en la produccion de
leches fermentadas (Maragkoudakis y col., 2006) En la Tabla 3 se muestran los

principales géneros de bacterias lacticas utilizadas en alimentos.
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Tabla 3 Géneros de bacterias lacticas segun Orla-Jensen. Citado por Stiles y Holzapfel

(1997).

Géneros Reduccién Géneros
(Segun Orla— Forma Catalasa de Fermentacidén (segiin Stiles y
Jensen) 1919 nitratos Holzapfel) 1997

Betabacterium i
Baston - - Hetero- Laa"obaC///us y
Weisella
Thermobacterium  Baston - - Homo- Lactobacillus
Streptobacterium  Baston - - Homo- Lactob aC///us_y
Carnobacterium
Streptococcus
Enterococcus
Streptococcus Cocos - - Homo-
Lactococcus
Vagococcus
Leuconostoc
Betacoccus Cocos - - Hetero- Oenococcus
Weisella
Microbacterium Baston + + Homo- Brochothrix
Pedliococcus
Tetracoccus Cocos +b + Homo
Tetragenococcus

b= En general, los Pediococos son catalasa negativos, pero algunas cepas producen una pseudocatalasa que da reacciones

falsas-positivas.

La primera clasificacion sistematica de los Streptococcus fue propuesta por
Sherman en 1937, quien empled caracteristicas seroldgicas, morfoldgicas y
fisioldgicas para diferenciarlos. Los acercamientos mas recientes en la taxonomia
bacteriana comenzaron basdndose en estas caracteristicas. Posteriormente se

amplié al incluir la composicion de la pared celular, acidos grasos celulares,
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quinonas y algunas otras caracteristicas de las células. Durante los 80s el género
Streptococcus  se separar6 en tres géneros independientes, Enterococcus,

Lactococcus, Streptococcusy Oenococcus (Stiles y Holzapfel, 1997).

Las caracteristicas celulares se han vuelto herramientas importantes para la
identificacion de bacterias lacticas, tales como son el contenido de Guanina +
Citosina del ADN, propiedades electroforéticas de los productos de los genes,
estudios de hibridacion del ADN-ADN y estructuras y secuencia del ARN ribosomal.
Esto ha resultado en cambios dramaticos en la taxonomia de las bacterias lacticas.
La clasificacién ain permanece indefinida y es el centro de numerosos estudios
taxondmicos que involucran ahora caracteristicas filogenéticas y fenotipos de las
bacterias lacticas (Stiles y Holzapfel, 1997). Los géneros reconocidos de bacterias
lacticas desde mediados de 1995 se enlistan en el Tabla 4 y la Figura 1 presenta el

arbol filogenético de bacterias lacticas.
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Tabla 4 Géneros reconocidos de bacterias lacticas desde 1995 (Lucke, 1996).

. Concerniente  Enfermedades
Fermentaciones

Género en alimentos a :_Deter_io_ro causadas
alimenticio por alimentos?

Carnobacterium - + -
Enterococcus - + Improbable
Lactobacillus ++ ++ -
Lactococcus ++ - -
Leuconostoc + ++ -
Oenococcus + (+) -
Pedjococcus + + -
Streptococos + - +
Tetragenococcus + (+) -
Weisella - + -
Aerococcus - - -
Atopobium - - -
Dolodigranum - - -
Gemella - - -
Vagococcus - - -

'Algunas cepas pueden causar problemas por formacion de aminas biogénicas provenientes de aminoacidos.
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Lactobacillus delbrweckii
aroup

Weissella

Lactobaciliug casei - Pediococous

Leuconosto:
aroup

Oenococcus oen!
Lactococcus

Tetragenococcus
Vagocaceus |
Enterococcus | ! Streplococcts

Carnobacteriun

Bacillus
= Siaphylecocens
Aeracoccus Listeria

Figura 1 Esquema del arbol filogenético sin raices de las bacterias lacticas, basado en

secuenciacién del gen 16S ARNr (Axelsson, 2004).

La clasificacion de las bacterias lacticas dentro de diferentes géneros estd basado
en la morfologia, en la manera de fermentar glucosa, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la configuracion del acido lactico producido y la habilidad de crecer

a altas concentraciones de sal o alcalinidad ( Axelsson, 2004).

Identificacién de BAL-T Aislada de Productos Cérnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos 19



CAPITULO I: ANTECEDENTES

7.2 Métodos de Identificacion

7.2.1 Pruebas bioquimicas y Sistema API
Las caracteristicas fenotipicas (que incluyen morfologia celular, patrén de proteinas
y una variedad de pruebas fisioldgicas y bioquimicas) han sido frecuentemente
utilizadas para la clasificacion bacteriana (Klein y col., 1998), dentro de los cuales
se encuentra el sistema API 50 CHL, destinado a la identificacién del género
Lactobacillus y microorganismos proximos. Este sistema permite estudiar la

fermentacion de 49 carbohidratos y un testigo.

Dalezios y Siebert (2001) utilizaron el sistema API para la identificacion de BAL
reportando que la repetibilidad de las pruebas del API parece ser buena teniendo

un 83 % de similitud entre réplicas.

Leisner y col. (2001) aislaron 64 cepas de bacterias lacticas de Tempoyak (es un
codimento fermentado tradicional de Malasia hecho de la pulpa de durian) las
cuales se identificaron mediante pruebas bioquimicas y utilizando el sistema API 50
CHL; sus resultados mostraron que se logré la identificacion de 38 cepas
pertenecientes a cualquiera de estas dos especies: Lactobacillus plantarum o

Lactobacillus paraplantarum.

Papamanoli y col. (2003) aislaron e identificaron 147 cepas de bacterias lacticas de
dos diferentes tipos de embutidos secos fermentados en cuatro diferentes

procesos de maduracion. Ellos utilizaron para su identificacion pruebas bioquimicas
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y sistema API 50 CHL. Sus resultados mostraron que el 42.8 % de las cepas fueron
L. sakey un 8 % de L. curvatus, en el primer producto fermentado, en el segundo
productos fermentado obtuvieron que el 6.9 % de las cepas fueron £. faeciumy el
13.8 % de L. curvatus. Estas cepas son predominantes en varios productos
carnicos fermentados, debido a que se utilizan como cultivos iniciadores y pueden

inhibir Listeria monocytogenesy Staphylococcus aureus.

Un total de 89 cepas de BAL fueron aisladas de cinco muestras de carne de res
empaquetada al vacio a las 2 y 6 semanas de almacenamientoa a 2 °C. Estas
cepas fueron comparadas con cepas gram positivas de referencia e identificadas
usando electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales, caracterizacion bioquimica y
la secuenciacion del gen 16S ADNr. Las caracteristica bioquimica vy fisioldgica de
los aislados fueron parecidos a cepas de Lactococcus piscium GTC 552T. El analisis
numérico electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales también dieron como
resultado cepas de Lactococcus piscium GTC 552T. Sin embargo, en la
secuenciacion del gen 16S ADNr, se identificaron cepas diferentes de Lactococcus
piscium GTC 552T por dos o tres bases en la region altamente variable de la
secuencia. Ellos concluyeron que la microflora predominante en la carne de res

empaquetada al vacio refrigerada es L. piscium GTC 552T (Sakala y col., 2002).

En otros estudios (Holley y col., 2002) identificaron cepas de Carnobacterium
viridans sp. aisladas de bologna utilizando analisis de secuenciacion de ADN del

gen 16S ARNr y el sistema API 50 CHL.
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Santos y col. (2005) identificaron bacterias lacticas aisladas de un embutido de
sangre espafiol (morcilla de Burgos) utilizando caracteristicas fenotipicas,
bioquimicas y moleculares. Estos autores reportaron, que la caracterizacion
fenotipica basada en el patron de fermentacion de azlcares, no provee suficientes
bases para la identificacion real de BAL, sino que solamente son usadas para una

clasificacion presuntiva.

7.2.2 Métodos moleculares
Existen diversos métodos para la identificacion de las bacterias lacticas, sin
embargo, algunas especies bacterianas no pueden, con los métodos tradicionales,
diferenciarse de especies muy cercanas. Para estas especies existen métodos
moleculares que resultan mas convenientes, tales como: la comparacion de
secuencias del gen 16S y 23S ARNr (Chagnaud y col., 2001; Du Plessis y col.,
2003), patron de restriccion y ribotipo del gen ARNr (Lyhs y col., 2002),
electroforesis SDS-PAGE de proteinas totales (Sanchez y col., 2003), hibridacion
con sondas de ARNr, el analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion del DNA total o de un gen, el RAPD (polimorfismo de DNA amplificado al
azar), la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) de productos
de PCR de regiones especificas de un gen, por mencionar algunos. El desarrollo de
estos métodos moleculares ofrece la posibilidad de mejorar la identificacion
bacteriana. Sin embargo, en algunos casos el 16S y 23S ARNr no pueden ser

usados en especies cercanamente relacionadas, debido a la similitud de secuencias
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ARNr, por lo que los métodos moleculares pueden ser complementados con la
identificacion bioquimica de colonias aisladas (Aymerich y col., 2003). Stackebrant
y Goebel (1994) reportan que cepas de BAL que contengan 3 % o menos de

diferencia entre sus genes 16S ARNr son consideradas las mismas especies.

Cocolin y col. (2000) realizaron la identificacion de una cepa de Lactobacillus spp.,
aislada de un embutido fermentado italiano, utilizando un método rapido basado
en la amplificacién de un fragmento del gen 16S ARNr, seguido de un gel de
electroforesis con gradiente de temperatura (TGGE). Ellos concluyeron que el
método PCR-TGGE puede ser una alternativa, rapida para la identificacion de
bacterias, ya que ademas de ser confiable sus resultados pueden obtenerse en 8

h.

Andrighetto y col. (2001) evaluarédn el uso de RAPD-PCR como un método para la
identificacién de 53 cepas de Lactobacillus aislados de embutidos fermentados
tradicionales, utilizando cebadores M13 y D8635, los cuales fueron aplicados para
la identificacién taxondmica y la diferenciacion intraespecifica. Ellos obtuvieron
como resultado, especies de Lactobacillus sakei y Lactobacillus curvatus. Ellos
concluyeron que el método RAPD-PCR puede ser aplicado para la identificacion de

los géneros de lactobacilos, mas cominmente encontrados en productos carnicos.

Roy y col. (2001) estudiaron la discriminacion molecular de bacterias lacticas
usadas como cultivos iniciadores y probidticos. La discriminacion genética

relacionada a especies pertenecientes a estos grupos fue primero obtenida por
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amplificacion PCR por el uso de cebadores 16S ADNr de grupos-especificos o
especies-especificas. Finalmente la identificacion de Lactobacillus fue realizada por
el uso de amplificacion ribosomal del ADN y por el método de andlisis de

restriccion (ARDRA).

Ciento sesenta y uno cepas de bacterias lacticas fueron identificadas con base en
su morfologia y caracteristicas bioguimicas; de acuerdo a estas caracteristicas se
dividieron en 10 grupos de los siguientes géneros: Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Weissella. Se utilizd el analisis de
secuenciacion 16S ADNr para confirmar la presencia de estos grupos, obteniendo
como resultado un 98.7 - 99.8 % de similitud entre los 2 métodos (Ennahar y col.,

2003).

Cocolin y col. (2004) describieron la aplicacion de un enfoque polifasico que
incluye morfologia, bioquimica, fisiologia, genética y filogenia para investigar la
dinamica y la taxondémia de la poblacion en embutidos frescos, con el uso de
métodos de cultivos dependientes e independientes, para el estudio de la ecologia
de embutidos frescos durante 10 dias de almacenamiento a 4 °C. Las muestras
fueron sujetas a un analisis tradicional microbioldgico, una extraccién de ADN y
ARN, seguida de una reaccion de PCR y una trascripcion reversa RT-(PCR), con
cebadores capaces de detectar poblaciones de bacterias y levaduras, también se
realizd un analisis de DGGE en los productos amplificados. Los resultados

obtenidos encontraron dos especies principales, Brochothrix thermosphacta y
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Lactobacillus sakei, fueron determinadas por andlisis de ADN y ARN, y otras
especies como Staphylococcus xylosus, Leuconostoc mesenteroidesy Lactobacillus
curvatus, las cuales fueron detectadas por DGGE. Estas pruebas conducen a la
conclusion de que el embutido fresco puede contener aln especies bacterianas no

identificadas.

Rantsiou y col. (2005) estudiaron 358 cepas de bacterias lacticas las cuales fueron
aisladas e identificadas por PCR-DGGE y secuenciacién. Se obtuvieron tres
especies de Lactobacillus: L. plantarum, L. curvatus y L. sakei, estas cepas fueron
sujetas a RAPD-PCR, seguidas por una serie de analisis para obtener una
caracterizacion genética. Ellos encontraron, que la aplicacion de métodos
moleculares para la identificacion de poblaciones de bacterias aisladas de
productos fermentados, permite un mayor conocimiento de la flora de estos

productos.

8 TERMOTOLERANCIA

Las bacterias lacticas tienen temperatura optima de 20 °C y 45 °C. Sin embargo,
se ha encontrado que algunas bacterias lacticas pueden sobrevivir al tratamiento

térmico.

Muchos factores son los que influyen en la resistencia de las bacterias al calor,
entre ellos tenemos la fase de crecimiento en la que se encuentran, la actividad de

agua, el pH del medio, la concentracion de sal, azlcares y carbohidratos, y la
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cantidad de grasa (Stumbo, 1973) asi como su estructura celular (Farkas y col.,

1999).

8.1 Proteinas del Choque Térmico

Existen proteinas responsables de la termotolerancia adquirida por algunos
microorganismos. A estas proteinas se les denomina proteinas de choque térmico
(Heat Shock Proteins) y pertenecen a una familia que se encuentra, en su mayor
parte, en forma constitutiva en todas las células procariotas y eucariotas. Frente a
determinadas agresiones ambientales, los organismos reaccionan con un
mecanismo de defensa celular que involucra la sobreexpresion de estas proteinas y
la induccion de otras. Su funcién es minimizar los dafios producidos por el estrés
(Coronato y col., 1999). Las proteinas HSP se encuentran entre las proteinas mejor
conservadas filogenéticamente en la historia evolutiva de los organismos, con
respecto a su funcion y estructura, cumpliendo un papel similar en todos los

organismos (bacterias, levaduras, plantas y células animales) (Feder, 1999).

Las HSP siempre estan presentes en las células, aunque su concentracion aumenta
en situaciones de estrés. Se cree que su funcion principal es asistir el plegamiento
de algunas proteinas recién sintetizadas, algunas se pliegan espontaneamente, por
lo que se les denominan chaperonas moleculares. Estas chaperonas no forman
parte de la estructura primaria de la proteina funcional, sino que sélo se unen a

ella para ayudar en su plegamiento, ensamblaje y transporte celular a otra parte
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de la célula donde la proteina realiza su funcién. Los cambios de conformacion
tridimensional de las proteinas pueden estar afectados por un conjunto de varias
chaperonas que trabajan coordinadas, dependiendo de su propia estructura y de la
disponibilidad de las chaperonas (Prescott y col.,, 1999). Las clases de las
chaperonas moleculares se componen de varias clases cuyos miembros se agrupan

con base en su masa molecular, que varia entre 10000 y 150000 Da (Tabla 5).
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Tabla 5 Clases de proteinas del choque térmico (Hsp) (Coronado y col., 1999)

Familia

Nombre

Localizacion

Funcion

p20

Hsp 22 o aB-crystallin

Citoplasma

Citoplasma y nucleo

Vaso relajacion

Estabilizacion del
citoesqueleto

Pequefias Hsp Hsp 25 (raton) Citoplasma/nucleo
Chaperona, dindmica de
Hsp 27 (humana) Citoplasma/nucleo la actina
Hsp 40 Citoplasma Chaperona
Hsp 40 e
Hsp 47 Ret. endoplasmatico Control en sintesis de
colageno
Hsp 58
Hsp 60 mitocondrias Chaperonas
Hsp 60
Hsp 70 (73) Citoplasma
Hsp 70 (72) Citoplasma/ntcleo
Hsp 70 Chaperonas
Hsp 75 Mitocondrias
Grp 78* Ret. endopldsmatico
H Citopl ,
sp 90  (86) floplasma Union a receptores de
h i
Hsp 90 Hsp 90 B (84) Citoplasma ormonas esteroides
Grp 94* Ret. endoplasmatico Chaperona
Hsp 105 Citoplasma Chaperonas,
Hsp 110
Hsp 110 Citoplasma/ntcleo Citoprotectoras

Los niimeros entre paréntesis corresponden a otras denominaciones de las mismas proteinas.

*Grp: proteinas relacionadas con glucosa, inducidas por anoxia y deprivacion de glucosa

Las proteinas HSP son proteinas muy importantes para mantener la viabilidad de

ciertas células al conservar la estabilidad durante un choque térmico. Teniendo

actividad de chaperonas moleculares,

que pliegan proteinas nuevas o
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desnaturalizadas, las que ayudan a mantenerse en un estado competente durante
el periodo de estrés, para poder ser plegadas de nuevo luego del choque térmico.
De esta manera son responsables, en parte de la termotolerancia adquirida por

algunos microorganismos (Kyu y col., 1998).

8.1.1 Mecanismo de Accion de las Hsp

Las proteinas son macromoléculas que estan compuestas por la unién de
aminoacidos en cadenas que se pliegan para adquirir una estructura
tridimensional, llamada estructura terciaria que es la que permite a la proteina
realizar su funcion. Las situaciones de estrés como el calor, altera la estructura
terciaria de las proteinas, desplegando las cadenas de aminoacidos, exponiendo los
aminoacidos hidrofobicos al agua y provocando la pérdida de funcion de la
proteina. Este fendmeno se denomina desnaturalizacion de las proteinas. Las
proteinas desnaturalizadas se agregan al atraerse entre si por sus aminoacidos
hidrofébicos. Las HSP ayudan a la célula a conservar o degradar las proteinas
desnaturalizadas, uniéndose a ellas para evitar que se agreguen, marcandolas para
luego destruirlas, o manteniendo las cadenas de polipéptidos desplegadas en un
estado competente, para que una vez que el estrés haya cedido, puedan volver al
plegamiento inicial, recuperar su estructura tridimensional y por lo tanto recuperar
su funcion. Aunque en el estado competente la proteina no puede realizar su
funcién por no estar plegada en su estructura terciaria, los aminoacidos que

componen la proteina siguen unidos en su estructura primaria, dispuestos para
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adquirir la estructura tridimensional; pero todos los aminodacidos que la componen
siguen unidos en su estructura primaria, listos para ser plegados de nuevo

(Georgopolous y Welch, 1993).

8.2 Valor D

La temperatura de procesamiento y el tiempo necesarios para producir seguridad
en un producto, es determinada por el uso de dos parametros que son: el valor D,
que esta definido como el tiempo necesario para reducir un 90 % de una poblacion
microbiana a una temperatura determinada (Figura 2A) y en la Figura 2B se
muestra el valor z que es el tiempo en minutos a una temperatura determinada,

necesario para destruir una poblacion microbiana (Silla, 1992).

Log Ndm.

C,
Sobrevivientes %
102
107
(A)
1
D
107 f---——- + #
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Log D;
Tiempo de
Muerte térmica
[min)

280 T(F)

Figura 2 (A) Curva de supervivencia y (B) Curva del tiempo de destruccion térmica (Silla,

1992).

Quintavalla y Campanini (1991) evaluaron la resistencia al calor de Listeria
monocytogenes la cual se determind tanto en caldo biotriptasa (TSB) y en
emulsion carnica. Los valores D para la emulsion carnica fueron aproximadamente
de dos a tres veces superiores a las de caldo y el valor z aumentd
significativamente, desde 6.0 a 6.8 ° C. La Listeria monocytogenes ha demostrado
ser mas resistentes cuando se calienta lentamente (0.5 °C / min) a temperatura

constante de 60, 63 y 66 © C en la emulsion carnica.

Los valores D obtenidos para Deo, De3 Y Des, fueron 12.95, 5.4 y 2.3 min.
Respectivamente concluyeron que los resultados pueden tener implicaciones en la
sobrevivencia de Listeria monocytogenes y otros microorganismos, en los

alimentos que han recibido sélo un minimo tratamiento térmico.

Identificacién de BAL-T Aislada de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos 31



CAPITULO I: ANTECEDENTES

Franz y von Holy (1996) estudiaron la termotolerancia de tres bacterias lacticas
(Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus y Leuconostoc mesenteroides) in vitro a
temperaturas de 57, 60 y 63 °C; ellos obtuvieron valores D para L. sake de 52.9,
39.3y 32.5 s, para L. curvatus de 22.5, 15.6 y 14.4 s y para L. mesenteroides de
349, 31.3 y 20.2 s respectivamente, teniendo como resultado que las tres
bacterias lacticas fueron sensibles al calentamiento, reduciendo un ciclo logaritmico

a 57 °C en menos de 60 s.

Lee y Kaletunc (2002) evaluaron la entalpia aparente de células de E. col
utilizando calorimetria diferencial de barrido (DSC) que permite la caracterizacién
termodinamica de los cambios conformacionales inducidos por cambios de
temperatura en proteinas. Después de un pretratamiento en el calorimetro a varias
temperaturas entre 56-80 °C. Ellos determinaron calorimétricamente los valores D
y z que fueron comparados con los datos obtenidos por conteo en placa bajo
condiciones isotérmicas. Concluyendo que los valores D calculados por los datos de
viabilidad y por calorimetria son similares, donde las poblaciones microbianas
redujeron 10 ciclos logaritmicos calculados por los datos de conteo en placa y

entalpia.
8.3 Bacterias Lacticas Termotolerantes y su Uso en Productos
Carnicos

Petaja (1991) estudid la sobrevivencia de bacterias lacticas y Pseudomonas

después del tratamiento térmico en productos carnicos hechos de carne de cerdo.
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Todas las Pseudomonas sobrevivieron el calentamiento a 72 °C después de 60 min
en caldo APT; sin embargo, solo sobrevivieron 15 min en el producto carnico a 72
°C. Por ello concluyd que estos microorganismos no constituyen un factor de
descomposicion en productos carnicos cocidos; no obstante, algunas cepas de BAL

pudieron sobrevivir después del calentamiento térmico a 72 °C por 30 minutos.

La mayoria de bacterias perjudiciales para la salud del consumidor son de tipo
Gram (+) en los alimentos tratados térmicamente, y corresponden a los géneros
Bacillus y Clostridium, ambos géneros capaces de formar esporas resistentes a

altas temperaturas y sobrevivir a los procesos térmicos industriales (Silla, 1992).

En los productos carnicos el desarrollo de microorganismos es posible entre —15 y
70 °C. Las innumerables especies microbianas, no obstante, no se desarrollan en
los distintos tipos de temperaturas sino dentro de un intervalo mas o menos

limitado (Wirth, 1992).

Las bacterias lacticas termofilicas tienen diferentes condiciones de sobrevivencia
durante el almacenamiento en congelado. Fonseca y col. (2001) midieron esa
resistencia cuantificando la disminucién de la actividad acidificante durante ocho
semanas de almacenamiento en congelacion; Streptococcus thermophillus fue mas
resistente que Lactobacillus bulgaricus y se confirmd el efecto crioprotector del

glicerol durante el congelado y almacenamiento.

Gouesbet y col. (2001) investigaron la influencia del estrés del calentamiento sobre

la viabilidad de Lactobacillus bulgaricus en un medio quimicamente definido; ellos
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encontraron que la adquisicidon de termotolerancia es un resultado de la exposicion
a un choque de calentamiento moderado y la adquisicion de una tolerancia

cruzada al estrés por exposicion osmotico.

Marceau y col. (2003) evaluaron en sus estudios el crecimiento de Lactobacillus
sakei en un medio quimicamente definido utilizando altas temperaturas y altas
concentraciones de NaCl. Sus resultados mostraron que L. sakei es capaz de

adaptarse a estas condiciones ambientales y puede crecer durante periodos largos.

En resultados previos en nuestro laboratorio, Victoria y col. (2006) evaluaron la
capacidad termotolerante de 8 cepas de bacterias lacticas; se encontré que solo 4
cepas pudieron resistir la temperatura de 72 °C durante 30 minutos,
posteriormente estas cepas se inocularon en un batido carnico encontrando que
las bacterias lacticas disminuian considerablemente el conteo de enterobacterias
durante el almacenamiento. Se concluyé que las BAL que pueden sobrevivir al
tratamiento térmico de productos carnicos cocidos podrian ser una alternativa para

mejorar la vida de anaquel de estos productos.

Recientemente se han descubierto nuevas especies de bacterias lacticas las cuales
se han identificado como Lactobacillus thermotolerans que tienen caracteristicas
bioquimicas, fisioldgicas y taxondmicas que las distinguen del genero Lactobacillus,
y su importancia radica en que pueden sobrevivir a temperaturas altas (Niamsup y

col., 2003). Sin embargo, la sobrevivencia de microorganismos a temperaturas
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arriba de la temperatura optima de crecimiento puede causar un numero de

cambios fisioldgicos, bioquimicos y morfoldgicos (Beales, 2004).

9 PROBIOTICOS

9.1 Definicion

Lilly y Stilwell (1965) utilizaron el término probidtico para describir aquellas
sustancias secretadas por un organismo que estimula el crecimiento de otro, en
contraposicion del término antibidtico, entendiendo como cualquier compuesto
quimico utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de organismos infecciosos.
Sin embargo, el concepto, que parecia adecuado, no era totalmente correcto, ya
que probidticos son todos las sustancias producidas por microorganismos vivos
inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos, mejorando la flora
intestinal.

Parker (1974) fue el primero en usar el termino probidtico de acuerdo con el
sentido que hoy conocemos, es decir, organismos y sustancias que contribuyen al
equilibrio intestinal. Fuller (1989) intentd mejorar la definicion hecha por Parker, y
definié probidtico como un suplemento de microorganismos vivos que beneficia al
huésped mediante la mejora de su equilibrio microbiano intestinal.

Desde entonces, la definicién de probidtico ha evolucionado notablemente, de
forma que hoy se define como microorganismos vivos, principalmente bacterias,
usados en forma de suplemento nutricionales que, tras ser ingeridos en cantidad

suficiente, mejoran el equilibrio microbiano en el intestino de las personas o
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animales que los ingieren, provocando efectos beneficiosos sobre su salud, mas
alla de los efectos nutricionales tradicionales. Para proveer beneficios para la salud,
la concentracion sugerida de una bacteria probidtica un producto es de 106 ufc/g y
para lograr los efectos benéficos esto puede ser solo por células viables ingeridas

(Shah, 2000).

9.2 Caracteristicas

La seleccion de una cepa como probidtico requiere que cumplan algunos criterios

importantes en el tracto intestinal en los cuales se encuentra:

a) Sobrevivencia a través del tracto gastrointestinal, a bajo pH y contacto con
bilis

b) Tener la habilidad para adherirse a la mucosa intestinal.

¢) Mostrar potencial de colonizacion en el tracto gastrointestinal humano.

d) No ser patdgeno, ni toxico.

e) Sobrevivencia en alimentos.

f) Producir sustancias antimicrobianas (Saarela y col. 2000).

Entre los microorganismos comlinmente empleados como probidticos se
encuentran las bacterias lacticas, que se agrupan en gran cantidad de géneros que
incluyen un considerable nimero de especies (Vaughan y col., 2002). Las cepas

utilizadas generalmente pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus,
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Enterococcus y Bifidobacterium. En la Tabla 6 se muestran los principales

microorganismos utilizados como probidticos.

Tabla 6 Microorganismos usados como probidticos (Macfarlane y Cummings, 1999;

Alvarez-Olmos y Oberhelman, 2001;)

Lactobacillus Bifidobacterium Streptococcus Enterococcus Bacillus Saccharomyces

Sspp- Sspp. Sspp. spp. spp. SSp.
L. acidophilus B. bifidum S. thermophilus E. faecium B. cereus Sac;c;/grv?gg: es
?}hf;i;sus ) B. longum E. faecalis Sacggtalgalg);;/;ces
L. reuteri B. infantis

L. bulgaricus B. breve

L. plantarum B. lactis

L.johnsonii B. adolescentis

L. lactis

L. gasseri

L. GG

L. casei

Shirota

La actividad antagdnica de las bacterias lacticas resulta principalmente de la
formacion de acidos, la transformacion de carbohidratos en acido lactico y acético

lleva a disminuir el pH del medio (Lee & Salminen, 1995), el cual inhibe el
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crecimiento de microorganismos patdgenos y deteriorantes, siendo esta una

caracteristica para la evaluacion de los probidticos (Saarela y col., 2003).

El efecto probidtico de las bacterias lacticas puede basarse parcialmente en la
produccion de concentraciones relevantes de acido lactico en el microambiente, el
cual, en combinacién con detergentes como sales biliares inhibe el crecimiento de

bacterias patdgenas Gram negativas (Alakomi y col., 2000).

9.3 Mecanismo de accion de bacterias probidticas

Los principales mecanismo que ejercen los probidticos como efecto protectivo y
terapéutico son totalmente incierto, sin embargo, se han postulado multiples
mecanismos en los que se destacan: mantenimiento de la mucosa intestinal,
resistencia a enfermedades infecciosas; prevencion de vaginitis; produccion de
metabolitos antimicrobianos; immunomodulacion; alivio de la constipacion y
prevencion de la diarrea asociada con antibidticos; desintoxicacion de metales;
reduccién del colesterol sérico y la presidon arterial; prevenciéon y alivio de las
enfermedades alérgicas; disminucién en los sintomas de la dermatitis atipica;
prevencién de la infeccidn de la herida quirtrgica y la caries dental; reduccion en
la regresion tumores cancerigenos; Disminucion en los sintomas de intolerancia a
la lactosa, reduciendo la concentracion de la misma en leche fermentada por

actividad de la lactasa bacteriana durante la fermentacion (Ahmend, 2003).

Una parte fundamental de la funcionalidad de las bacterias probidticas es estimular

su sobrevivencia y permanencia prolongada en el tracto gastrointestinal. Estos

Identificacion de BAL-T Aislada de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos 38



CAPITULO I: ANTECEDENTES

probidticos pueden producir sustancias antimicrobianas, tales como: la produccion
de acidos organicos; como los acidos lactico y acético, bacteriocinas y otros
metabolitos primarios como el perdxido de hidrdégeno y el didxido de carbono. La
produccidon de acidos organicos por las bacterias probidticas disminuye el pH
intestinal y por lo tanto se inhibe el crecimiento de patdgenos. Estos acidos
organicos incrementan los movimientos peristalticos, lo que de manera indirecta
remueve los patdgenos acelerando la velocidad con la que atraviesan el intestino
(Kailasapathy y Chin, 2000). El futuro de los alcances de las investigaciones de

probidticos es ilimitado.

9.4 Evaluacion de las Bacterias Lacticas Como Probioticos

Existe una gran diversidad de estudios sobre el uso de bacterias lacticas como
probidticos. Ehrmann y col. (2002) evaluaron in vitro 112 bacterias lacticas con
potencial probidtico; a todas las cepas se les realizaron analisis de agregacion, co-
agregacion, hidrofobicidad en la superficie celular, actividad de adhesion en corte
de células de ave y células HEp-2 de humano y tolerancia a pH acidos. Ellos
concluyeron que dos cepas de Lactobacillus (Lactobacillus animalis y Lactobacillus

salivarius) exhiben un fuerte potencial como probidticos adjuntos.

Tyopponen y col. (2003) estudiaron el efecto bioprotector y probidtico de las
bacterias lacticas en productos carnicos fermentados; ellos encontraron que la
produccion de metabolitos y compuestos de bajo peso molecular pueden ser una

de las caracteristicas para la exclusion de patdégenos y la sobrevivencia de las
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bacterias lacticas en el intestino; sin embargo, ellos realizaron este estudio en

embutidos fermentados debido a que no llevan un tratamiento térmico.

Pennacchia y col. (2004) aislaron 150 cepas de Lactobacillus de 10 diferentes
embutidos fermentados, las cepas fueron sometidas a ambientes hostiles como la
sobrevivencia a pH bajos y el crecimiento en la presencia de sales biliares, para ser
seleccionadas como posibles probidticos. Ellos reportaron que soélo 28 cepas de
Lactobaciflus mostraron una sobrevivencia mayor al 80 % a pH 2.5 por 3 h y con
0.3 % de sales biliares; ellos concluyeron que estas cepas pueden tener un valor
probidtico, sin embargo, se requieren mas estudios tanto /n vitro como in vivo,
como la adhesidén a células epiteliales intestinales y la actividad antagoénica a

microorganismos patdgenos para poder considerarlas probidticas.

En otro estudio de Pennacchia y col. (2006) seleccionaron 25 cepas de
Lactobacillus, las cuales 13 cepas eran pertenecientes a la especie de L.
plantarum; se identificaron a nivel de especie por un ensayo de PCR multiplex,
dando como resultado especies de L. paraplantarum y L. pentosus. Ellos
encontraron que las cepas parecen tener una buena capacidad de adhesion a
células Caco-2, mostrando el mayor numero final (> 6.5X107 ufc / pozo) de la
adhesion de células viables. Ellos concluyeron que las cepas de Lactobacillus
estudiadas podrian seguir siendo investigadas para evaluar in vivo los posibles

beneficios para la salud humana.
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Ifiguez y col. (2007) aislaron 62 cepas de Lactobacillus del intestino delgado de 6
lechones, las cuales fueron identificadas como Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus mucosae. A estas cepas se les realizaron
pruebas para conocer su resistencia a valores bajos de pH y sales biliares, la
actividad autoagregativa y el efecto antagdnico contra £. coli K88, esto para poder
ser usadas como probidticos. Ellos reportaron que 20 cepas de Lactobacillus
resistieron la presencia de pH bajos y sales biliares y 8 de ellas fueron adherentes
e inhibieron el crecimiento de £. coli K88; por lo tanto, concluyeron que 8 cepas de
Lactobacillus que pertenecen a la especie Lactobacillus salivarius tienen valor

probidtico.

Rashid y col. (2007) evaluaron las caracteristicas probioticas (valores bajos de pH,
produccion de acido, tolerancia de acidos, sales biliares y la actividad inhibitoria)
de bacterias lacticas aisladas de leche fermentada “Dahi” en Bangladesh. Entre las
cepas probadas, Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus M3403 mostrd una
mayor tolerancia en medio acido, asi como mayor produccion de éste (2.13 %).
Mientras que, la mas alta actividad antimicrobiana la tuvieron especies de
Streptococcus bovis 12 402 y Streptrococcus thermophilus. Por otra parte,
Lactobacillus fermentum exhibid fuerte tolerancia a acidos biliares con un 95.5 %
seqguida de Enterococcus faecium con 88.6 %, Lactococcus lactis 74.4 %,
Lactococcus raffinolactis 72.3 % vy Pediococcus pentosaceus 65.6 %. De los

resultados obtenidos, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus podria ser
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utilizado como cultivo probidtico iniciador en la fermentacion de la leche debido a
la alta produccion de acido y la tolerancia a altas concentraciones acidas del
medio. Streptococcus bovis 12 40 2 y S. thermophilus son las Unicas cepas
detectadas con mayor actividad inhibitoria y se sugiere que deberian ser utilizadas

como cultivo iniciador en alimentos lacteos fermentados.

Todorov y col. (2008) estudiaron cepas de L. plantarum, L. rhamnosus, L.
pentosus y L. paracasei aisladas de Boza (bebida tradicional de una regién de
Balkan). En este trabajo se evalud la actividad antimicrobiana, la tolerancia a jugo
gastrico, la tolerancia a sales biliares y la posibilidad de adherirse a células HT-29 y
Caco-2; ellos obtuvieron como resultado que todas las cepas estudiadas
sobrevivieron a un pH 3.0 y crecieron bien a pH 9.0, no hubo inhibicién a 0.3 % de
sales biliares, ademas producen la bacteriocina bacST284BZ la cual revela alta
actividad contra el virus herpes simples tipo 1 (ECs0=735 pg / mL), por otra parte,
presentaron del 67 a 99 % de autoagregacion y coagregaron con Listeria innocua.
Se observd una adhesidon que oscilaba entre el 18 y el 22 %. Por lo tanto,

concluyeron que Boza es una rica fuente de bacterias lacticas probidticas.
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CAPITULO II: IDENTIFICACION DE BACTERIAS LACTICAS

TERMOTOLERANTES AISLADAS DE PRODUCTOS CARNICOS COCIDOS

10 OBIJETIVO

Identificar fenotipica y genotipicamente bacterias lacticas previamente aisladas de
productos carnicos cocidos, asi como evaluar la resistencia térmica mediante la

determinacion del valor D.

11 PROLEGOMENO

Las bacterias lacticas (BAL) son Gram positivas, cocos o bacilos no esporulados,
microaerdfilas y tiene como principal producto de la fermentacion de carbohidratos
al acido lactico. Existe cierta controversia en cuanto a los limites exactos del grupo,
pero los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus forman
el centro historico de éste. La revision taxondmica de este género y la descripcion
de géneros nuevos puede eventualmente llevar hasta 20 géneros dentro del grupo

de BAL basados en sus caracteristicas fisiologicas (Axelsson, 2004).

Al principio el perfil de la microflora bacteriana en productos carnicos almacenados
al vacio y en refrigeracion se ve desplazada gradualmente por microorganismos
anaerobicos y tolerantes de CO principalmente BAL (von Holy y col., 1991). El
crecimiento de bacterias lacticas es promovido por las condiciones encontradas en
productos carnicos cocidos y curados, tales como el pH cerca de 6.0, actividad de

agua relativamente alta (~ 0.96), concentracién de sal de 2.5-3.0 % vy la presencia
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de nitritos (Sutherland y Varnam, 1982; Marshall y Bal’A, 2001). No obstante, la
contribucion de las BAL a la contaminacion inicial de los embutidos es insignificante

(Sachindra y col., 2005).

El proceso térmico reduce considerablemente la poblacién microbiana en productos
carnicos cocidos, pero muchas BAL pueden sobrevivir al tratamiento térmico,
haciéndolas microorganismos predominantes naturales en la carne, los mataderos
y las instalaciones de procesamiento. Pétaja (1991; 1992) reporta que algunos
bacilos y cocos Gram negativos aislados de la superficie y del interior de productos
carnicos fueron capaces de sobrevivir a 72 °C por 30 min en caldo APT. Resultados
similares fueron reportados por Milbourne (1983) en el cual L. viridiscens
sobreviven después del calentamiento en bafios de agua a 65 °C. Franz y von Holy
(1996) sometieron bacterias lacticas a un doble tratamiento térmico antes de la
inoculacion en salchichas lo cual incrementd la tolerancia térmica de estas cepas.
Esta termotolerancia hace que ciertas cepas de BAL sean prometedoras para
utilizarse en sistemas carnicos cocidos. Victoria-Ledn y col. (2006) inocularon 4
cepas identificadas como termotolerantes en un batido carnico. Las 4 cepas fueron
capaces de inhibir el crecimiento de enterobacterias demostrando su potencial
bioprotector. En otro estudio, Pérez-Chabela y col. (2008) reportan que la
inoculacion de especies termotolerantes L. plantarum, L. curvatus, P. pentosaceus,
P. acidilacti en embutidos cocidos no tienen un efecto significativo en parametros

de color y propiedades de textura tales como cohesividad y resilencia; la excepcién
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fue L. curvatus, el cual produce muestras mas suaves y por consiguiente una

aceptacion pobre.

Las propiedades de termotolerancia de las BAL hacen posible su uso como cultivos
iniciadores en la elaboracién de productos carnicos curados y cocidos porque
sobreviven al tratamiento térmico y se convierten en la flora dominante durante el
almacenamiento al vacio. Ademas la identificacion de estas cepas termotolerantes
como BAL homofermentativas permitirian su aplicacion como cultivos
bioprotectores en estos productos carnicos debido a los metabolitos que producen
tales como: acidos organicos, alcoholes, CO, H20,, y bacteriocinas (Helander y

col., 1997).
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12 METODOLOGIA

12.1 Aislamiento de Bacterias Lacticas

Se tomaron 10 g de salchichas de diferentes marcas (Alpino, Fud, San Rafael,
Parma, Zwan, Rioni y Don Fer) que se expenden en la Cd. de México. Se
homogenizé cada una con 90 mL de agua destilada estéril, se inoculd 0.1 mL en
agar MRS (De Man vy col., 1960) Difco, No. Cat. 288130, (Detroit, Mich., EUA); las
cajas se incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h. Después de este tiempo, se
aislaron diferentes colonias y se les realizd la tincion de Gram, las bacterias Gram
positivas se inocularon en tubos inclinados con agar MRS y se almacenaron a 4 °C

hasta su posterior uso.

12.2 Identificacion Bioquimica

Se realizd primero la prueba de actividad de catalasa y oxidasa a las cepas que
resultaron Gram positivas, para confirmar que las cepas fueran BAL. Se realizaron
las siguientes pruebas bioquimicas: crecimiento a 20 y 45 °C el cual fue
determinado incubando las bacterias en caldo MRS durante 24 h; crecimiento en
presencia de 6.5 % de cloruro de sodio en caldo MRS durante 72 h a 35 °C +/- 2
°C. Crecimiento bajo condiciones anaerobias incubando en agar MRS a 30 °C
durante 72 h a -20 psi; motilidad utilizando agar SIM (sulfuro, indol, motilidad)
incubando a 30 °C. La actividad de reduccién de nitritos fue estudiada en medio

nitrato triptico durante 24 h de incubacién y utilizando 0.33 % de acido sulfanilico

Identificacion de BAL-T Aislada de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos.................. 46



CAPITULO II: IDENTIFICACION DE BAL-T AISLADAS DE PRODUCTOS CARNICOS.......... METODOLOGIA

en 30 % de acido acético y 0.5 % dimetil-a-naftilamina en 30 % de acido acético
para determinar la capacidad de un microorganismo de reducir los nitratos a
nitritos. La hidrdlisis de arginina fue determinada a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h en
caldo MRS con 0.3 % de L-arginina; la reaccién de bilis esculina fue probada en
agar esculina incubado a 35 °C +/- 2 °C durante 48 h. Capacidad de acidificacion y
coagulacion se estudié incubando a 20 y 45 °C durante 48 h en medio de leche
tornasolada. Finalmente, la produccion de gas (CO;) fue determinada en medio
Gibson Abd-el-Malek incubando a 30 °C durante 5 dias (Harrigan, 1998;

MacFaddin, 1991).

12.3 Capacidad Termotolerante

La capacidad termotolerante de las cepas de BAL homofermentativas fue
determinada por el método descrito por Anderson y col. (1991) y Petaja (1992)

adaptado para el presente estudio.

Las cepas de BAL fueron resembradas en 10 mL de caldo MRS e incubadas a 35 °C
+/- 2 °C durante 24 h, hasta alcanzar una densidad optica (A=650 nm) de 1.0
(correspondiente a 108 ufc / mL), la cual se midid en un espectrofotdmetro
Beckman DU modelo 650 (Palo Alto, California, EUA). Los tubos se sumergieron
verticalmente en un bafo de agua (VWR Scientific, modelo 1202, Oregon, EUA) y
se mantuvieron a 50, 60 y 70 °C durante 15, 30, 45 y 60 min. Después del
tratamiento térmico, se cuantificd la supervivencia de las cepas inoculando 0.1 mL

de cada cultivo tratado en cajas con agar MRS incubando a 35 °C +/- 2 °C durante
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24 h. Si las cepas exhibian abundante crecimiento (> 300 ufc / mL) fueron
consideradas termotolerantes (Petaja, 1991) y empleadas en analisis
subsecuentes, esta parte corresponde a los resultados de la Maestria pero se
considerd importante incluirlos para que fueran mas entendibles los siguientes
resultados.

12.4 Determinacion del Valor D

La temperatura y el tiempo de reduccién decimal (valor D), que es el tiempo
requerido para reducir el nimero de células viables en 90 % a una temperatura
dada, fueron evaluadas a diferentes temperaturas entre 60 y 80 °C y fue calculada

con la siguiente Ecuacion 1:

Ecuacion 1 Tiempo de reduccién decimal (Silla, 1992).

Ot =

loga-logh

Donde:
u = tiempo de tratamiento en minutos a temperaturas de 60 a 80 °C
a = NUmero inicial de microorganismos.

b = NUmero de microorganismos sobrevivientes.
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12.5 Identificacion Fenotipica

Se realizé a las cepas BAL homofermentativas y que sobrevivieron tratamientos
térmicos de 70 °C la identificacién fenotipica mediante la determinacion del perfil
de fermentacion de carbohidratos utilizando el sistema API 50 CH y medio API 50
CHL (bioMérieux, Lyon, France). Las pruebas fueron incubadas a 35 °C +/- 2 °C
durante 24 y 48 h, la observacion del cambio de color de cada prueba, indica
fermentacion de la correspondiente fuente de carbono. Los microorganismos
fueron identificados usando el Software APILAB Plus version 3.3.3 (bioMérieux) y
la base de datos en la computadora Analytab Products para la comparacion de

asimilacion y/o patrones de fermentacion.

12.6 Identificacion Genotipica

12.6.1 Extraccion de ADN

La identificacién genotipica fue realizada con el analisis de comparacion de
secuencias del gen ARNr 16S. Mediante la técnica de Lawson y col. (1993). Se
colocaron, 500 pL de una solucién amortiguadora TES (Tris 50 mM, EDTA 5 mM y
NaCl 50 mM pH 8.0), posteriormente se tomd una muestra bacteriana con un asa
estéril, se suspendié en el buffer y se adiciond 20 uL de lisozima (10 mg/uL), se
agité vigorosamente e incubd a 37 °C durante 30 min en un bafio de temperatura
controlada (VWR Scientific, modelo 1202, Oregon, EUA) hasta obtener una

consistencia viscosa; el tiempo maximo de incubacion fue hasta 60 min. Una vez
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transcurrido este tiempo se le adicioné 8 uL de cada una de estas enzimas:
Proteinasa K (20 mg/ uL) Sigma, N°. Cat. T1503-1 EC 201-064-4 (St. Louis, USA)
y RNasa, Sigma, N°. Cat. T1121 (St. Louis, USA) se agitd vigorosamente e incubd
a 65 °C en un bafo de temperatura controlada PolyScience modelo 71 (Oregon,
USA) 1 h, este tiempo debe de ser exacto. Una vez pasado el tiempo de incubacion
se adicionaron 120 uL de SDS al 10%, posteriormente se colocé inmediatamente
en un bafio de agua a 65 °C durante 10 min, se saco del bafo de agua y se dejo
enfriar. Se adiciond una mezcla de volimenes iguales de fenol/cloroformo (600
uL), y se agitd vigorosamente hasta formar una emulsion. Se centrifugdé en una
microcentrifuga Beckman (Palo Alto, California, E.U.) a velocidad baja de 12 000 g
durante 10 min. Se formaron tres capas, la capa acuosa superior contiene el ADN,
una capa en medio que contiene proteina/restos de células, y la capa de abajo que
es el solvente. Con cuidado se tomd la capa superior y se colocé en un micro tubo.
Si la solucién es turbia, se adiciona TES hasta aclarar la solucion, y se repetir el
paso de fenol/cloroformo hasta no tener mas restos de materiales de proteinas.
Para la solucién del ADN se adicionaron 2.5 volimenes de etanol al 100 % a -20
°C, se mezcl6 suavemente, posteriormente se centrifugd a 12 000 g durante 10
min, después se retird el liquido y se dejo secar el boton celular al aire durante 24

h y se almacené a -20 °C.
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12.6.2 Amplificacion mediante PCR

Se usaron los cebadores pA y 3 (Tabla 7), especificos para bacteria, para amplificar
aproximadamente 1109 pb del gen ADNr 16S. Se realizaron reacciones de 50 ul de
la mezcla de reaccion: 5 plL de amortiguador 10X PCR (200 mM Tris-HCl, pH 8.0,
500 mn KCl), 5 pL de MgCl> (25 mM pH 8.0), 1uL de cada ANTP (10 mM), 1 uL de
Taq polimerasa (1 U/uL), 0.5 uL de cebador pA (1X), 0.5 uL de cebador 3 (1X)y 5
uL de template ADN (10ng/uL) y hasta 50 mL con agua destilada estéril.

El protocolo usado consiste de una desnaturalizacion inicial (94 °C por 3 min),
seguido de 34 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, reconociendo el
cebador a 65 °C por 1.30 min y posteriormente la elongacion a 72 °C por 2 min,
mas un tiempo adicional de 15 min para finalizar el ciclo de la reaccién. La
reacciéon de PCR fue realizada en un termociclador Whatman Biometra T personal
(Goettingen, Germany). Para comprobar la obtencion del producto de PCR del
tamafio adecuado, se realizaron electroforesis en gel de agarosa Invitrogen No.
Cat. 155 100 27 al 0.8 %, con un marcador de peso molecular (1 kb DNA
Extension Ladder). Los productos de la amplificacion del ADN fueron visualizados
por fluorecencia UV fluorescente después de ser tefiidos por bromuro de etidié (10

mg / mL) Bio Rad, No. Cat. 161-0433.

Identificacién de BAL-T Aislada de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probidticos.................. 51



CAPITULO II: IDENTIFICACION DE BAL-T AISLADAS DE PRODUCTOS CARNICOS.......... METODOLOGIA

Tabla 7 Cebadores para PCR utilizados en este estudio

Cebador Secuencia 5- 3’ Posicion Orientacion
pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 9-28 Reversa
3 GTTGCGCTCGTTGCGGGACT 1109-1090 Hacia adelante
Y ACTGCTGCCTCCCGTAGGAG 358-339 Hacia adelante

12.6.3Identificacion por comparacion de la secuenciacion del gen ARNr 16S
Para la purificacion del producto de PCR se utilizd un kit (Quiagen PCR clean up-
kit) No. Cat. 28104, QIAGEN Inc. (Valencia, CA, USA), y se secuenciaron
directamente con el método de terminaciéon de cadena dideoxi (kit ABI PRISM,
3100 Perkin Elmer), usando un secuenciador automatico Applied Biosystems
modelo 373; Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Se secuencié la region
hipervariable V1, con el cebador gamma (20 pmol / ulL). Las identificaciones fueron
basadas en secuencia parcial de comparaciones (correspondiente a posiciones 30 a
338 del gen ARNr 16S de E. coli). Para determinar los parientes mas cercanos de
las secuencias obtenidas se realizaron blusquedas en GenBank usando el programa

BLAST.
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13 RESULTADOS Y DISCUSION

13.1 Propiedades Bioquimicas y Termotolerantes

Se aislaron 68 cepas de bacterias Gram positivas. Mediante las pruebas de catalasa
y oxidasa se descartaron 18 cepas. De las 40 cepas restantes, 18 cepas fueron
nuevamente descartadas debido a que algunas no crecieron en 6.5 % de NaCl y/o
en condiciones anaerobias y algunas cepas fueron heterofermentativas. Las 22
cepas restantes fueron etiquetadas como BAL y se sometieron al siguiente paso

que fue el tratamiento térmico.

Diez cepas resistieron 70 °C durante 30 minutos, por lo que se decidi trabajar
solo con estas cepas a lo largo del estudio; (Tabla 8) se muestran los resultados de

la resistencia al calor de las cepas aisladas.
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Tabla 8 Resistencia al calor de las cepas de bacterias lacticas aisladas de productos

carnicos cocidos

CRECIMIENTO DESPUES DEL TRATAMIENTO TERMICO*

CEPAS 50 °C 60 °C 70 °C

15" 30" 45" 60’ 15° 30" 45’ 60’ 15° 30" 45’ 60’

BAL 158 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BAL22 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+
BAL12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+ 4+
BAL11 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+ 4+
BAL10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
BAL21 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + +
BAL 15¢ ++ ++ ++ ++ + + + + + - - -
BAL18 ++ ++ ++ ++ + + + + + - - -
BAL17 ++ ++ ++ ++ + + + + + - - -

BAL15L ++ ++ ++ ++ + + + 4+ - - - .

- No hubo crecimiento + Poco crecimiento ++ Crecimiento abundante

13.2Valor D

En la Tabla 9 se muestran los valores D obtenidos para las 10 cepas de bacterias
lacticas. Las cepas 15a, 22 y 12 tuvieron valores D mas altos, seguidos por la cepa
11 a 75 °C. Las cepas 21, 15c y 18 tuvieron valores D altos a 70 °C, mientras que

los valores D mas bajos fueron para las cepas 17 y 15L.
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Tabla 9 Crecimiento después del tratamiento térmico y valor-D para BAL aisladas de

productos carnicos cocidos

CEPAS Valor-D (min)

BAL 15a Dysec = 4.00
BAL 22  Dysec = 3.84
BAL 12 Dyssec = 3.38
BAL 11  Dysec = 1.02
BAL 10  D7oc = 0.65
BAL 21  Dyooc = 3.73
BAL 15¢  D7ooc = 3.49
BAL 18  Dyoec =3.46
BAL 17  Dyooc = 0.73

BAL 15L De7ec =2.94

Los valores D encontrados en este estudio son mas altos que los reportados para
BAL termotolerantes aisladas de heces de pollo en Tailandia, para las cuales la
temperatura maxima permisible de crecimiento en caldo MRS fue de 50 °C
(Niamsup y col., 2003). Sin embargo, esos valores D son menores que los valores
reportados para cepas de BAL aisladas de heces de pollo en Senegal, que

obtuvieron con valores Dgoec ¥ Dooec = 2.5 min, pero todavia ligeramente
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superiores que los valores reportados por Sow y col. (2005) para células

vegetativas (D7oec = 10-15 s).

El valor maximo de temperatura observado en las BAL termotolerantes fue de 75
oC, la cual esta cerca de la temperatura interna de coccion utilizada para este tipo
de producto carnico. Las BAL deteriorantes son sensibles al calor, experimentando
la reduccién de la poblacion a 57 °C en menos de 1 min (Franz y von Holy, 1996).
En contraste, las BAL homofermentativas son capaces de sobrevivir a cambios
fisicos (temperaturas bajas y altas) y quimicos (alta acidificacion, inanicion, estrés
oxidativo y osmético) en el medio ambiente a diferentes etapas del ciclo de vida
(manipulacién, fermentacién y su posterior almacenamiento en productos
alimenticios), y al desarrollo de numerosos mecanismos de resistencia al estrés. La
respuesta bacteriana al choque de calentamiento durante el proceso térmico se
caracteriza por el incremento de la expresion de varias proteinas del choque
térmico que luego funcionan como chaperonas, asi como proteasas especificas. La
induccién de estas proteinas a temperaturas subletales aumenta la viabilidad
bacteriana durante posteriores episodios de estrés (Geis, 2007). En productos
carnicos cocidos y empaquetados al vacio, las BAL homofermentativas son
generalmente consideradas microflora no deteriorante. Las cepas de BAL aisladas
son claramente homofermentativas y termotolerantes, lo que significa que pueden
sobrevivir al tratamiento térmico del proceso de manufactura de embutidos

comerciales, y son ademas cultivos iniciadores potenciales que pueden convertirse
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en la flora dominante en productos carnicos durante el almacenamiento,

proporcionando asi una funcion bioprotectora.

13.3 Identificacion Fenotipica y Genotipica de Bacterias Lacticas

Termotolerantes

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en la identificacion fenotipica
y genotipica de las bacterias lacticas termotolerantes. Utilizando el sistema API
(perfil de fermentacion de carbohidratos) nos dan resultados con un 99.9 % de
identificacion. Las cepas identificadas fueron: la cepa 15a como Lactobacillus
brevis, cepas 10a, 15L y 22 como Lactobacillus plantarum 'y cepas 11, 12, 21, 15¢
y 17 como Pediococcus pentosaceus. También produjo un 95.5 % de probabilidad
en la identificacion de la cepa 18 como Lactobacillus plantarum. Los resultados
obtenidos por la identificacion con el método molecular del gen ARNr 16S
produjeron género y especie diferentes del perfil de fermentacion de
carbohidratos. Estos analisis demuestran que las cepas 10a y 18 fueron
identificadas como Enterococcus faecium, las cepas 11, 12, 15a, 15L y 22 como
Pediococcus pentosaceus, las cepas 15¢c 'y 17 son Lactobacillus plantarumy la cepa
21 es Aerococcus viridans. Ambos métodos coincidieron sélo en la identificacion de

las cepas 11 y 12 como Pediococcus pentosaceus.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 10 Identificacion de BAL termotolerantes aisladas de productos carnicos cocidos

con sistema API 50 CH y comparacion secuencias del gen ARNr 16S.

CEPAS API 50CH iden:/i‘;i::cién ARNr 16S iden:/itl”ig:cién
BALS 10a  Lactobacillus plantarum 99.9 Enterococcus faecium 98.0
BALS 11 Pediococcus pentosaceus 99.9 Pediococcus pentosaceus 99.0
BALS 12 Pediococcus pentosaceus 99.4 Pediococcus pentosaceus 99.0
BALS 15a  Lactobacillus brevis 99.9 Pedliococcus pentosaceus 99.0
BALS 15¢c  Pedlococcus pentosaceus 99.9 Lactobacillus plantarum 99.0
BALS 15L  Lactobacillus plantarum 99.9 Pediococcus pentosaceus 99.0
BALS 17 Pediococcus pentosaceus 99.9 Lactobacillus plantarum 99.0
BALS 18 Lactobacillus plantarum 95.5 Enterococcus faecium 98.0
BALS 21 Pediococcus pentosaceus 99.9 Aerococcus viridans 99.0
BALS 22 Lactobacillus plantarum 99.9 Pedljococcus pentosaceus 97.0

Cinco cepas fueron asignadas al género Lactobacillus o Pediococcus por una de las

dos técnicas: las cepas 15c, 15L, 17 y 22 fueron identificadas como Lactobacillus

plantarum o Pediococcus pentosaceus, y la cepa 15a como Lactobacillus brevis o

Pediococcus pentosaceus. Estas diferencias probablemente ocurren porque los

agrupamientos filogenéticos, para la mayoria de los géneros en el grupo de

bacterias lacticas, particularmente Lactobacillus y Pediococcus, no corresponden

con su actual clasificacion basada en caracteristicas fenotipicas, tal como

morfologia de las células y patrones de fermentacion de carbohidratos (Axelsson,
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2004). La fisiologia basada en agrupamientos de algunos géneros de BAL no esta
de acuerdo con la relacion filogenética, por ejemplo, el género Lactobacillus esta
entremezclado con cepas de Pediococcus y Leuconostoc (Stackebrandt y Teuber,
1998). Los datos de la secuencia ARNr 16S confirman que Lactobacillus y
Pediococcus son filogenéticamente cercanos. Estos resultados son similares a los
reportados por Collins y col. (1991) por los datos de secuencia ARNr 16S para 55
especies de Lactobacillus. Ellos observaron tres agrupaciones filogenéticamente
distintas, de los cuales el segundo (designado como un grupo Lactobacillus casei)
contiene 5 especies de Pediococcus 'y 32 cepas de Lactobacillus spp. Claramente,
los datos de la secuencia ARNr 16S para Pediococcusy Lactobacillus indican que el
género taxondmico basado en propiedades fenotipicas tal como morfologia celular
y tipo de fermentacién muy a menudo no corresponden con su ramas filogenéticos

(Holzapfel y col., 2001).

La cepa 21 fue identificada como Pediococcus pentosaceus (perfil de fermentacion
de carbohidratos) y como Aerococcus viridans (ARNr 16S), esto no resulta
sorprendente ya que Aerococcus, Pediococcusy Tetragenococcus constituyen las
BAL en forma de tétradas. Es mas, algunos cepas de Aerococcusy Pediococcus se
han transferido desde un género a otro debido a su proximidad filogenética

(Collins y col., 1990; Axelsson, 2004).
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Las cepas 10a y 18 fueron identificadas como Enterococcus faecium con el método
molecular ARNr 16S vy Lactobacillus plantarum en el perfil de fermentacion de

carbohidratos.

Esto es interesante porque, debido a la similitud morfoldgica, el género
Carnobacterium es indistinguible de Lactobacillus usando una identificacion
fenotipica (Axelsson, 2004). La identificacion presuntiva de estas cepas de BAL
pueden ser un falso positivo para Lactobacillus plantarum, cuando son actualmente
probables cepas de Carnobacterium. Sin embargo, muchos investigadores citan
que Camobacterium es un grupo filogenéticamente muy cercano al género
Enterococcus (Collins y col.,, 1989; Stiles y Holzapfel, 1997; Axelsson, 2004)
identificados con el gen ARNr 16S. El proceso de calentamiento en carnes puede
conferir una ventaja selectiva para las cepas de Enterococcus, se sabe que son una
de las mas termotolerantes de las bacterias no esporuladas. La sobrevivencia de
Enterococcus en productos carnicos fermentados puede contribuir a la
fermentacion, resultando en la produccion de enterocinas con actividad
antimicrobiana contra patdgenos y microorganismos deteriorantes (Franz vy
Holzapfel, 2004). Las cepas de Enterococcus son también usadas como probidticos

(Franz y col., 1999).

Identificaciéon de BAL-T Aislada de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos.................. 60



CAPITULO II: IDENTIFICACION DE BAL-T AISLADAS DE PRODUCTOS CARNICOS... ... CONCLUSIONES

14 CONCLUSIONES

Al realizar la identificacion de las cepas aisladas, se encontré que la identificacion
fenotipica no correspondid en algunos casos con la genotipica, lo cual puede
deberse a la proximidad filogenética o bien a que las bacterias que se aislaron no

estén incluidas en las bases de datos del sistema API (Harwood y col. 2004).

La termotolerancia de algunas BAL es importante para que puedan ser utilizadas
como cultivos bioprotectores en productos carnicos cocidos. Al respecto, las diez

cepas de BAL toleraron temperaturas de 70 °C por 30 min.

Estas cepas identificadas genotipicamente y caracterizadas bioquimicamente
forman parte de la microbiota natural de carnes y de productos carnicos. Las diez
cepas de BAL termotolerantes identificadas son homofermentativas segun
muestran los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas realizadas. De este
modo, podrian ser flora dominante en embutidos cocidos y podrian tener
aplicaciones potenciales como cultivos iniciadores bioprotectores en productos

carnicos cocidos.
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CAPITULO III: PRODUCCION DE METABOLITOS DE BACTERIAS

LACTICAS TERMOTOLERANTES Y ACTIVIDAD ANTAGONICA

15 OBIJETIVO

Conocer la produccion de los metabolitos principales de bacterias lacticas

termotolerantes aisladas de productos carnicos cocidos.

16 PROLEGOMENO

Las bacterias lacticas son un grupo fisiolégicamente diverso de organismos, el cual
es descrito como Gram positivo, cocos o bacilos no esporulados, con acido lactico

como principal producto de la fermentacion de carbohidratos (Axelsson, 1998).

Una caracteristica importante para la clasificacion de las bacterias lacticas es su
patron de fermentacion, que puede ser homo o heterofermentativo, de acuerdo
con la ruta metabdlica seguida y los productos formados. Las bacterias lacticas
homofermentativas producen acido lactico a partir de azlcares. A diferencia de
éstas, las bacterias lacticas heterofermentativas tienen la capacidad de utilizar
diferentes rutas metabdlicas y producen ademas de acido lactico, compuestos
como CO,, acido acético, acetaldehido, diacetilo y etanol (Sharpe y Pettipher,
1983). La produccién de acido lactico y acético por las bacterias lacticas se excreta
al exterior y contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura de los alimentos,
ademas de proporcionar estabilidad inhibiendo tanto a microorganismos patégenos

como a microorganismos causantes del deterioro (Requena y Peldez, 1995).
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Existen diversos estudios sobre la aplicacion de bacterias lacticas como
conservadores de alimentos, los cuales estan enfocados hacia el aislamiento de
bacterias lacticas capaces de producir compuestos antimicrobianos como acidos

organicos y bacteriocinas (Hugas y col., 1995).

Stiles (1996) reporta que existen una serie de caracteristicas que deben reunir las
bacterias lacticas para aplicarlas en la conservacion de carne. Las mejores
candidatas deben provenir de la flora nativa de diversos sustratos alimentarios. Sin
embargo, en carnes para evitar cambios negativos en algunas propiedades
sensoriales como textura, color, sabor y jugosidad, se recomienda que las
bacterias lacticas empleadas tengan un patrén de fermentacion homofermentativo
para evitar la produccién acido acético y COz (Huss y col., 1995), porque la
formacién de CO> en los embutidos lleva a la formacion de agujeros de diferentes
tamafios en el producto. Ademas la produccion de acido acético puede causar un

sabor picante en el producto carnico (Salim y Mayo, 2007).

El efecto inhibitorio de los acidos organicos esta relacionado directamente con la
estructura no disociada de la molécula, siendo este capaz de difundirse a través de
la membrana celular y disociarse en su interior para provocar la muerte de la

célula (Brus y Coote, 1999).
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17 METODOLOGIA

17.1 Metodologia General

Se utilizaron 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes aisladas e identificadas
previamente, estas fueron: 5 cepas de Pediococcos pentosaceus, 2 cepas de
Lactobacillus plantarum, 1 cepa de Aerococcos viridans y 2 de Enterococcus
faecium. Se determind la actividad antagénica de las 10 cepas utilizando como
cepas sensibles 7 microorganismos deteriorantes: Enterococcus sp., Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Brochothrix thermosphacta, Alteromonas
putrefaciens, Pseudomonas fragi 'y Pseudomonas fluorescens, y como patdgenos:
Listeria innocua, Escherichia coli y Salmonella sp. Como algunas bacterias lacticas
pueden ser deteriorantes se probo la actividad antagdnica entre ellas mismas. La
produccién de acido lactico se determind mediante la acidez total titulable y la

produccion de acido acético mediante cromatografia de gases.

17.1.1 Actividad Antagoénica

17.1.1.1 Preparacion de la cepa sensible

Se utilizaron siete cepas deteriorantes: Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae,
Morganella morganii, Brochothrix thermosphacta, Alteromonas putrefaciens,
Pseudomonas fragi y Pseudomonas fluorescens, 3 cepas patogenas: Listeria
innocua, Escherichia coli y Salmonella sp. y las diez cepas de BAL-T: Enterococcus

faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (12),
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Pediococcus pentosaceus (15L), Aerococcus viridans (21), Pediococcus
pentosaceus (22), Lactobacillus plantarum (15¢), Lactobacillus plantarum (17),
Enterococcus faecium (18) y Pediococcus pentosaceus (15a). Esta técnica se
realizd6 para ver la actividad antagdénica de las cepas de bacterias lacticas
termotolerantes. Se inocularon sucesivamente en caldo nutritivo, caldo biotriptasa
o caldo MRS (Difco, Becton Dickinson and Co., Sparks, Maryland, E.U.) segun la
bacteria utilizada se incubaron por 8, 18 y 24 h a 35 °C +/- 2 °C, transcurrido este
tiempo, se tomaron 70 pL de la suspensién de células la cual se inoculé en 10 mL

de agar nutritivo blando (0.8 % agar bacterioldgico).

17.1.1.2 Preparacion de la cepa productora

Las diez bacterias lacticas termotolerantes previamente identificadas: Enterococcus
faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (12),
Pediococcus  pentosaceus (15L), Aerococcus viridans (21), Pediococcus
pentosaceus (22), Lactobacillus plantarum (15¢), Lactobacillus plantarum (17),
Enterococcus faecium (18), Pediococcus pentosaceus (15a). Se inocularon en
medio MRS y se incubaron por 8 y 18 horas a 35 °C +/- 2 °C, transcurrido este
tiempo, las células se separaron por centrifugacion en una centrifuga Beckman
(Palo Alto, California, E.U.) a 12000 g durante 10 min a 4 °C, posteriormente el pH
del sobrenadante se ajusto a 5.8-5.9 con NaOH 1.0 N, en un potenciémetro pH ISE

Meter 50 Beckman (Palo Alto, California, E.U.). Se esterilizd el sobrenadante por
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filtracién a través de una membrana de tipo GS con un tamafio de poro de 0.22

um (Millipore, NO. Cat. GSWP 013 00 Anderson, California, USA).

17.1.1.3 Actividad antagonica

Para evaluar la actividad antagonica, se empled el método de difusion en placas de
agar descrito por Bhunia y col. (1988). En esta técnica la evaluacion de la actividad
antimicrobiana se fundamenta en la difusién del metabolito en un medio de cultivo
sélido que contiene la cepa sensible (Tramer y Fowler, 1964). La difusién en agar
se empled para evaluar la actividad antagdnica con diferentes microorganismos

inclusive entre ellas mismas.

Sobre 10 mL de agar nutritivo, TBS o MRS segun la cepa utilizada, se colocd una
sobrecapa de 10 mL de agar bacterioldgico suave (0.8 %) inoculado con la cepa
sensible. Después las placas se almacenaron a 4 °C para permitir la solidificacion
del agar; posteriormente se realizaron los pozos con la parte superior de una
pipeta pasteur. Cada pozo se llend con 30 pL del extracto libre de células (cepa
productora). Las placas se colocaron a temperatura ambiente durante 30 min con
el fin de permitir la difusién del extracto y después se incubaron a 35 °C +/- 2 °C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, la actividad antagdnica se determind

observando la aparicion del halo de inhibicion de crecimiento.
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17.2 Determinacién de Acidos Organicos
17.2.1 Acidez Total Titulable (ATT) (Produccion de acido lactico)

17.2.1.1 Inoculacion de carne de cerdo

Esta determinacion se realizd por el método descrito por Guerrero y Arteaga,
(1990). Se inocul6 cada una de las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes
en 7.5 mL de caldo MRS a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h hasta alcanzar una
densidad dptica (A=600 nm) de 1.0 (concentracion aproximada de 108 ufc / mL).
Posteriormente se pesaron 150 g de lomo de cerdo y se inocularon por inmersion
en la suspensién de bacterias lacticas (5 % de indculo) se dejaron reposar durante
20 min a temperatura ambiente. Posteriormente la carne se escurrié y se dividio
en porciones de 20 g aproximadamente los cuales se empacaron al vacio en una
empacadora VacMaster modelo SVP 15 (México, Distrito Federal) las muestras se
almacenaron a 10 +/- 2 °C durante 15 dias, la carne sin inocular constituyo el
testigo. A los dias 1, 3, 6, 8, 10, 13 y 15 se realizaron el analisis de acidez total

titulable.

17.2.1.2 Preparacion de la muestra

Se homogeneizaron 20 g de cada muestra de lomo de cerdo con 200 mL de agua
destilada durante 1 min en una licuadora convencional, la mezcla obtenida se filtro
a través de una manta de cielo. El filtrado se aforé a 250 mL con agua destilada. A

25 mL de esta solucién se le adicionaron 75 mL de agua destilada y se realizé una
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titulacion con NaOH al 0.1N, usando fenolftaleina como indicador. Esta
determinacion se realizd por triplicado. Finalmente, la ATT se reporté como % de

acido lactico empleando la Ecuacion 2

Ecuacion 2 Porcentaje de acido lactico

(Vnaor)(N naon)(mequi. acido lactico)(f)
% acido lactico = X 100
Peso de la muestra

Donde:

VnaoH= Volumen de la solucién de NaOH

N = Normalidad

f= Factor de dilucion = mL aforado (250 mL)/ alicuota (25 mL)

mequi.= miliequivalentes de acido lactico = PM (&cido lactico)/1000

17.2.2 Cuantificacion de acido acético (Cromatografia de Gases)

17.2.2.1 Inoculacion de la carne de cerdo

Se inoculd cada una de las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes en caldo
MRS a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h hasta alcanzar una densidad optica (A.=600
nm) de 1.0 (concentracion aproximada de 108 ufc / mL), posteriormente se
pesaron 20 g de lomo de cerdo y se inocularon por inmersion en la suspensién de
bacterias (5 % de indculo) se dejd reposar durante 20 min a temperatura

ambiente. Carne sin indculo constituyd el control. Se empacaron las muestras al
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vacio y se almacenaron a 10 +/- 2 °C durante 8 dias, los andlisis se realizaron

después de 1 y 8 dias de incubacion.

17.2.2.2 Preparacion de la muestra

Las muestras de lomo de cerdo fermentado se analizaron por duplicadoalos 1y 8
dias de almacenamiento. Para la extraccién, se pesaron 5 g de muestra y se
homogeneizaron durante 1 min con 20 mL de agua destilada en una licuadora
convencional. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 8000 g por 10 min a
4 °C. El sobrenadante se filtré6 por medio de un filtro de tipo de membrana de
tefléon con un tamano de poro de 0.45 um (Schleicher y Schuell No. Cat. LLFZ495
Dassel, Germany) y se afor6 a 25 mL. Se ocuparon volimenes de 0.5 uL para

inyectar al cromatégrafo de gases para realizar la cuantificacion de acido acético.

17.2.2.3 Condiciones de cromatografia

La cuantificacién de acido acético se realizd en un sistema de cromatografia de
gases Hewlett Packard Modelo 5890 (Palo alto, C. A. USA), equipado con un
detector de ionizacion de flama y una columna AT-1000. En la Tabla 11 se

muestran las condiciones de corrida del cromatdgrafo.
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Tabla 11 Condiciones cromatograficas para el analisis de acido acético

Parametro Valor
Temperatura 120 °C
Temperatura del inyector 130 °C
Temperatura del detector 150 °C
Flujo 0.5 uL
Tiempo de corrida 8 min

Presion

Para determinar la concentracion de acido acético presente en las muestras, se

elabord una curva patrén a partir de acido acético (0-80 pg / mL).
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18 RESULTADOS Y DISCUSION

18.1 Actividad Antagonica

Las bacterias lacticas aisladas de carnes y de productos carnicos son
probablemente los mejores candidatos para mejorar la calidad microbiolégica de
estos alimentos, debido a que estos microorganismos se han adaptado a las
condiciones en este ambiente y deberian ser mas competitivas que bacterias

lacticas de otras fuentes.

En la Tabla 12 se muestra la actividad antagdnica contra microorganismos
deteriorantes de las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes; los resultados
muestran que las bacterias lacticas utilizadas producen actividad antagoénica contra
Pseudomonas fragi y Pseudomonas fluorescens, pero no la presentan con las
cepas restantes: Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Brochothrix thermosphacta y Alteromonas putrefaciens, bajo las condiciones de
este estudio. Esto es importante ya que aunque la microflora inicial de la carne es
muy variada, la mayoria de los microorganismos que alteran la carne fresca
refrigerada son bacterias de los géneros Pseudomonas y Moraxella, estando
presentes también especies anaerobias facultativas como enterobacterias,
Aeromonas, Alteromonas putrefaciens y microorganismos Gram positivos como

Lactobacillus y Brochothrix thermosphacta (Buchanan y Palumbo, 1985).
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Con estos resultados se corrobora que se pueden utilizar estas bacterias lacticas
como un método de conservacion para aumentar la vida de anaquel de la carne y

productos carnicos.

Tabla 12 Actividad antagonica de bacterias lacticas aisladas de productos carnicos

cocidos sobre microorganismos deteriorantes.

Cepa Productora 11 12 15L 21 22 10a 152 15¢ 17 18

Cepa Sensible

Enterococcus sp. - - - - - - - - - -

Klebsiella pneumoniae - - - - - - - - - -
Morganella morganii - - - - - - - - - -
Brochothrix thermosphacta - - - - - - - - - -
Alteromonas putrefaciens - - - - - - - - - -
Pseudomonas fragi + + + + + + + + +

Pseudomonas fluorescens + + + + + + + + + +

+ Si hay actividad antagénica - No hay actividad antagénica

En la Tabla 13 se muestra la actividad antagonica de las 10 cepas de bacterias
lacticas termotolerantes; en el caso de la cepa Pediococcus pentosaceus (11) y
Lactobacillus plantarum (15c) se observa actividad antagdnica entre ellas. Las
cepas Enterococcus faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus
pentosaceus (15L), Aerococcus viridans (21), Pediococcus pentosaceus (22),
Lactobacillus plantarum (17), Enterococcus faecium (18) vy Pediococcus
pentosaceus (15a) no presentan actividad antagdnica entre ellas mismas bajo las

condiciones de este estudio.
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Tabla 13 Actividad antagonica de bacterias lacticas aisladas de productos carnicos

cocidos sobre ellas mismas.

Cepa Productora 11 12 15L 21 22 10a 15a 15c 17 18

Cepa Sensible

]
]
1
]
]
]
]
-+
1
]

P. pentosaceus (11)

P. pentosaceus (12)

P. pentosaceus (151)
A. viridans (21)

P. pentosaceus (22)
E. faecium (10a)

P. pentosaceus (15a)

L. plantarum (15c) + - - - - - - - - -
L. plantarum (17) - - - - - - - - - -
E. faecium (18)

+ Si hay actividad antagénica - No hay actividad antagénica
La finalidad de este estudio fue conocer el efecto inhibitorio entre las mismas
bacterias lacticas, ya que algunas de ellas pueden ser deteriorantes. Las bacterias
lacticas producen metabolitos secundarios que pueden inhibir cepas de algunas
especies cercanamente relacionadas a la cepa productora. Schillinger y Lucke
(1989) encuentran que L. sake produce una bacteriocina que ellos denominaron
sakacina A, la cual solo inhibia otras bacterias lacticas. Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus helveticcus y Lactobacillus plantarum producen también bacteriocinas
inhibidoras solo de otras bacterias lacticas (Daeschel y col., 1983, citado por
Schillinger y Lucke, 1989). En estudios similares, Todorov y col. (1999) reportan

que Lactobacillus plantarum ST31 produce una sustancia antimicrobiana
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(plantaricina) que inhibe a cepas de los géneros Lactobacillus, Pediococcus,

Streptococcus, Bacillus'y algunos tdxico-patogénicas incluyendo S. aureus.

En la Tabla 14 se muestra la actividad antagénica contra microorganismos
patégenos (E£. coli, Salmonella y Listeria innocua) de las 10 cepas de bacterias
lacticas termotolerantes, ninguna tuvo efecto sobre los microorganismos utilizados

bajo las condiciones de este estudio.

Tabla 14 Actividad antagdnica de bacterias lacticas aisladas de productos carnicos

cocidos sobre microorganismos patdgenos.

Cepa Productora 11 12 15L 21 22 10a 15a 15c 17 18

Cepa Sensible

Listeria innoccua

Escherichia coli

Salmonella sp. - - - - - - - - - -

+ Si hay actividad antagénica - No hay actividad antagénica

Algunos autores han reportado que existen varios factores que influyen en la
actividad antagonica de las bacterias como el pH, tipo de cepa, composicidon del
medio, tiempo de incubacién y temperatura éptima (Yang y Ray, 1994). Silva y col.
(1987) obtuvieron baja actividad antagoénica contra Staphylococcus aureus,
utilizando cepas de Lactobacillus sakei y Lactobacillus salivarius pero no

demostraron actividad contra Listeria innocuay Listeria monocytogenes.

Lemus y col. (1991) estudiaron 10 cepas de Lactobacillus productoras de

bacteriocinas aisladas de cortes de carne; se probo su actividad inhibitoria contra 4
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cepas de L. monocytogenes, 2 cepas de Aeromonas hydrophila 'y 2 cepas de S.
aureus. Ellos encontraron que 8 cepas de Lactobacillus tuvieron actividad
inhibitoria contra todas las cepas utilizadas como cepas indicadoras y por lo tanto,
concluyeron que el uso de Lactobacillus productores de bacteriocinas puede

constituir un medio natural de conservacion.

Helander y col. (1997) reportaron inhibicién de microorganismos gram negativos
pero ellos atribuyeron esta inhibicion a la produccién de acidos organicos y no a la

produccion de bacteriocinas.

Ferreira y col. (2003) aislaron 484 bacterias lacticas de salami italiano (dentro de
las cuales se encontraron especies de Leuconostoc mesenteroides, subsp.
cremoris, Lactobacillus bifermentansy Lactobacillus alimentarius), y determinaron
la actividad antagdnica contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella enteriditis y Escherichia coli ATCC25922; los resultados que obtuvieron
mostraron que 115 cepas de BAL aisladas de salami italiano inhibieron al menos
dos de los microorganismos patdgenos ya mencionados, teniendo mayor inhibicién
contra Listeria monocytogenes. Ellos concluyeron que el uso de estos
microorganismos como cultivos iniciadores en la elaboracién de embutidos

fermentados puede incrementar la seguridad para el consumo de estos productos.
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18.2 Determinacion de Acidos Organicos (lactico y acético)

La fermentacion lactica genera sabores y olores caracteristicos, algunos debido a la
presencia de acidos organicos de cadena corta como acido lactico, acético,
propidnico, etc. (Lucke, 2000), los cuales en muchas ocasiones son muy
apreciados en la elaboracion de productos carnicos. Sin embargo, la produccion de
tales compuestos podria tener algin impacto sobre el sabor y el olor de la carne y
de productos carnicos y por lo tanto, afectaria la aceptacién por parte del

consumidor.

18.2.1 Produccién de acido lactico

Los principales mecanismos por los cuales las bacterias lacticas reprimen a sus
competidores son por la formacion de acido lactico, acido acético y bacteriocinas
(Helander y col., 1997).

Muchos acidos organicos y sus sales tienen la capacidad de inhibir la proliferacion
de microorganismos deteriorantes y patdgenos en los alimentos. Las sales de los
acidos organicos de cadena corta han sido clasificadas en la lista de GRAS para
usos como emulsificante, potenciador de sabor y agente de control de pH en
algunos alimentos (De Koos, 1992).

En las Figuras 3 a la 12 se muestran los resultados de la produccién de acido
lactico de las cepas Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (12),
Pediococcus pentosaceus (15L), Aerococcus viridans (21), Pediococcus

pentosaceus (22), Enterococcus faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (15a),
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Lactobacillus plantarum (15c), Lactobacillus plantarum (17) y Enterococcus
faecium (18); todas las cepas produjeron niveles de acido lactico mayor que el
testigo (muestra de carne sin indculo sometida a las mismas condiciones que todas
las muestras) durante los 15 dias de almacenamiento, produciendo Ila
concentracion mas alta entre los dias 8 y 10 en todas las cepas de BAL-T. Esto se
debe a su caracter homofermentativo; teniendo como principal producto de la
fermentacion, acido lactico (Gonzalez y col., 2000).

Por otra parte, la concentracion de acido lactico producida en el testigo, se debid a
la flora nativa de BAL de la carne, en las que se incluyen especies: Carnobacterium
piscicola, Carnobacterium divergens, Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus,
Lactobacifllus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc gelidum y

Leuconostoc carnosum (Hugas, 1998).

254

% de Acido Lactico

Tiempo de almacenamiento (dias)

—&— Testigo —— Indculo

Figura 3 Produccion de acido lactico por Pediococcus pentosaceus (11) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 4 Produccion de acido lactico por Pediococcus pentosaceus (12) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 5 Produccién de acido lactico por Pediococcus pentosaceus (15L) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 6 Produccion de acido lactico por Aerococcus viridans (21) en carne de cerdo

almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 7 Produccién de acido lactico por Pediococcus pentosaceus (22) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 8 Produccion de acido lactico por Enterococcus faecium (10a) en carne de cerdo

almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 9 Produccion de acido lactico por Pediococcus pentosaceus (15a) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 10 Produccion de acido lactico por Lactobacillus plantarum (15c) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 11 Produccion de acido lactico por Lactobacillus plantarum (17) en carne de

cerdo almacenada durante 15 dias a 4 °C.
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Figura 12 Produccién de acido lactico por Enterococcus faecium (18) en carne de cerdo

almacenada durante 15 dias a 4 °C.

Borch y Agerhem en 1992, obtuvieron un aumento en la produccion de acido
lactico aproximadamente entre 80 y 150 mg /100 g de carne durante el
almacenamiento, usando como indculo Lactobacillus sp. 93 SMRICC. Este
comportamiento se debid a que el empleo de vacio, favorecid las condiciones
anaerobias ideales para el desarrollo de cultivos bioprotectores, asi como la
produccion de sus metabolitos, entre ellos el acido lactico.

Minor y col. (2002) evaluaron la inoculacion de S. carmosusy L. alimentarius para
la conservacién de carne fresca de cerdo. La carne se almacené a 4 °C durante 96
h, se determind la cantidad de acido lactico por cromatografia de gases, sus
resultados mostraron que la produccion de acido lactico se incrementa

constantemente hasta las 48 h de almacenamiento, con un valor de 4.25 y 4.11
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mg / mL respectivamente, para posteriormente reducirse a valores de 2.88 y 2.78
mg / mL, ellos concluyen que pueden ser empleadas en la elaboracion de
embutidos para mejorar la calidad microbioldgica de la carne de cerdo teniendo

mayor relevancia que en color y textura.

18.2.2 Cuantificacion de acido acético por cromatografia de gases
En el primer dia de almacenamiento, el control (carne de cerdo sin inocular)
presentd una concentracién de acido acético de 2.15 pg / mL, siendo éste el valor
minimo (Tabla 15). En el resto de las muestras las concentraciones se
multiplicaron desde cerca de 5 hasta mas de 15 veces el valor del control.
En el octavo dia de almacenamiento, el comportamiento de 4 de las cepas
(Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (15L), Aerococcus
viridans (21) y Pediococcus pentosaceus (15a)), fue similar al del control con una
disminucion de la concentracion de acido acético, mientras que las otras seis
(Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (22), Enterococcus
faecium (10a), Lactobacillus plantarum (15c), Lactobacillus plantarum (17) y
Enterococcus faecium (18)) incrementaron la concentracion del mismo como se
puede observar en la misma Tabla 15.
Debido a que la caracterizacidon bioquimica sefala un caracter homofermentativo
de las cepas estudiadas en este trabajo (Ramirez-Chavarin, 2005), la produccion
de acido acético se puede explicar por la presencia de BAL nativas y otros

microorganismos en la carne, capaces de crecer en condiciones anaerdbias
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(Jackson y col., 1997). Otra explicacién, es que cuando se lleva acabo la
fermentacion homolactica se puede producir una mezcla de acidos organicos,
debido a una concentracion de glucosa limitante, a un incremento de pH y
temperatura, o la fermentacion de azlcares diferentes a la glucosa. En estos
casos, la diferencia radica en el metabolismo del piruvato, el cual ademas de
producir acido lactico produce otros acidos organicos como acético (Hofvendahl y
Hahn-Héagerdal, 2000). Generalmente las bacteria lacticas que producen mas acido
acético (aproximadamente entre 1-2 %) son las heterofermentativas, en las que se
incluyen las especies: Lactobacillus (L. brevis y L. buchneri)) y Leuconostoc (L.

mesenteroides, L. dextranicumy L. cremoris). (Larpent, 1995).

Tabla 15 Produccion de acido acético por las bacterias lacticas termotolerantes en un

sistema de carne de cerdo almacenado 1y 8 dias a 4 °C.

Tiempo de almacenamiento a 4 °C dial dia 8
Muestras Concentracion de acido acético (ng/mL)
control 2.15 1.43
Pedjococcus pentosaceus (11) 38.32 25.04
Pedliococcus pentosaceus (12) 12.63 24.50
Pedjococcus pentosaceus (15L) 20.99 16.54
Aerococcus viridans (21) 20.62 15.69
Pedliococcus pentosaceus (22) 14.04 16.54
Enterococcus faecium (10a) 17.97 30.87
Pedjococcus pentosaceus (15a) 27.82 17.12
Lactobacillus plantarum (15c) 10.26 29.12
Lactobacillus plantarum (17) 13.38 17.12
Enterococcus faecium (18) 27.09 28.72

En otros estudios Quintero (2001) determino la cantidad de acido acético utilizando

cromatografia liquida de alta presién en carne de pollo inoculada con L. /actis subs.
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lactis ATCC 11454 y S. carnosus MC-1-0204 almacenada durante 8 dias. Se
observé que la concentracion de acido acético se incrementa durante el tiempo de
almacenamiento independientemente del indculo, obteniendo valores de 13.65,
29.51, 102.88 mg / 100 g de carne. En nuestro caso la produccion de acido acético

fue minima comparada con los valores que obtuvo Quintero (2001).
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19 CONCLUSIONES

Las bacterias lacticas termotolerantes solo produjeron actividad antagénica en
contra del género Pseudomonas, bajo las condiciones utilizadas en este estudio.
Sin embargo, una de las bacterias lacticas produjo actividad antagonica contra otra
bacteria lactica. Todas ellas tuvieron una buena produccion de acido lactico debido
a su caracter homofermentativo, pero la produccion de acido acético fue menor.
Estos resultados indican que estas bacterias podrian ser aplicadas en productos
carnicos, debido a que tienen efecto positivo de inhibicion sobre el género
Pseudomonas que es predominante en la carne y productos carnicos en

refrigeracion, ocasionando deterioro de la misma.
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CAPITULO IV: EVALUACION DE BACTERIAS LACTICAS

TERMOTOLERANTES COMO PROBIOTICOS.

20 OBJETIVO

Evaluar algunas caracteristicas para uso como probidtico de bacterias lacticas

termotolerantes en productos carnicos cocidos.

21 PROLEGOMENO

La relacion entre alimentos y salud se ha investigado durante muchos afios. Estos
estudios han permitido el desarrollo del concepto de un alimento funcional como
un alimento o ingrediente alimentario con efecto positivo sobre la salud, mas alla
de su valor nutritivo (Huggett y Verschuren, 1996). En afos mas recientes, la
atencion se ha dirigido hacia los aditivos alimentarios que pueden ejercer un efecto
positivo en la microflora del tracto gastrointestinal humano vy, por lo tanto, hacia
los probidticos (Ziemer y Gibson, 1998). Los probidticos, se han definidko como
microorganismos vivos afiadidos a un alimento que ejercen un efecto beneficioso a
la salud humana mediante la mejora del balance de la microflora intestinal (Fuller,
1989). Se ha visto que poseen varias propiedades tales como: accién antagonica,
produccion de sustancias antimicrobianas y modulacion de la respuesta inmune
(Dunne y col., 1999). Para seleccionar una cepa como probidtico se requiere que
se cumpla con ciertas caracteristicas fisioldgicas, dentro de las principales se

encuentran (Tomasik y Tomasik, 2003): Sobrevivencia a través del tracto
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gastrointestinal, tolerancia a pH bajo, tolerancia a bilis la cual se encuentra en
forma de acido glicocdlico o taurocdlico y desoxicolato de sodio (Madigan vy col.,
2006) y la adhesion al mucus intestinal y a células epiteliales intestinales. Se han
propuesto dos posibles mecanismos que producen efectos benéficos de las
bacterias lacticas en el tracto gastrointestinal, estos son: a) la produccién de
sustancias antimicrobianas tales como acido lactico y bacteriocinas, y b) la
adherencia a la mucosa, co-agregacion y autoagregacion para formar una barrera
que impida la colonizacién por patdégenos (Ehrmann y col., 2002).

Muchas propiedades diferentes son usualmente investigadas in vitro para
determinar si una cepa especifica podria ser seleccionada como probidtico, tales
como la tolerancia a pH bajos, tolerancia a sales biliares, adhesiéon a la pared
intestinal, por mencionar algunas. Pennacchia y col. (2004) aislaron e identificaron
25 cepas de Lactobacillus plantarum de embutidos secos fermentados
tradicionales, las cuales fueron capaces de resistir a pH bajo y crecer en
condiciones simuladas del ambiente intestinal, asegurando su valor como
probidticos. Arihara y col. (1998) encontraron que cepas de Lactobacillus gasseri
JCM1131 pueden ser aplicadas en carnes fermentadas para aumentar la seguridad

de éstos productos debido a su potencial probidtico.
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22 METODOLOGIA

Se emplearon 10 bacterias lacticas termotolerantes previamente identificadas
mediante pruebas bioquimicas, fermentacion de carbohidratos (Sistema API) e
identificacién genotipica como: 4 cepas de Pediococcus pentosaceus, 3 cepas de
Lactobacillus plantarum, 2 cepas de Enterococcus faeciumy 1 cepa de Aerococcus
viridans. A estas cepas se les realizaron las siguientes pruebas para determinar si
reunian ciertas caracteristicas para poder considerarlas como probidticos:
tolerancia a pH acido, sobrevivencia a jugo gastrico simulado, tolerancia a acido
taurocdlico y bilis, coagregacion, agregacion y adherencia a células epiteliales HEp-

2.

22.1 Tolerancia a pH Acido

Para evaluar la tolerancia de pH bajos, se empled el método descrito por Ehrmann
y col. (2002), el cual se fundamenta en que el pH de los fluidos del estdmago es
bajo, aproximadamente de 2.0; esto hace que se pueda considerar una barrera de
entrada a bacterias que puedan actuar como probidticos en el tracto
gastrointestinal (Suskovic y col., 1997).

Se inoculé cada una de las cepas de bacterias lacticas termotolerantes en caldo
MRS (De Man y col., 1960) Difco, N° Cat. 288130, (Detroit, Mich., EUA) y se
incubd a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h en una incubadora Felisa 133 (Guadalajara
Jalisco, México); una vez transcurrido este tiempo se inoculé en un medio de

cultivo fresco de MRS y se incubd a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h. Posteriormente
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se centrifugd a 5000 g por 10 min a 4 °C en una centrifuga Beckman (Palo Alto,
California, E.U.), después la biomasa se lavd dos veces con una solucién de
amortiguador de fosfatos 1X (PBS= Na:HPOs (10.9 g / L), NaH2PO4 (3.2 g / L),
NaCl (90 g / L), pH 7.2) estéril, se ajustd el pH a 7.2 y se resuspendio en PBS 1X.
Se diluyd cada cepa 1/10 en PBS 1X donde se ajusté aun pH de 0.5, 1,2, 3,4y 5
con un potenciémetro pH ISE Meter 50 Beckman (Palo Alto, California, E.U.).
Posteriormente se incubd durante 1, 2 y 4 h. Las bacterias se inocularon en medio
MRS y se incubaron en condiciones anaerobias a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h. La

sobrevivencia de bacterias se determind por conteo en placa.

22.2 Sobrevivencia a Jugo Gastrico Simulado

La sobrevivencia de las bacterias en el jugo gastrico depende de su capacidad para
tolerar pH bajos. El valor de pH por el HCl excretado en el estdmago es de 0.9,
pero la presencia de los alimentos hace que éste suba a 2.0 (Erkkila y Petaja,
2000). La metodologia utilizada fue la reportada por Beumer y col. (1992). Se
inoculd cada una de las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes en caldo
MRS a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h hasta alcanzar una D.O de 1.0 a 600 nm
(concentracion aproximadamente 108 ufc / mL); posteriormente se inocularon 10
uL de la suspensién bacteriana en 10 mL de jugo gastrico simulado (2.05 g / L de
NaCl, 0.60 g / L de KH2PO4, 0.11 g / L de CaCly, 0.37 g/ L de KCI, 0.05 g/ L de
bilis de porcino, 0.1 g / L de lizosima y 0.0133 g / L de pepsina) a pH 2.0, se

incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 90 min, se tomaron muestras en periodos de

Identificacion de BAL-T de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos 90



CAPITULO IV: EVALUACION DE BAL-T COMO PROBIOTICOS METODOLOGIA

0, 30, 60 y 90 min., se realizaron diluciones 10! y 102, posteriormente se
inocularon 100 uL en cajas con agar MRS las cuales se incubaron a 35 °C +/- 2 °C

durante 48 h. La sobrevivencia se midié por conteo en placas con agar MRS.

22.3 Tolerancia a Acido Taurocélico y Bilis

Las sales biliares son de gran importancia en la sobrevivencia y crecimiento de las
bacterias lacticas en el tracto gastrointestinal, por lo tanto, la resistencia es un
prerrequisito para poder ser consideradas como probidticos (Havenaar y col.,
1992). El crecimiento en bilis se evalto utilizando la metodologia reportada por
Pedersen y col. (2004) y el crecimiento en taurocolato de sodio por la metodologia
descrita por Ehrmann y col. (2002). En el presente trabajo se utilizaron dos
diferentes tipos de sales biliares: extracto de bilis de porcino Sigma, No. Cat.
B8631, (St. Louis, USA) y acido taurocolico Sigma, No. Cat. T4009 (St. Louis, USA)
para ver el crecimiento en las dos formas (conjugadas como &c. glicolico y ac.
taurocdlico y reconjugadas como desoxicolato de sodio) de las sales biliares.

Se inoculé cada una de las cepas de bacterias lacticas termotolerantes en caldo
MRS vy se incubd a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h; una vez trascurrido este tiempo,
se inocularon 100 pL de la suspensién bacteriana en 10 mL de caldo MRS
suplementado con 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 y 2.0 % de extracto de bilis de porcino y en
taurocolato de sodio a 7 mmol / L, y se incub6 a 35 °C +/- 2 °C durante 7 h,
monitoreando el crecimiento cada hora; se midid la absorbancia en un

espectrofotémetro Beckman DU modelo 650 (Palo Alto, California, EUA) a 600 nm.
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22.4 Coagregacion

A la capacidad de algunas especies de Lactobacillus de formar una barrera para
prevenir la colonizacion por patdgenos se le llama coagregacion (Schachtsiek y
col., 2004; Schellenberg y col., 2006).

La coagregacion fue realizada de acuerdo con Yuki y col. (2000), con ligeras
modificaciones. Se inoculd cada una de las cepas de bacterias Ilacticas
termotolerantes en caldo MRS y se utilizaron las cepas de £ coli 0139:H26 y
Salmonella parera IV 011:Z4Z23, las cuales se sembraron en caldo BT (Caldo
Biotriptasa) Bioxon, No. Cat. 141, (Edo. Méx., México), se incubaron a 35 °C +/- 2
°C durante 24 h; una vez trascurrido este tiempo, se realizaron diluciones de la
suspension de las cepas de BAL-T hasta alcanzar una densidad 6ptica (A=600 nm)
de aproximadamente de 1.0 (correspondiente a 108 ufc / mL); y de las cepas de E.
coli 0139:H26 y Salmonella parera IV 011:Z4Z23 hasta alcanzar una densidad
optica (A=600 nm) de 0.6 (concentracion aproximadamente 10° ufc / mL);
posteriormente la suspensién bacteriana se centrifugdé a 7000 g durante 10 min a
4 oC. Las células se lavaron tres veces con solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS, 0.1M) y se resuspendieron en el mismo volumen del amortiguador; se ajustod
la densidad optica (A=600 nm) a 0.5 células de BAL-T y a 0.5 (A=600 nm) células
E. coli0139:H26 y Salmonella parera IV 011:724723. Se mezclaron ambas cepas a
un volumen total 1:1 y se agitd durante 5 min. Posteriormente se incubaron a 35

°C +/- 2 °C durante 4 h, y se midié la absorbancia a 600 nhm para la mezcla de
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suspensiones bacterianas y para la suspension de cada una de las cepas (BAL-T, £.
coli 0139:H26 y Salmonella parera IV 011:24Z23). El porcentaje de coagregacion
fue calculado con la Ecuacion 3:

Ecuacion 3 Coagregacion (Handley y col., 1987)

(A patogeno + A BaL) / 2 — A mezcla

X 100 %
(A patogeno + A BaL) / 2

22.5 Autoagregacion

El fendbmeno de autoagregacion que es la agregacion bacteriana entre
microorganismos del mismo género, es importante para mantener las poblaciones
microbianas en diferentes superficies de la mucosa (Jankovic y col., 2003).

La autoagregacioén fue realizada de acuerdo con Collado y col. (2007), con ligeras
modificaciones. Se inoculd cada una de las cepas de bacterias Ilacticas
termotolerantes en caldo MRS, se incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h; una
vez transcurrido este tiempo, se realizaron diluciones hasta alcanzar una densidad
optica (A.=600 nm) de aproximadamente 1.0 (correspondiente a 108 ufc / mL);
posteriormente se centrifugd a 3200 g durante 20 min a 4 °C. Las células se
lavaron tres veces con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, 0.1M) y se
resuspendieron en el mismo volumen del amortiguador; se ajustd la densidad
optica (,=600 nm) a 1.0, se incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 2 y 24 h; una vez
transcurrido el tiempo de incubacion se midié la absorbancia de las BAL-T. El

porcentaje de autoagregacion fue calculado con la Ecuacion 4:
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Ecuacion 4 Autoagregacién (Reniero y col., 1992)
1'(A tiempo /A inicial) x 100
Donde:
A tempo = Representa la absorbancia a 600 nm de los diferentes tiempos de

incubacion (2 y 24 h).

A inicial = Representa la absorbancia a 600 nm antes del periodo de incubacion.

22.6 Ensayo de Adherencia a Células HEp-2

Se utilizd la linea celular HEp-2 (células carcinomas de laringe humano) estas
células se utilizan normalmente para detectar la capacidad adherente de E£. coli
(Vidal y col., 2007), debido a que es un sistema modelo celular in Vitro, de igual
forma que la linea celular Caco-2 y HT-29 que han sido extensivamente usadas
para evaluar las propiedades adhesivas de cepas probidticas (Tuomola y Salminen,
1998; Blum y col., 1999) /n vitro. La técnica utilizada fue descrita por Cravioto y
col. (1979). Se requirié un frasco de 75 mL para cultivo celular con 20 mL de
medio minimo esencial de Eagle (MEM) Gigco Laboratories, N°. Cat. 410-1700EF

(New York, USA) y una monocapa de células HEp-2 al 80 % de confluencia.

22.6.1 Dia 1 Obtencion de la suspension bacteriana

Se inoculd por cada cepa, tubos con 3 mL de caldo MRS con D-manosa Sigma, No.
Cat. 3458-28-4 (St. Louis, USA) al 1 % y se incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 18

h.
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22.6.2 Dia 2 Preparacion de la placa de propileno de 24 pozos

Se colocaron lentejas de plastico en cada pozo de la placa con una pinza flameada.
Se vacié el medio MEM del frasco de cultivo de células HEp-2, se adiciond 1 mL de
tripsina al frasco para enjuagar y se desechd la tripsina. Nuevamente se adiciond 1
mL de tripsina al frasco con células por 5 min para el desprendimiento de la
monocapa. Se adicionaron 29 mL de MEM. Se adicioné 1 mL de la suspension (2.5
x 10° células / mL) en cada uno de los pozos de la placa. Después de cada 6 pozos
llenados se repipeted la suspension de células para tener la suspension
homogénea. La placa se incubd a 37 °C en atmdsfera de CO; al 5 % y de
humedad 85 % en una incubadora Baxter Scientific Products ultra-tech W] 301 D,

durante 24 h para obtener la monocapa al 90 % de confluencia.

22.6.3 Dia 3 Ensayo de Adherencia.

En condiciones de esterilidad se desechd con pipeta Pasteur 1 mL de medio de
cada uno de los pozos. Se lavaron las células de los pozos con 1 mL de PBS 1X, se
resuspendid 3 veces y se desecho el sobrenadante. Se adicioné 1 mL de PBS 1X. El
cultivo bacteriano se centrifugd 15 min a 2000 g, se elimind el sobrenadante y el
botdn bacteriano se resuspendié en 1 mL de PBS 1X. Se mezclaron en un agitador
los tubos para disolver el botdon celular. En un microtubo estéril de 1 mL se
adicionaron 850 pL de MEM (sin suero, sin antibidtico), 100 puL de D-manosa al 10

% (concentracion final de 1 %) y 50 pL de la suspension bacteriana
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(concentracion final 1.0 x 108 ufc / mL) resuspendida en PBS 1X. Se retird el PBS
1X de los pozos de la placa con la monocapa celular y se agregd la suspension
bacteriana (1 mL); se incubd a 37 °C durante 3 h en atmdsfera CO2 5 %. Después
de las 3 h de incubacion, se realizaron lavados con 1 mL de PBS estéril por
triplicado. Sucesivamente se realizd el fijado con metanol concentrado (500 pL)
dejandolo 1 min; posteriormente se adicioné 1 mL de colorante Giemsa Merck,
(Darmstadt, Alemania) se dejé tefiir durante 20 min y por ultimo se lavd 3 veces
con 1 mL de agua desionizada para eliminar el exceso de colorante. Después se
hizo un deshidratado de las células, tomando con pinzas cada lenteja y pasando
30s en cada una de las siguientes soluciones: acetona, acetona 50 / xileno 50, y
xilol 100. Inmediatamente se montaron las lentejas en un portaobjetos con una
resina (balsamo de Canada), se colocd la lenteja con la monocapa celular hacia
arriba y se adicioné una gota de resina sobre cada una de ellas. Se dejo secar
durante 24 h. Una vez secas las preparaciones se observaron en un microscopio
Zeiss Axiolab (West Germany) y se tomaron fotografias utilizando una cdmara HBO
50 integrada en el microscopio. El estudio se realizo por triplicado. La adhesién se
observé al microscopio y se anotd positiva si mas de 10 bacterias lacticas se
adhieren por célula epitelial HEp-2. Por otra parte también se observé su patron de

adherencia.
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23 RESULTADOS Y DISCUSION

23.1 Tolerancia a pH Acidos

La tolerancia a pH bajos y sales de bilis es de gran importancia en la sobrevivencia
y crecimiento de bacterias en el tracto gastrointestinal y por lo tanto, estas
caracteristicas son uno de los principales prerrequisitos para que una bacteria sea

considerada probidtica (Havenaar y col., 1992).

En la Tabla 16 se observan los resultados del crecimiento de las BAL-T a diferentes
valores de pH. Todas las cepas demostraron buen crecimiento en un periodo de
incubacion de 4 h a valores de pH 4 y 5; esto se debe a que el pH éptimo de las
bacterias lacticas es entre 4.5 a 6.5 (Prescott y col., 1999). A valoresde pH 1, 2 y
3 la cepa Enterococcus faecium (10a) solamente tuvo un ligero crecimiento a 1 h
de incubacion; posteriormente no sobrevividé mas tiempo. En el caso de la cepa
Enterococcus faecium (18) se presenta poco crecimiento a los valores de pH de
0.5, 1, 2 y 3 durante 1, 2 y 4 h de incubacion. Por otra parte, la cepa Lactobacillus
plantarum (17) fue capaz de tener una buen crecimiento a los diferentes valores
de pH durante 1 h de incubacién; sin embargo, a 2 y 4 h ya no hubo crecimiento.
Se ha reportado que algunas bacterias lacticas pueden sobrevivir y desarrollarse
en presencia de un pH relativamente bajo debido a que poseen un sistema de
transporte simultaneo de acido lactico y de protones al exterior celular (Requena y

Pelaez, 1995).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 16 Tolerancia a pH bajos de bacterias lacticas termotolerantes aisladas de

productos carnicos cocidos.

Tiempo (h)

pH

Cepa

05 1 2 3

0.5

5

0512 3 4 5

P. pentosaceus (11)
P. pentosaceus (12)
P. pentosaceus(15L)
A. viridans (21)

P. pentosaceus (22)
E. faecium (10a)

P. pentosaceus(15a)
L. plantarum (15c)
L. plantarum (17)

E. faecium (18)

+++

++  HHE HHE HHE

+ + + +

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+H+ HH+

+

+

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+H+ H++

+++ Buen crecimiento, ++ Crecimiento moderado, + Poco crecimiento, - No hay crecimiento

En estudios similares,

Goldin y col.

(1992)

reportaron sobrevivencia de

Lactobaciflus GG cuando fue sometido a pH 3 durante 4 horas. Charteris y col.

(1998) encontraron que L. casei 212.3 y Lactobacillus GG tuvieron un buen

crecimiento cuando se sometieron a un pH de 2.3 durante 3 horas; basados en

estas caracteristicas ellos las clasificaron como intrinsicamente tolerantes; es decir,

que podria ser considerado intrinsecamente resistentes al transito gastrico

humano, para llegar a la parte superior del intestino delgado, con un ndmero
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elevado de microorganismos después de la ingestién en el ayuno. En contraste,
cuando crecieron L. casei F19 este microorganismo cuando fue sometido a las
mismas condiciones demostrd una disminucion de 10° ufc / mL a 103 ufc / mL y
ellos lo consideraron como intrinsicamente sensible, es decir, que no toleran las
condiciones del tracto gastrointestinal.

Jacobsen y col. (1999) estudiaron la sobrevivencia de 44 cepas de Lactobacillus;
ellos reportaron que 29 cepas pudieron sobrevivir un pH de 2.5 durante 4 h.
Mishra y Prasad (2005) trabajaron con 99 cepas de Lactobacillus casei;, todas estas
cepas fueron capaces de resistir un pH de 3 durante 3 h de incubacion; sin
embargo, tuvieron 2 cepas de Lactobacillus casei NCDC 17 y Lactobacillus casei C1
que resistieron valores de pH de 2. Las bacterias por lo general son sensibles a los
valores de pH bajos que se encuentran en el estdmago (Conway y col., 1987).

Se ha reportado que las bacterias lacticas tipicamente encontradas en los
alimentos no sobreviven a las condiciones gastricas y al pasaje del tracto
gastrointestinal del humano (Hammes y col., 1997; Jin y col.,, 1998). Pero es
posible seleccionar cepas que cumplan con estas caracteristicas, para que puedan
actuar como probidticos. Se ha visto que para su efecto benéfico es mas
importante que los probidticos sean consumidos dentro de una matriz de un
alimento. Las bacterias pueden sobrevivir en condiciones acidas /n vitro cuando
son inoculadas en la superficie de un alimento sélido, mientras que el mismo nivel

de acidez es letal para el indculo en un caldo acidificado.
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La leche ha demostrado ser un excelente vehiculo para las bacterias probioticas
probablemente debido a su alta capacidad amortiguadora (Saxelin, 1998). La carne
también actla como un amortiguador en un medio ambiente acido y por lo tanto,
también puede proteger a las bacterias de ambientes hostiles. El
efecto protector de algunos alimentos solidos puede ser debido al aumento del pH
del microambiente de las bacterias en la superficie del alimento (Waterman y
Small, 1998).

En nuestros resultados, la respuesta de las cepas de BAL-T a estas condiciones
hostiles fueron similares; la mayor parte de las cepas no resistieron valores de pH
bajos, sin embargo, existen otros medios para llegar al tracto gastrointestinal,
como es la microencapsulacion para mejorar la sobrevivencia de las bacterias
probidticas cuando se exponen a condiciones acidas, a sales biliares y tratamientos

térmicos (Ding y Shah, 2007).

23.2 Sobrevivencia a Jugo Gastrico Simulado

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de las bacterias lacticas
termotolerantes a la sobrevivencia de jugo gastrico simulado; tres cepas de
Pediococcus pentosaceus (11, 15L y 15a), Aerococcus viridans (21) y Enterococcus
faecium (18) mantienen constante su viabilidad durante los 90 min de incubacion
(Figura (@)); la cepa Pediococcus pentosaceus (12) y dos cepas de Lactobacillus
plantarum (15c y 17) tuvieron la reduccién de un ciclo logaritmico en los primeros

30 min de incubacion; la cepa Pediococcus pentosaceus (22) tuvo una reduccion
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de 2 ciclos logaritmicos a los 60 min de incubacion y Enterococcus faecium (10a)
redujo su crecimiento 1.5 ciclos logaritmicos durante 60 min de incubaciéon (Figura

(b))

Figura (a)
5
4.5l

4 .
ZOy
3.5
3 4

Sobrevivencia
Log(ufc/mL)
N
L 2

2.5 1
1.5 A
1
0.5 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (min)
—&— P. pentosaceus (11) —— P, pentosaceus (15a) P. pentosaceus (15L)
A. viridans (21) —¥— E. faecium (18)

Figura (b)

Sobrevivencia
Log(ufc/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (min)
—&— £. faecium (10a) == P, pentosaceus (12) L. plantarum (15c)
L. plantarum (17) == P, pentosaceus (22)

Figura 13 Sobrevivencia al jugo gastrico simulado a pH 2.0 de bacterias lacticas

termotolerantes aisladas de productos carnicos cocidos.

Identificacién de BAL-T de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probiéticos 101



CAPITULO IV: EVALUACION DE BAL-T COMO PROBIOTICOS RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las bacterias destinadas para las funciones benéficas intestinales necesitan
sobrevivir al paso a través de ambientes acidos en el estdmago. Los resultados
obtenidos en este trabajo demuestran que el 50 % las cepas de BAL-T sobreviven
bajo estas condiciones por lo menos 90 min, el tiempo necesario para alcanzar su
sitio de accién en el intestino (Fernandez y col., 2003).

Charteris y col. (1998) estudiaron la viabilidad de especies de Lactobacillus y
Bifidobacterium;, ellos encontraron que presentaban pérdida de viabilidad en el
transito de jugo gastrico simulado. So6lo una cepa de L. fermentum exhibe un
apreciable nivel de sobrevivencia (30 % de su cuenta inicial) y es considerada

tolerante al jugo gastrico simulado.

23.3 Tolerancia a Bilis

Algunos Lactobacillus pueden sobrevivir a altas concentraciones de bilis y con esto
adaptarse a las condiciones del tracto gastrointestinal (Gilliland y col., 1984). En la
Tabla 17 se muestran los resultados de la tolerancia a bilis de las BAL-
Termotolerantes; estos resultados indican que 5 cepas pudieron crecer en todas
las concentraciones de bilis utilizadas en este estudio (0.1, 0.3, 0.5, 1.0 y 2.0 %),
estas cepas son: Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (15L),
Pediococcus pentosaceus (22), Enterococcus faecium (10a) y Pediococcus
pentosaceus (15a); las 5 cepas restantes: Pediococcus pentosaceus (11),
Aerococcus viridans (21), Lactobacillus plantarum (15c), Lactobacillus plantarum

(17) y Enterococcus faecium (18) tuvieron un crecimiento abundante a 0.5% de
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bilis, y a concentraciones de 1y 2 % su crecimiento fue menor. Estos resultados
indican que todas las cepas pudieron crecer en concentraciones de bilis y que

podrian atravesar las condiciones del tracto gastrointestinal.

Tabla 17 Tolerancia a bilis de bacterias lacticas termotolerantes

Concentracion de

Bilis (%) 0.1 0.3 0.5 1 2
CEPA

P. pentosaceus (11) ++ ++ ++ + +
P. pentosaceus (12) ++ ++ ++ ++ ++
P. pentosaceus (151) ++ ++ ++ ++ ++
A. viridans (21) ++ ++ ++ + +
P. pentosaceus (22) ++ ++ ++ ++ ++
E. faecium (10a) ++ ++ ++ ++ ++
P. pentosaceus (15a) ++ ++ ++ ++ ++
L. plantarum (15c¢) ++ ++ ++ + +
L. plantarum (17) ++ ++ ++ + +
E. faecium (18) ++ ++ ++ + +
++  Mucho Crecimiento +  Poco crecimiento

Antes que la bacteria no permanezca en el tracto gastrointestinal, su capacidad
para sobrevivir depende de la resistencia a bilis. Los resultados concuerdan con los
de Ronddn y col. (2008); ellos evaluaron diferentes cepas de Lactobacillus aisladas
del tracto gastrointestinal de pollo, y seleccionaron aquellas cepas resistentes al pH
acido y sales biliares. Como resultado obtuvieron 20 cepas con actividad probidtica,
de las cuales 6 presentaron mejor tolerancia a pH bajos y a sales de bilis. Jin y col.
(1998) realizaron un estudio en donde reportaron que 12 cepas de Lactobacillus
aisladas de intestino de pollo, sobrevivieron a pH bajos y toleraron concentraciones

de 0.3 % de bilis. Gilliland y col. (1984) concluyeron que 0.3 % de sales biliares es
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una concentracion critica para la deteccidon de cepas resistentes. Esto es similar a
los resultados obtenidos por Gorbach y Goldin (1992) con Lactobacillus GG, el cual
a demostrado ser un probidtico para el consumo humano; los resultados también
indicaron que 0.3 % de sales biliares, fue la concentracion critica para estas cepas.
No obstante, los acidos de bilis no-conjugados, a concentraciones bajas, pueden

inhibir el crecimiento /n vitro de los microorganismos (Fuller, 1992).

De acuerdo a nuestros resultados todas las cepas de bacterias lacticas
termotolerantes crecen a concentraciones arriba de 0.3 %, lo cual significa que son

buenas candidatas como bacterias probidticas.

23.4 Tolerancia a Acido Taurocélico

La bilis es un esteroide producido en el higado como sales biliares y secretado en
el intestino a través de la vesicula biliar. Entre otras funciones su papel es facilitar
la emulsién de las grasas de la dieta para que pueda ser digerida eficazmente. En
la bilis encontramos que estas sales aparecen bajo la forma conjugada, en las que
el acido cdlico se une a aminoacidos como la glicina o la taurina, formando acido
glicdlico o taurocodlico, respectivamente, o deconjugadas como es el desoxicolato
de sodio (Madigan y col., 2006). Estas sales por sus propiedades detergentes
también atacan a los microorganismos, afectando la estabilidad de la membrana

de los mismos, pudiendo ocasionar su destruccién (Hofmann y Myscls, 1992).
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En la Figura 14 (figura (a)) se muestra el crecimiento de las bacterias lacticas
termotolerantes en acido taurocdlico (7 mM), en la cual se observa un buen
crecimiento similar en todas las cepas del género Pediococcus como: Pedicoccus
pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (15 L),
Pediococcus pentosaceus (15a), Pediococcus pentosaceus (22) con respecto al
control, y en la figura (b) también se observd buen crecimiento de las cepas de
bacterias lacticas termotolerantes tales como: Aerococcus viridans (21),
Lactobacillus plantarum (17), Enterococcus faecium (18) y Enterococcus faecium
(10a) con respecto al control, a excepcion de Lactobacillus plantarum (15c) que no
tuvo crecimiento; esto nos indica que no sobrevivio al medio hostil. Sin embargo,
nueve cepas las BAL-T sobrevivieron a esta concentracién de sales biliares en
forma conjugada, y ademas tuvieron crecimiento. No obstante, se sabe que
algunas cepas de Lactobacillus no crecen en presencia de sales biliares
conjugadas, pero si en presencia de las sales biliares de forma desconjugadas,
probablemente por la ausencia de las enzimas que hidrolizan las sales biliares

conjugadas (Suskovic y col., 1997).
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Figura (a)

A 600

A 600

Tiempo (h)
=—&— Control == P, pentosaceus (11) P. pentosaceus (12)
P. pentosaceus 151 =¥= P. pentosaceus (22) =—@— P.pentosaceus (15a)
Figura (b)

Tiempo (h)
=—&— Contro/ == A. viridans (21) L. plantarum (15c)
L. plantarum (17) =¥ £. faecium (18) —®— L. faecium (10a)

Figura 14 Inhibicién de las bacterias lacticas termotolerantes aisladas de

productos carnicos cocidos a acido taurocdlico.
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Algunos estudios han reportado que haciendo ensayos /n vitro, empleando cepas
de Lactobacillus reuteri con actividad hidrolitica para las sales biliares, no se
detectaron efectos perjudiciales, atribuyéndose esta propiedad probablemente a
que las sales deconjugadas se adsorben sobre la superficie celular del lactobacilo,
diminuyendo asi su biodisponibilidad (De Boever y col., 2000). En el presente
estudio, se emplearon sales biliares que contiene una mezcla de ambos tipos de
sales y sales biliares en forma conjugada como el acido taurocdlico; las cepas de
BAL-T lograron sobrevivir a estas condiciones hostiles. Algunos estudios similares
han encontrado que la mayoria de las bacterias probidticas pueden crecer en
medio MRS suplementado con sales de bilis conjugadas arriba de 0.5 % (Noriega y

col., 2006).

En general se presentan buenos resultados de la tolerancia al acido taurocélico de
las BAL-T y por lo tanto, las hace microorganismos interesantes para este trabajo,

debido a que cumplen una caracteristica importante para ser probidticas.

23.5 Coagregacion

Un buen ejemplo de las interacciones bacterianas es el fendmeno de agregacion
entre células que pertenecen a la misma cepa (autoagregacion) o a diferente
especie (coagregacion) (Kmet y col., 1995). La capacidad de agregacion se
relaciona con las propiedades de la adhesion celular (Ouwehand y col., 1999). Se
piensa que esta propiedad mejora la eliminacion (por arrastre) y/o destruccién de

patdgenos en el tracto gastrointestinal (Charteris y col., 1998) ya que puede
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resultar favorecido el que las sustancias antibacterianas producidas por los
microorganismos probidticos sean efectivas contra bacterias patdégenas con las

cuales puedan coagregar.

En la Tabla 18 se observa la capacidad de coagregacion de las bacterias lacticas
termotolerantes, aisladas de productos carnicos cocidos, en este analisis se
probaron dos cepas indicadoras; E£. coli O139:H26 y Salmonella parera 1V
011:24Z723. Todas las cepas probadas demostraron capacidad de coagregacion.
Sin embargo, la mejor capacidad de coagregacion con £. coli 0139:H26 la
presentaron las cepas Pediococcus pentosaceus (12) y Enterococcus faecium (18)
con porcentajes de 26.33 y 23.56 respectivamente; las 8 cepas restantes
obtuvieron una baja capacidad de coagregacion. En el caso de Aerococcus viridans
(21), Pediococcus pentosaceus (15a) y Enterococcus faecium (18), tuvieron los
mejores porcentajes de coagregacion con Salmonella parera IV 011:74723 con

valores de 17.29, 16.11 y 32.71 % respectivamente.
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Tabla 18 Capacidad de coagregacion de las bacterias lacticas termotolerantes con £. coli

0139:H26 y Salmonella parera IV 011:24Z23

% Coagregacion

% Coagregacion "o elia

Cepa con E. coli parera IV
0139:H26 011:24223
P. pentosaceus (11) 5.72 4.87
P. pentosaceus (12) 26.33 2.13
A. viridans (21) 12.55 17.29
P. pentosaceus (22) 5.34 5.53
P. pentosaceus (15L) 11.04 1.8
P. pentosaceus (159) 5.06 16.11
L. plantarum (15c) 5.97 6.71
E. faecium (10a) 6.31 8.81
L. plantarum (17) 2.49 0.48
E. faecium (18) 23.56 32.71

Por otro lado, la coagregacion puede ser un factor importante en el
establecimiento y el mantenimiento de la microflora para prevenir una infeccion
gastrointestinal y urogenital. Se ha sugerido que los Lactobacillus en el epitelio
urogenital y la capacidad de estos microorganismos para interactuar con
uropatdgenos, pueden constituir un importante mecanismo de defensa del

huésped contra infecciones (Reid y col., 1988).

Kos y col. (2003) evaluaron la capacidad de agregacion y adhesion de Lactobacillus
acidophilus M92 utilizando como cepas indicadoras a dos cepas de probioticas:
Lactobacillus plantarum L4 y Enterococcus faecium L3, y dos cepas patdgenas: F.
coli 3014 y Salmonella con serotipo thyphimurium. Los resultados obtenidos

después de 5 h de incubacion fueron porcentajes de coagregacion de L.
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acidophilus M92 de 4.36, 19.46, 15.11 y 15.70 %, por lo tanto, concluyeron que el
ensayo de coagregacion establecido entre L. acidophilus M92 y las dos cepas
probidticas, especialmente F£. faecium L3, podrian aumentar su potencial de
colonizacién si fueran utilizados en una mezcla de cultivos, ademas de coagregar
con microorganismos patdgenos lo cual puede constituir un importante mecanismo

de defensa en el tracto urogenital y en el tracto gastrointestinal.

En general nuestros resultados indican que por lo menos el 20 % de las cepas de
BAL-T interactlan con £, coli y el 30 % interactian con Sa/monella, pudiendo
desempefar un papel importante en la eliminacién de patdgenos en el tracto

gastrointestinal.

23.6 Autoagregacion

A la agregacion bacteriana entre microorganismos del mismo género, se le llama
autoagregacion; ésta es de considerable importancia en varios nichos ecoldgicos,
especialmente en el intestino humano donde los probidticos pueden estar activos

(Jankovic y col., 2003).

En la Tabla 19 se presentan los porcentajes de autoagregacion de las bacterias
lacticas termotolerantes a las 2 y 24 h de incubacidn. Los resultados muestran
porcentajes de autoagregacion entre 1.24 y 23.25 % a las 2 h de incubacion,
obteniendo los porcentajes mas altos 3 cepas de Pediococcus pentosaceus (11,

15L y 22) y 2 cepas de Lactobacillus plantarum (15c y 17) con valores de 18.96,
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20.24, 17.74, 23.25 y 15.3 % respectivamente y a las 24 h de incubacion todas las
cepas de BAL-T tuvieron un aumento en su porcentaje, obteniendo los porcentajes
mas altos 2 cepas de Pediococcus pentosaceus (11 y 22) y 2 cepas de
Lactobaciflus plantarum (15c 'y 17) con valores de 28.78, 29.77, 23.8, 43.8 y 33.53
% respectivamente; sin embargo, la cepa Pediococcus pentosaceus (15a) a las 2 h
de incubacion tuvo 7.39 % de capacidad autoagregativa y a las 24 h su porcentaje
aumentd 3 veces mas con el 25.1 % de capacidad autoagregativa. Esto pudo
deberse al tiempo de incubacion para adaptarse al medio. Collado y col. (2007)
consideraron altos porcentajes de autoagregacion desde 7.2 a 17.4 % después de
20 h de incubacién, y a las 24 h de incubacién porcentajes desde 20.6 a 37.7 %.
Tomando en cuenta estos porcentajes, podemos decir que la autoagregacion de
las bacterias BAL-T en este trabajo es alta; es decir, nuestros resultados indican
que el 80 % de las BAL-T demostraron una buena capacidad de autoagregacion a
las 24 h de incubacidn, lo cual sugiere que son microorganismos importantes para

la formacién de biopeliculas y para la colonizacién del tracto gastrointestinal.
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Tabla 19 Capacidad de autoagregacion de las bacterias lacticas termotolerantes durante

2y 24 h de incubacién.

Tiempo de incubacion (h)

2 24
Cepa 9% Autoagregacion %o Autoagregacion

P. pentosaceus (11) 18.96 28.78
P. pentosaceus (12) 3.59 6.59
A. viridans (21) 4.26 5.11
P. pentosaceus (22) 20.24 29.77
P. pentosaceus (15L) 17.74 23.8
P. pentosaceus (15a) 7.39 25.1
L. plantarum (15c) 23.25 43.83
E. faecium (10a) 1.24 7.4
L. plantarum (17) 15.3 33.53
E. faecium (18) 2.9 9.7

Esto indica que estas cepas tienen la posibilidad de formar una barrera para<
prevenir la colonizacién de microorganismos patdgenos (Schachtsiek y col., 2004;
Schellenberg y col.,, 2006). Esto puede deberse a la modificacion del
microambiente en el entorno de microorganismos patégenos y a la produccion de
sustancias inhibitorias de las bacterias lacticas (Pérez y col., 1998; Del Re y col.,
2000). Bujnakova y Kmet (2002) estudiaron el efecto de 27 Lactobacillus aislados
de carne de pollo y de vaginas de ternera con capacidad autoagregativa. Ellos
encontraron actividad coagregativa en 8 cepas de Lactobacillus utilizando cepas de
E. coli 0157 entero hemorragica como microorganismo indicador; esto ocurrié por

la presencia de un factor de promocién agregativa (APF) detectado por PCR.

Collado y col. (2007) evaluaron la adhesién a la superficie celular y la capacidad

agregativa de cepas de Lactobacillus plantarum vy Enterococcus faecium.
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Considerando que la capacidad autoagregativa se correlaciona con la adhesion, el
cual es un prerrequisito para la colonizacion e infeccion de muchos patégenos en
el tracto gastrointestinal. Mientras que la coagregacion se ha relacionado con la
capacidad de interactuar estrechamente con patdgenos. Ellos obtuvieron
resultados que indicaron que la capacidad autoagregativa, junto con la
hidrofobicidad de la superficie celular y la capacidad de coagregacién con cepas
patdgenas, pueden ser usadas para la seleccion preliminar para identificar
bacterias probidticas potencialmente aptas para el consumo humano o uso de

animales.

23.7 Ensayo de Adherencia a Células HEp-2

Uno de los principales criterios para la seleccion de cepas probidticas es su
capacidad de adherirse a la superficie intestinal (Granato y col., 1999). La adhesion
de microorganismos probioticos a la mucosa intestinal es un prerrequisito para la
colonizacién y para la actividad antagdnica contra enteropatdgenos. Al alcanzar el
intestino, los probidticos deben sujetarse a la extremidad de pelos o
microvellosidades y adherirse a la capa de mucosidad, a fin de no ser barridos con
la peristalsis en el colon (Fernandez y col., 2003). La mucosa intestinal es un
modelo clasico para probar /in vitro la capacidad de adherencia. Varios receptores
son potencialmente localizados en la mucosa de los intestinos grueso y delgado
mediante una adhesion especifica de cualquiera de las bacterias benéficas o

patdgenas (Li y col., 2008).
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El ensayo de adhesion se llevd a cabo utilizando la linea celular HEp-2 (células
derivadas de cancer faringeo humano) descrita por Cravioto y col. (1979). En la
Figura 15 se muestra el control de la adherencia agregativa de E£. coli 87125.
En las Figuras 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24 y 25, se observa la adhesién de las
bacterias lacticas termotolerantes de Pedicoccus pentosaceus (11), Pediococcus
pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (15 L), Aerococcus viridans (21),
Enterococcus faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (15a), Lactobacillus
plantarum (15c), Lactobacillus plantarum (17)y Enterococcus faecium (18),
considerando una adhesion positiva debido a que se encuentran mas de 10
bacterias lacticas por célula epitelial HEp-2 y mas del 40 % de células con
adherencia, demostrando una fuerte adherencia, lo cual hace que estos
resultados sean determinantes. En la Figura 20, se muestra la adherencia de la
cepa Pediococcus pentosaceus (22) notandose mas escasa que las demas
cepas de BAL-T, sin embargo, cumple con lo propuesto por Ehrmann y col.
(2002) ya que se denota positiva si mas de 10 bacterias lacticas se adhieren
por célula epitelial HEp-2, por lo tanto, se le considera que tiene una buena
capacidad de adhesion. La adhesion en este trabajo se realizd de manera
diferente, debido a que se utilizd la linea celular HEp-2 en contraste a otros
trabajos que han sido reportados para la adhesion de cepas de Lactobacillus,
en los cuales se emplean lineas celulares intestinales Caco-2 y HT-29. Sin

embargo, los niveles de adhesidon obtenidos en este trabajo pueden ser
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comparables con los resultados obtenidos con células Caco-2 y HT-29, debido a
que la linea celular HEp-2 se utiliza como un sistema modelo para la adhesion
de cepas de E. coli enterotoxigénicas capaces de causar enfermedades
diarreicas en el hombre y animales, demostrando que en la superficie poseen
pilis que se adhieren a las células epiteliales intestinales y colonizan el intestino
delgado (Smith y Longgood, 1971). De esta manera evaluamos la adhesion de
las BAL-T para su colonizacién en el tracto gastrointestinal. La adherencia de
las bacterias lacticas termotolerantes es consistente con estudios anteriores en
los que se reporta que los Lactobacillus se adhieren a las células intestinales
humanas por medio de un mecanismo que involucra diferentes combinaciones
de carbohidratos y proteinas en la superficie celular bacteriana (Chauviére y
col., 1992). En el ensayo de adherencia realizado para las diez cepas de BAL-T
estudiadas, se observaron patrones similares a los informados en los estudios
realizados por Nataro y col., 1987, y Vidal y col., 2007. Estos autores, describen
cuatro patrones de adherencia: agregativo, difuso, localizado y parecido al
localizado. En nuestros resultados, nueve cepas de BAL-T (Pedicoccus
pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (15 L), Aerococcus viridans (21),
Enterococcus faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (15a), Lactobacillus
plantarum (15c), Lactobacillus plantarum (17)y Enterococcus faecium (18))
tuvieron un patron de adherencia difusa y la cepa Pediococcus pentosaceus

(12) presentd un patrén de adherencia parecida a la localizada.

Identificacién de BAL-T de Productos Carnicos Cocidos Para Ser Utilizadas Como Probidticos 115



CAPITULO IV: EVALUACION DE BAL-T COMO PROBIOTICOS RESULTADOS Y DISCUSIONES

Figura 15 (A) Control de la adhesion agregativa de £. coli 87125 en células epiteliales
HEp-2 a 100 x. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A,

para visualizar mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.

Figura 16 (A) Adhesion difusa de Pedicoccus pentosaceus (11) en células HEp-2 a 100
X. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A, para visualizar

mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.
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Figura 17 (A) Adhesion parecida a la localizada de Pedicoccus pentosaceus (12) en
células HEp-2 a 100 x. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig.

A, para visualizar mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.

Figura 18 (A) Adhesidn difusa de Pediococcus pentosaceus (15 L) en células HEp-2 a
100 X. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A, para

visualizar mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.
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Figura 19 Adhesion difusa de Aerococcus viridans (21) en células HEp-2 a 100 x. (B)
es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A, para visualizar mejor la

adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.

Figura 20 (A) Adhesidn difusa de Pediococcus pentosaceus (22) en células HEp-2 a 100
x. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A, para visualizar

mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.
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Figura 21 (A) Adhesidn difusa de Enterococcus faecium (10a) en células HEp-2 a 100 x.
(B) es un aumento de una parte de la Fig. A, para visualizar mejor la adherencia; la flecha

indica bacterias adheridas a la célula.

Figura 22 (A) Adhesion difusa de Pediococcus pentosaceus (15a) en células HEp-2 a
100 x. (B) es un aumento de la parte sefialada con un marco verde de la Fig. A, para

visualizar mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.
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Figura 23 (A) Adhesidn difusa de Lactobacillus plantarum (15c) en células HEp-2 a 100
x. (B) es un aumento de la parte sefialada con marco verde de la Fig. A, para visualizar

mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.

Figura 24 (A) Adhesion difusa de Lactobacillus plantarum (17) en células HEp-2 a 100
x. (B) es un aumento de la parte sefialada con un marco verde de la Fig. A, para

visualizar mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.
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Figura 25 (A) Adhesidn difusa de Enterococcus faecium (18) en células HEp-2 a 100 x.
(B) es un aumento de la parte sefialada con un marco verde de la Fig. A, para visualizar

mejor la adherencia; la flecha indica bacterias adheridas a la célula.

Garriga y col. (1998) seleccionaron 296 cepas de bacterias lacticas del tracto
gastrointestinal de pollo, 77 mostraron inhibicién contra cepas entéricas
indicadoras a Salmonella enteritidis y E. colii ocho diferentes cepas identificadas
como Lactobacillus salivarius fueron seleccionados para los siguientes atributos: su
capacidad de inhibir todos los indicadores de las cepas, una adhesion de alta
eficiencia a las células epiteliales de los pollos y también su resistencia a una serie
de antibidticos. La competitividad de la cepas prometedoras L. salivarius CTC2183
y CTC2197 fueron evaluadas /in vivo. Ellos concluyeron que ambas cepas fueron
capaces de convertirse en la flora autdctona y demostraron que fueron capaces de

colonizar el tracto gastrointestinal.

Ehrmann y col. (2002) evaluaron 112 cepas de bacterias lacticas provenientes de
pato, utilizando métodos /in vitro en los cuales incluyeron la autoagregacion,

coagregacion, la hidrofobicidad de la superficie y la adhesion en células HEp-2
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entre otras caracteristicas. Ellos obtuvieron propiedades de autoagregacién y
coagregacion significativas, teniendo una fuerte adherencia con células HEp-2.
Ellos concluyeron que la mayoria de sus cepas de Lactobacilllus exhiben un gran
potencial como probidticos. Por otra parte, Tuomola y Salminen (1998)
compararon la capacidad de adhesion de 12 cepas de Lactobacillus, utilizando la
linea celular Caco-2 como modelo /n Vitro; ellos obtuvieron la adhesion mas alta
con la cepa L. casei con un valor del 14.4 % y la mas baja fue observada para otra
cepa de L. casei rhamnosus con un valor de 2.6 %. Con estos resultados concluye
que existe variabilidad en la capacidad de los probidticos para adherirse a las
células intestinales y que podria explicarse por el origen de la cepa y por las

propiedades de la superficie.

En otros estudios, Pennacchia y col. (2006) evaluaron la capacidad adherente de
11 cepas de Lactobacillus aisladas de embutidos fermentados por ensayos in vitro
utilizando la linea celular Caco-2; las 11 cepas poseen buena capacidad de
adhesion a la monocapa de células Caco-2, en particular 8 cepas pertenecientes al
grupo de Lactobacillus plantarum demostraron el mayor nimero final de células
adherentes. Delgado y col. (2008) analizaron caracteristicas como probiéticos de
187 cepas de Bifidobacterium aisladas de la mucosa y heces de un adulto sano;
ellos realizaron el ensayo in vitro de la adhesién usando la linea celular Caco-2, y
observaron que todas las cepas analizadas se adhirieron a las células epiteliales.

Basados en los andlisis realizados, ellos concluyeron que las cepas de
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Bifidobacterium  catenulatum, Bifidobacterium longum vy  Bifidobacterium
pseudocatenulatum podrian ser propuestas como nuevos candidatos probidticos.
Las 10 cepas de BAL-T poseen una buena capacidad de adhesion a células HEp-2,

lo cual indica que podrian adherirse a células intestinales.
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24 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que no todas las cepas de las
BAL-T resisten valores bajos de pH; sin embargo, todas ellas resistieron
concentraciones importantes de sales biliares que se requieren para la colonizacion
intestinal, por lo tanto, estas cepas pueden llegar al tracto gastrointestinal y
sobrevivir en él.

Con relacién a la capacidad de coagregacion, el 20 % de las cepas interactuaron
con £. coli 0139:H26 y el 30 % con Salmonella parera IV 011:74Z23. El 60 % de
las bacterias cuentan con buena capacidad de autoagregacion, es decir pueden
formar una barrera para prevenir la colonizacion por patégenos.

Finalmente las cepas estudiadas poseen una alta capacidad de adherencia a
células epiteliales HEp-2.

Por todo lo anteriormente expuesto, las BAL-T estudiadas en este trabajo podrian

ser utilizadas para elaborar productos carnicos cocidos con potencial probidtico.
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25 CONCLUSIONES GENERALES

Se identificaron 10 cepas de bacterias lacticas homofermentativas como:
Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus
pentosaceus (15L), Pediococcus pentosaceus (22), Pediococcus pentosaceus (15a)
Lactobacillus plantarum (15¢), Lactobacillus plantarum (17), Enterococcus faecium
(10a), Enterococcus faecium (18) y Aerococcus viridans (21). Las cuales se han
reportado como parte de la microbiota normal de la carne y de los productos

carnicos cocidos examinados en este estudio.

De acuerdo con la identificacién genotipica las bacterias lacticas que se
encontraron fueron: cinco cepas de Pediococcus pentosaceus, dos cepas de
Lactobacillus plantarum, dos cepas de Enterococcus faecium y una cepa de
Aerococcus viridans. La identificacion de la secuenciacién del gen 16S ARNr no
coincidid con la identificacion bioquimica, lo cual ha sido reportado en otros

estudios.

La termotolerancia de algunas BAL es importante para que puedan ser utilizadas
como cultivos bioprotectores en productos carnicos cocidos. Al respecto, las diez

cepas de BAL toleraron temperaturas de 70 °C por 30 min.

Las bacterias lacticas termotolerantes solo produjeron actividad antagénica en
contra del género Pseudomonas, bajo las condiciones utilizadas en este estudio.

Sin embargo, una de las bacterias lacticas produjo actividad antagdnica contra otra
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bacteria lactica. Todas ellas tuvieron una buena produccion de acido lactico debido
a su caracter homofermentativo, pero la produccion de acido acético fue menor.
Estos resultados indican que estas bacterias podrian ser aplicadas en productos
carnicos, debido a que tienen efecto positivo de inhibicion sobre el género
Pseudomonas que es predominante en la carne y productos carnicos en

refrigeracion, ocasionando deterioro de la misma.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que no todas las cepas de las
BAL-T resisten valores bajos de pH; sin embargo, todas ellas resistieron
concentraciones importantes de sales biliares que se requieren para la colonizacion
intestinal, por lo tanto, estas cepas pueden llegar al tracto gastrointestinal y
sobrevivir en él.

Con relacién a la capacidad de coagregacion, el 20 % de las cepas interactuaron
con E. coli 0139:H26 y el 30 % con Salmonella parera IV 011:24723. El 60 % de
las bacterias cuentan con buena capacidad de autoagregacion, es decir pueden
formar una barrera para prevenir la colonizacion por patégenos.

Finalmente las cepas estudiadas poseen una alta capacidad de adherencia a
células epiteliales Hep-2.

Se concluye que las bacterias lacticas termotolerantes podrian ser utilizadas para
elaborar productos carnicos cocidos con potencial probidtico garantizando un
efecto benéfico. Ademas, como se aislaron de la microflora nativa de estos

productos carnicos, al ser inoculadas a los mismos, se puede suponer que se
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desarrollaran adecuadamente en ellos, proporcionando asi, los beneficios

esperados.
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26 PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Quedan algunas lineas de accidn para consolidar la investigacion realizada en esta

tesis:

e Es recomendable que las cepas de bacterias lacticas termotolerantes, que
no resistieron valores de pH bajos, se encapsulen con alginatos 0 goma

arabiga, para verificar su llegada al tracto gastrointestinal.

e Es conveniente investigar la capacidad de adhesién en lineas celulares
epiteliales intestinales como Caco-2 y HT-29, para complementar los

resultados obtenidos en este trabajo.

e Desarrollar la aplicacién de las bacterias lacticas termotolerantes con
potencial probidtico asociadas con prebioticos para obtener un producto

carnico simbiotico.
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