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RESUMEN

En el presente estudio se evalud el potencial probiético de un consorcio bacteriano
de Leuconostoc mesenteroides, aislado del aguamiel de Agave salmiana. El
consorcio fue sometido a varias pruebas in vitro las cuales demostraron su
actividad como bacteria probiotica. Se realizaron pruebas de resistencia en medio
acido (pH 2) y sales biliares (0.5% p/v) (condiciones gastrointestinales in vitro), se
evaluo la actividad antimicrobiana, la resistencia a antibiéticos y la adhesion a la
mucosa intestinal en ratas macho blancas cepa Wistar de 3 meses de edad. Otra
caracteristica que se determiné en el consorcio bacteriano, fue el efecto de
fructosa, sacarosa y glucosa en su crecimiento asi como de inulina. También
fueron empleados como sustratos el aguamiel de Agave salmiana y la miel de
Agave tequilana. Como cepa control se emple6 Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus NRRL-B-734.

Leuconostoc mesenteroides mostrdé su mejor crecimiento en presencia de inulina
grado alimentario (0.200 Log UFC/mL/h), mientras que Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus lo consiguié con miel de Agave salmiana (0.231 Log UFC/mL/h).
Por otro lado Leuconostoc mesenteroides presentd una viabilidad de 17.6% y
5.5% mayor respecto a Lactobacillus delbrueckii cuando fue tratado a pH 2 y 0.5%
p/v de sales biliares, respectivamente. En cuanto a la adhesion a la mucosa
intestinal, Leuconostoc presentd 2% de adhesidbn mayor a la obtenida por
Lactobacillus delbrueckii. Con respecto a la actividad antimicriobiana se observo
mayor inhibicion al crecimiento de Salmonella typhimurium y Listeria
monocytogenes cuando se empled Leuconostoc mesenteroides. Este consorcio

presentd mejor resistencia a los antibioticos comparado con la cepa control.

Los resultados obtenidos, mostraron que el consorcio bacteriano de Leuconostoc

mesenteroides presentd potencial probiodtico.



ABSTRACT

In this study evaluated the probiotic potential of a consortium of Leuconostoc
mesenteroides strain isolated from the mead of Agave salmiana. The consortium
was subjected to several in vitro tests which demonstrated its activity as probiotic
bacteria. We have evaluated: resistance to acidic conditions (pH 2) and, bile salts
(0.5%), adherence to the intestinal mucosa, antibiotic resistance and antimicrobial
activity. Another studies evaluated in the consortium was the effect of fructose,
sucrose, inulin and, glucose in its growth. Were also used as substrates the mead
of Agave salmiana and, honey Agave tequilana, using Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus NRRL-B-734 as control strain.

Leuconostoc mesenteroides showed better growth in the presence of inulin food
grade (0.200 log CFU/mI/h), while Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus got it
with mead of Agave salmiana (0.231 log CFU/mL/h). Moreover we show that the
consortium Leuconostoc mesenteroides resisted the gastrointestinal conditions
(17.6%) and intestinal bile salts (5.5%), showing higher viability percentages than
the control strain. The consortium Leuconostoc mesenteroides also present 15.5%
adherence, which was 2% higher than that of L. delbrueckii subsp. bulgaricus
NRRL-B-734. The consortium Leuconostoc mesenteroides showed the highest
antimicrobial activity against growth of Salmonella typhimurium and Listeria
monocytogenes, and the best antibiotic resistance was with dicloxacillin and

pefloxacin.

For the reasons above mentioned it can be proposed the consortium Leuconostoc

mesenteroides is a potential probiotic.



SIP-14-BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de México, D.F. siendo las 12 horas del dia 26 del mesde
Noviembre del 2013 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de la Tesis, desighada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de La UPIBI-IPN

para examinar la tesis titulada:
Estudio de la capacidad probiética de cepas de bacterias lacticas aisladas de Agave salmiana sp

Presentada por el alumno:
Castro Rodriguez Diana Catalina

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:lA |1 |2 |0 ‘3 [7 |1

aspirante de:
Maestra en Ciencias en Bioprocesos

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis

N

Dr. Jorg7' Fernandez

B

Dr. Enrique Duran Paramo

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Dra. Maria Guadalupe Ramirez Sotela Dr. Gustavo Vajncia del Toro
UNIDAD PROFESIONAL v
INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOCiA

SECCION DE ESTUDIOS DE

/‘/V’ POSGRADO £ INVESTIGACION
. Pal4

M. en C. Maria Carmen Fernandez

PRESIDENTE DEL COLEGIO DE PROFESORES

==

Dra. Maria Guadalupe Ramirez Sotelo

\



DEDICATORIA

A Dioy por ser mi guiavy mi fortadeza, por darme lov sabiduwriow poarow
desowrrollow correctumente cada uwnow de las efapas de mi vida, av mi
mamd Elsaw Mawtay, mi papdr Nicolds;, mis hermanos Daniely Mawrcela,
a mi sobrinito-Dawid, que me acompaiaronw exw law distancio duvante
todo-el desawrrollo-de este proyecto-y me brindowow swamor y
confiangav y v mi novio-Césaw por el apoyo- incondicional.

“Porv enw manoy del Seiior todas tus obras; y tus proyectos se cuunplirdn”
Proverbios 16:3 NVI.

Vil



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto Politécnico Nacional y a la Unidad Profesional Interdisciplinaria de

Biotecnologia UPIBI, por permitirme llevar a cabo el desarrollo de este proyecto.

Al CONACyYT por la beca otorgada para el cumplimiento de mis estudios de

Maestria y la beca mixta para la realizacion de una estancia. #Becario: 435894.

A mi director y amigo el doctor Jorge Yafez Ferndndez por su apoyo
incondicional, por los conocimientos que me brindo y por permitirme formar parte
de su grupo de investigacion. Asi mismo, a los miembros del comité tutorial por
sus valiosos aportes en la realizacion de esta tesis: Dr. Enrique Duran, Dra. Karina

Cruz, Dr. Gustavo Valencia'y M. en C. Maria Carmen Fernandez.

A los compafieros del Laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la UPIBI, mi
mAas sincero agradecimiento por las horas compartidas conmigo durante estos dos

anos.

Y a todas aquellas personas que de una u otra forma colaboraron

desinteresadamente en la realizacién de este proyecto.

Vil



INTRODUCCION

1.

ANTECEDENTES

1.1.Bacterias acido lacticas (BAL)
1.1.1. Lactobacillus  delbrueckii

Leuconostoc mesenteroides

1.2.Probidticos
1.3.Prebidticos
1.4.La microflora intestinal

bulgaricus

y

1.5.Efecto de los probidticos y prebidticos en el organismo

humano
1.6.Agaves de México
1.6.1. Agave tequilana

1.6.2. Agave salmiana

2. JUSTIFICACION

OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general
3.2.0bjetivos especificos
METODOLOGIA
4.1.Materiales
4.2.Microorganismos
4.3.Métodos

4.3.1. Activacién y mantenimiento de los microorganismos

empleados

4.3.2. Caracterizacion de los carbohidratos por HPLC

4.3.3. Estudio de la cinética de crecimiento del consorcio

Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus en diferentes sustratos

4.3.4. Evaluacion de la resistencia del consorcio Leuconostoc

Pag.

11
12

14
14
15
15
16
17
17
17
18
19
20
21

21
21

21



mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus a pH 2

4.3.5. Resistencia del consorcio Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a las sales
biliares

4.3.6. Técnica de adhesion de células del consorcio
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

4.3.7. Actividad antimicrobiana del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

4.3.8. Resistencia a antibiéticos del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

4.3.9. Determinacion de la velocidad maxima de crecimiento
bacteriano

4.3.10.Preparacion del tejido para observar las bacterias
adheridas en la mucosa intestinal por la técnica de
microscopia electrénica de barrido

4.3.11.Anadlisis estadistico

5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1.Anédlisis primera etapa: sustratos evaluados en el crecimiento

del consorcio Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus

5.1.1. Identificacién de carbohidratos por HPLC

5.1.2. Estudio de la cinética de crecimiento del consorcio
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus en diferentes fuentes de sustratos

5.2.Analisis segunda etapa: Evaluacién probidtica del consorcio

Leuconostoc mesenteroides y cepa testigo Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus

22

23

23

26

26

27

27
28
29

29
29

30

39



5.2.1. Evaluacion de la resistencia de cepas a pH 2 y sales
biliares (0.5% p/v)
5.2.2. Adhesion de células bacterianas en tejido
5.2.3. Actividad antimicrobiana
5.2.4. Resistencia a antibioticos
6. CONCLUSIONES
7. PARTICIPACION EN EVENTOS
8. BIBLIOGRAFIA

XI

39
42
46
49
52
54
55



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Fermentacion heteroléctica (Tomada de Parra, 2010)

Figura 2. Metabolismo general de Leuconostoc

Figura 3: Etapa 1: Sustratos evaluados en el crecimiento del
consorcio Leuconostoc mesenteroides y cepa testigo Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus

Figura 4: Etapa 2: Evaluacion probidtica del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y cepa testigo Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

Figura 5: Morfologia colonial: (A) Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus : (B) consorcio Leuconostoc mesenteroides

Figura 6: Intestino delgado de rata con buffer PBS

Figura 7: Cultivo de células de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y del consorcio Leuconostoc mesenteroides en intestino
delgado

Figura 8: Cinéticas de crecimiento del consorcio bacteriano
Leuconostoc mesenteroides con diferentes fuentes de carbono a una
concentracion de 20g/L

Figura 9: Disminucion de pH en el medio con diferentes azucares
para el consorcio Leuconostoc mesenteroides

Figura 10: Produccion de lactato por el consumo de diferentes
sustratos en el consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides
Figura 11: Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus con diferentes fuentes de carbono a una
concentracion de 20g/L

Figura 12: Disminucion de pH en el medio con diferentes azucares
para Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Figura 13: Produccién de lactato empleando diferentes fuentes de
carbono por la cepa testigo Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus

Xl

Pag.

18

19

20

24

25

30

33

34

35

37

38



Figura 14: Tincion de Gram a la mucosa intestinal. Lactobacillus
delbrueckii  subsp. bulgaricus (A); consorcio Leuconostoc
mesenteroides (B)

Figura 15: Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) (A)
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus libres a 5um a 5000x y
(B) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus adheridas a la
mucosa intestinal a 5pm a 4000x

Figura 16: Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) (A)
Consorcio Leuconostoc mesenteroides libres a 1um a 15000x y (B)
Consorcio Leuconostoc mesenteroides adheridas a la mucosa
intestinal a 1um a 15000x

Figura 17: Halos de inhibicién de las diferentes cepas patégenas

Figura 18: Halos de inhibicién de los diferentes antibiéticos

Xl

43

44

45
48
51



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Principales bacterias lacticas y sus aplicaciones (Ramirez et
al., 2011)

Tabla 2: Cepas de bacterias lacticas empleadas como probidticos
Tabla 3: Microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal
humano

Tabla 4. Composicion del medio MRS para las cinéticas (Man y
Rogosa, 1960)

Tabla 5: Tiempos de retencién de los diferentes sustratos empleados
en las cinéticas de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides
Tabla 6: Velocidades de crecimiento del consorcio bacteriano
Leuconostoc mesenteroides con los diferentes sustratos

Tabla 7: Velocidades de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus con los diferentes sustratos

Tabla 8: Viabilidad del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus apH 2y
sales biliares 0.5% p/v

Tabla 9: Adhesion del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en
mucosa intestinal

Tabla 10: Inhibicion de patégenos por el consorcio bacteriano
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus

Tabla 11: Resistencia del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y la cepa control Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus a diferentes antibiéticos

XV

Pag.

13

22

29

32

36

40

42

47

51



INTRODUCCION

En los ultimos afios los microorganismos como las bacterias lacticas probidticas
han sido tema de diversos estudios, encaminados a mejorar el estado de vida del
ser humano y a su vez junto con los prebidticos son considerados ingredientes
importantes de los llamados alimentos funcionales, los cuales ademés de aportar
los nutrientes recomendados ejercen efectos beneficiosos sobre una o mas
funciones del organismo, fomentando la salud y reduciendo el riesgo de

enfermedad (Douglas, 2008).

Los prebibticos son ingredientes no digeribles por enzimas digestivas presentes en
el tracto digestivo humano, que estimulan el crecimiento o la actividad de uno o
mas tipos de bacterias en el colon. Los probiéticos son microorganismos vivos que
al ser agregados como suplemento en la dieta, favorecen el desarrollo de la flora
microbiana en el intestino. Por otra parte los simbi6ticos combinan en sus
formulaciones la unién de prebidticos y probiéticos, lo que permite potenciar los
beneficios de esa union (Guarner, et al., 2009). Estas nuevas alternativas actdan
en la flora del colon, ecosistema donde muchas especies distintas participan de
ciclos vitales interrelacionados o interdependientes, en un ambito de gran
biodiversidad (Correia, et al., 2012). La flora del colon consume sustratos no
digeribles de la dieta y del moco producido por el epitelio intestinal, como resultado
de esta actividad se recupera energia metabdlica, sustratos absorbibles y se

produce la proliferacion de la poblacién de microorganismos (Geier, et al., 2007).

Los probidticos han despertado un gran interés en la salud del hombre, por lo que
se consideran suplementos alimentarios microbianos entre los géneros mas
destacadas dentro de este grupo de microorganismos, se encuentran los
Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococos (Guarner, et al., 2009),
caracterizandose por ser bacterias acido lacticas. Actualmente estas bacterias son
aisladas de sistemas lacteos fermentados y heces fecales de infantes, fuentes

consideradas de origen animal.



En los ultimos afios se ha buscado bacterias de fuentes vegetales que puedan ser
potencialmente consideradas probiodticas. Uno de los estudios mas recientes con
respecto a este tema se realizé en Grecia en el 2013 por Anthoula et al. En éste
se midié el potencial probidtico de bacterias acido lacticas a partir de aceitunas

fermentadas, resultando el género Lactobacillus con el mejor potencial probidtico.

En este trabajo se pretendié evaluar el potencial probiético de un consorcio
bacteriano aislado de una fuente vegetal, como es el caso del aguamiel
proveniente de maguey pulquero, manso o de montafia (Agave salmiana spp.). El
maguey es una planta de origen mexicano cuyo principal producto es el pulque,
pero se ha empleado para otros usos en la agricultura y en la medicina, ya que
tanto el aguamiel como el pulque contienen propiedades alimenticias, debido a la
cantidad de azucares, aminoacidos esenciales y vitaminas que se encuentran
presentes. Sus propiedades curativas son muchas, presentando diferentes formas
de preparacion y de aplicacién, por estas razones el maguey es de gran
importancia (Cortés y Basurto, 2007). El consorcio bacteriano aislado del aguamiel
se caracteriz6 como Leuconostoc mesenteroides y se evalué por medio de

pruebas in vitro.



1. ANTECEDENTES

1.1. Bacterias acido lacticas (BAL).

Estas bacterias son consideradas en su mayoria probidticas, entre sus principales
caracteristicas destacan que son cocos o bacilos Gram positivo; no esporulados;
no moviles; anaerdbicos; microaerofilicos o aerotolerantes; prueba a la oxidasa,
catalasa y bencidina negativas; carecen de citocromos; no reducen el nitrato a
nitrito y producen &cido lactico (Klein et al., 1998; Ramirez et al., 2011). Son
microorganismos no patdégenos, que tienen diversas aplicaciones, dentro de las
cuales esté la fermentacién de alimentos como la leche, carne y vegetales para
obtener productos como el yogurt, quesos, encurtidos, embutidos, ensilados y son
de gran utilidad en la produccion de vinos y cerveza. Las BAL ademas de llevar a
cabo procesos de fermentacion utiles en la produccion de alimentos, también
mejoran las caracteristicas sensoriales como el sabor, olor y textura y aumentan la

calidad nutritiva de los alimentos (Ramirez et al., 2011).

Autores como Bengmark, (1998); Fuller, (1989); Goldin and Gorbach (1980) han
demostrado la importancia de las BAL contenidas en alimentos fermentados y
productos probidticos, en mejorar la salud humana, protegiendo el sistema
humano del ataque de bacterias patdégenos y la formacion de tumores, debido a
que poseen la capacidad de incrementar la respuesta inmune (Goldin and
Gorbach, 1980; Isolauri, 1994; Kimura et al., 1997; Majamaa et al., 1995). Géneros
como Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc y
Streptococcus thermophilus son incluidos en este grupo (Guarner, et al., 2009).

La clasificacion de las BAL en diferentes géneros, se debe a la morfologia
presentada por la bacteria, el modo de fermentacion (homofermentadoras o
heterofermentadoras), el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion
del &cido lactico producido, habilidad para crecer a alta concentracion de sal y

tolerancia &acida o alcalina (Parra, 2010).



Segun el producto final de su fermentacion las bacterias BAL pueden ser:
homofermentadoras poseen la enzima aldosa y producen &cido lactico por la
fermentacién de la glucosa empleando la via glucdlisis, entre las que se
encuentran: Lactococcus, Streptococcus, Pedicococcus, Vagococcus y algunas
Lactobacillus; y heterofermentadoras quienes convierten hexosas a pentosas por
la via 6-fosfogluconato-fosfocetolosa, produciendo &cido lactico, acetato, etanol y
CO.,, las especies que pertenecen a este grupo estan: Leuconostoc, Oenococcus,
Weisella, Carnobacterium, Lactosphaera y algunas Lactobacillus (Ramirez et al.,

2011). En la Tabla 1 se observan las principales BAL y sus aplicaciones.

1.1.1. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Leuconostoc

mesenteroides.

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus como Leuconostoc mesenteroides, son
bacterias &cido lacticas empleadas en la obtencién de bebidas fermentadas, en el
caso de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se emplea para la elaboracién
de yogurt, la cual contribuye con el desarrollo de acido lactico, que mejora las
propiedades de sabor y textura de esta bebida lactea fermentada. Ademas de la
importancia de esta bacteria por su aplicacion en los procesos de produccion de
alimentos lacteos fermentados, se ha evidenciado que posee actividad probidtica
ya que produce bacteriocinas que inhiben el crecimiento de bacterias patégenas,
estimulando al sistema inmune para contrarrestar diferentes desordenes del tracto

gastrointestinal (Guglielmotti et al., 2007).

Leuconostoc mesenteroides es importante a nivel econdmico debido a la
fermentacion del aguamiel para la obtencion del pulque; la produccién de CO, en
quesos; produccién in situ de dextrano, polisacarido empleado en la industria
clinica o como un auxiliar biolégico en la industria del aceite y empleado en
alimentos funcionales (Hemme y Scheunemann, 2004). En ambas bacterias se
considera como ruta metabolica la fermentacion heterolactica o conocida también

como ruta fosfocetolasa (Figura 1).



Tabla 1. Principales bacterias lacticas y sus aplicaciones (Ramirez et al., 2011).

GENERO

PRINCIPALES ESPECIES Y APLICACIONES

Streptococcus

S. lactis, S. cremoris: Mantequilla, queso, yogurt.

S. thermophilus: Yogurt, queso.

Pediococcus

P. cerevisiae: Cerveza, carne procesada.

P. halophilus: Salsa de soya.

Leuconostoc

L. mesenteroides, L.citrovorum: Alimentos fermentados,

produccién de dextran.

Lactobacillus

L. bulgaricus: Yogurt, bebidas fermentadas a base de
leche.

L. helveticus: Queso, yogurt, bebidas a base de leche
fermentada.

L. acidophilus: Yogurt, bebidas a base de leche
fermentada.

L. casei: Quesos, leche refinada, bebidas a base de
leche fermentada.

L. plantarum: Diversos alimentos fermentados, ensilajes.

L. fermenti, L. brevis: Productos fermentados.

Bifidobacterium

B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. adolescents: Leche
fermentada, fuente de intestino de infantes y adultos.
B. thermophilum, B. pseudolongum: Leche fermentada,

fuente de intestino de animales.
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Figura 1. Fermentacion heterolactica (tomada de Parra, 2010).

En la Figura 2 se observa el metabolismo del género Leuconostoc aislado del

aguamiel de Agave salmiana, bacteria de estudio en este trabajo.
1.2. Probidticos
Debido al interés de la poblacion en mejorar su calidad de vida y erradicar

problemas o desordenes gastrointestinales, la industria de alimentos en los ultimos

afios ha puesto en el mercado los alimentos funcionales que tienen entre sus



ingredientes principales a microorganismos como los probiéticos. Japon fue el
primer pais en introducir en el etiquetado de sus productos el término de “alimento
funcional” a finales de la década de 1980, y en estos momentos sus productos

representan el 50% del mercado (Stanton et al., 2001).
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Figura 2. Metabolismo general de Leuconostoc. Los principales productos formados se indican en
negrita. Los nimeros se refieren a enzimas involucradas o pasos: (1) dextransacarasa; (2) manitol-
deshidrogenasa; (3) B-galactosidasa; (4) esterasa; (5) NADH oxidasa; (6) alcohol deshidrogenasa;
(7) fosfocetolasa; (8) fosfotransacetilasa, (9) a-acetolactato descarboxilasa; (10) acetato quinasa;
(11) a-acetolactato sintasa; (12) formacién no enzimética; (13) diacetil reductasa; (14) oxaloacetato
descarboxilasa; (15) lactato deshidrogenasa; (16) citrato liasa; (17) malato deshidrogenasa; (18)
formacion de aspartato; (19) enzima malolactica; (20) ATPasa. Tomado de Hemme, 2004.

El término probiético se empleé por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwel,
quienes definen a los probiéticos como microorganismos que estimulan el



crecimiento de otros microorganismos. En 1989 Roy Fuller los defini6 como
microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades adecuadas ofrecen
beneficios en la salud del huésped. Por otra parte, los probidticos son definidos
por la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) y la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) en 2002 como microorganismos vivos que
administrados en cantidades adecuadas (10°-10°UFC/mL) ejercen un efecto
beneficioso sobre el huésped. En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos de
cepas de bacterias lacticas empleadas como probidticos en productos

comerciales.

Tabla 2. Cepas de bacterias lacticas empleadas como probiéticos en productos comerciales (Guias
practicas de la Organizacion Mundial de Gastroenferologia 2008).

MICROORGANISMO MARCA FABRICANTE
Bifidobacterium animalis DN 173010 | Activia Danone/Dannon
Bifidobacterium animalis subsp. Chr. Hansen
lactis Bb-12
Bifidobacterium breve Bifiene Yakult
Bifidobacterium infantis 35624 Align Procter y Gamble

™ .

Bifidobacterium lactis HNO19 (DR10) | HO%ar™ | Danisco

Morinaga Milk
Bifidobacterium longum BB536

Industry
Enterococcus LAB SF 68 Bioflorin Cerbios-Pharma
Escherichia coli Nissle 1917 Mutaflor Ardeypharm
Lactobacillus acidophilus LA-5 Chr. Hansen
Lactobacillus acidophilus NCFM Danisco
Lactobacillus casei DN-114 001 Actimel, | panone/Dannon

DanActive

Lactobacillus casei CRL431 Chr. Hansen
Lactobacillus casei F19 Cultura Arla Foods
Lactobacillus casei Shirota Yakult Yakult
Lactobacillus johnsonii Lal (Lj1) LC1 Nestlé
Lactococcus lactis L1A grorrmejen




Lactobacillus plantarum 299V

GoodBelly,

NextFoods Probi

ProViva
Lactobacillus reuteri ATTC 55730 Retueri BioGaia Biologics
Lactobacillus rhamnosus ATCC . Valio
53013 (LGG) Vifit y otros
Lactobacillus rhamnosus LB21 Verum Norrmejerier
Lactobacillus salivarius UCC118
Saccharomyces cerevisiae B:flr;SI:\]:ﬁ,re Wren Laboratories,
(boulardii) lio Biocodex, y otros
y otros

Mezcla de bacterias lacticas presen

tes en productos comerciales

Lactobacillus acidophilus CL1285 y

Bio K+ International

Lactobacillus casei Lbc80r Bio K+
Lactobacillus rhamnosus GR-1y FemDophil | chr. Hansen
Lactobacillus reuteri RC-14 us
VSL#3 (mezcla de 1 cepa de Sigma-Tau
Streptococcus thermophilus, cuatro VSL#3 Pharmaceuticals,
Lactobacillus spp y tres cepas de
Bifidobacterium spp Inc.
Lactobacillus acidophilus CUL60 y
Bifidobacterium bifidum CUL 20
Lactobacillus helveticus RO052 y A'Bioticay | |nstitut Rosell
Lactobacillus rhamnosus R0011 otros

. .. Enteroger
Bacillus clausii cepas O/C, NR, SIN, mina Sanofi-Aventis

yT

Para que una bacteria sea considerada microorganismo probiético deben de
cumplir ciertos requisitos, entre los que se encuentran (Kailasaphaty and Chin,

2000):

Ser de origen humano.

Presentar estabilidad al contacto con bilis, acido, enzimas y oxigeno.

Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.

A

Producir sustancias antimicrobianas.

Las bifidobacterias son habitantes normales en el tracto intestinal, generalmente

se encuentran en cantidades superiores a 10'° UFC por cada gramo de contenido



intestinal comprendiendo cerca del 25% de la microflora (Hopkins et al., 1998). El
género Bifidobacterium se caracteriza generalmente por ser bacterias Gram
positivas, existen alrededor de 30 especies entre las cuales 10 se aislaron de
fuentes humanas (caries dental, heces fecales y vagina), 17 del tracto intestinal de
rumiantes, 2 de agua de desecho y 1 de leche fermentada (Gomes y Malcata,
1999).

Los lactobacilos son bacterias Gram positivas, anaerobios y estrictamente
fermentativos. En la actualidad se conocen 56 especies del género Lactobacillus
distribuidas en varios nichos ecol6gicos como son el tracto intestinal y el tracto
genital y constituyen parte importante de la microflora endégena del humano. Su
distribucion se ve afectada por varios factores ambientales, los cuales incluyen pH,
disponibilidad de oxigeno, nivel de sustratos especificos, presencia de secreciones

e interaccion bacteriana (Gomes y Malcata, 1999).

Los probidticos ejercen su efecto benéfico en el ser humano, principalmente a

través de los siguientes mecanismos (Guarner, et al., 2009):

e Produccion de sustancias antimicrobianas: &cido lactico, peréxido de
hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas. Estos compuestos reducen el niumero
de células patdgenas viables, afectando el metabolismo bacteriano o la
produccion de toxinas.

e Disminucion del pH intestinal favoreciendo el crecimiento de
microorganismos no patdgenos.

e Aumento de la resistencia a la colonizacion, por competir con patdégenos
para unirse a los sitios de adhesion en la superficie del epitelio
gastrointestinal.

e Competicion por nutrientes.

e Estimulacion de la respuesta inmune, protege contra la enfermedad

intestinal, estimulando la produccién de IgA (Inmunoglobulina A), activando
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macrofagos e incrementando la concentracion del IFN-gamma (interferén

gamma).

Autores como Christensen y colaboradores (2002) consideran que los probiéticos
influyen en el sistema inmune por la capacidad que tienen para modificar la
expresion de citosinas (moléculas similares a las hormonas que regulan
respuestas inmunoldgicas). Mercenier et al., (2003), mencionan que las bacterias
probioticas tienen la facultad de incrementar la produccién de inmunoglobulinas
(IgA), la proliferacion de linfocitos intraepiteliales y regulacién del balance de

células T-helper 1y T-helper 2.

1.3. Prebioticos.

Los prebidticos son sustancias no digeribles que brindan un efecto benéfico al
huésped, estimulando selectivamente el crecimiento favorable o la actividad de un
namero limitado de bacterias (Simmering y Blaut, 2001), son ingredientes de gran
interés por los beneficios positivos que ejercen en la composicion de la microflora
intestinal. Varios estudios han mostrado que estos compuestos son capaces de
promover el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos en el colon, debido a que
superan las condiciones del tracto intestinal sin ser hidrolizados (Kneifel et al.,
2000).

Los prebidticos se caracterizan por (Fooks et al., 1999):

No ser hidrolizados ni absorbidos en la parte superior del tracto intestinal.

2. Son fermentados selectivamente por bacterias potencialmente benéficas en
el colon.

3. Alteran la composicién de la microflora intestinal para una composiciéon mas
saludable.

4. Inducen efectos que son benéficos para la salud del huésped.
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Los compuestos considerados como prebidticos comunmente son (Douglas,
2008):

e Disacéridos.

e Oligosacéridos (galactooligosacaridos y fructooligosacaridos).

e Polisacéridos.

Los disacaridos son carbohidratos que constan de dos unidades de
monosacaridos que se liberan al ser sometidos a hidrdlisis. La lactulosa y el
lactinol son derivados de la lactosa y son fermentados rapidamente por la
microflora del colon, disminuyen las poblaciones de Clostridium, coliformes y
Eubacterium, e incrementan el numero de Bifidobacterium, Lactobacillus y

Streptococcus (Rycroft et al., 2001).

Los oligosacaridos son glicosidos, que se encuentran en los alimentos como
mezclas que contienen oligosacéridos de diferentes grados de polimerizacién, son
solubles en agua y ligeramente dulces (Crittenden and Playne, 1996). Estos
compuestos una vez que han sido ingeridos y llegan al colon, son hidrolizados a
pequefios oligdmeros 0 mondémeros que son metabolizados por las bacterias de la
flora intestinal y empleados como fuente de energia para su crecimiento,
produciendo a su vez gases como H,, CO,, CH, y &cidos organicos pequefios
(Delzenne and Roberfroid, 1994). Por lo anterior la ingestion de estos compuestos
permite la multiplicacién de algunas bacterias benéficas para el ser humano, como
son las bifidobacterias y los lactobacilos. Los polisacaridos son biomoléculas
formadas por la uniéon de una gran cantidad de monosacaridos, se encuentran
entre los glacidos y cumplen funciones diversas, sobre todo de reservas

energeéticas y estructurales.

1.4. La microfloraintestinal.

La microflora intestinal es un ecosistema de diferentes tipos de microorganismos,

que se encuentran a lo largo del tubo digestivo, la poblacion bacteriana es
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diferente en las distintas partes del tracto digestivo, debido a las condiciones de

pH y por la presencia de grandes o pequefias cantidades de oxigeno.

Los microorganismos en el organismo humano cumplen funciones importantes
tales como (Upadrasta et al., 2011):

1. Almacenamiento de energia, absorcion de nutrientes de dificil acceso y
sintesis de vitaminas.

2. Regeneracion de células epiteliales.

3. Permite el desarrollo del sistema intestinal inmune (innato y adaptativo).

Proteccion al huésped de la colonizacién de microorganismos patdgenos.

En la Tabla 3 se muestran los diferentes microorganismos presentes en el tracto

gastrointestinal humano y los metabolitos producidos durante la fermentacion.

Tabla 3. Microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal humano (Rodriguez, 2009).

- < < PRODUCTOS DE
GENEROS OBSERVACION MICROSCOPICA FERMENTACION
Bacteroides Bacilo Gram negativo A P,S
Eubacterium Bacilo Gram positivo A, B, L

Bifidobacterium Bacilo Gram positivo AL F E
Clostridium Bacilo Gram positivo AP, B LE
Lactobacillus Bacilo Gram positivo L
Ruminococcus Coco Gram positivo A
Peptostreptococcus Coco Gram positivo AL
Peptococcus Coco Gram positivo A B, L
Metanobrevibacter Cocobacilo Gram positivo C
Desulfovibrio Bacilo Gram negativo A
Propionobacterium Bacilo Gram positivo A P
Actinomyces Bacilo Gram positivo ALS
Streptococcus Coco Gram positivo L,A
Fusobacterium Bacilo Gram negativo B, AL
Escherichia Bacilo Gram negativo Mezcla de acidos

A: acetato; P: propionato; B: butirato; L: lactato; S: succinato; F: formiato; E: etanol; C: metano.
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1.5. Efecto de los probiéticos y prebidticos en el organismo humano.

Los probidticos afectan el ecosistema intestinal estimulando los mecanismos
inmunitarios de la mucosa y estimulando los mecanismos no inmunitarios a través
de un antagonismo/competencia con los patégenos potenciales. Los prebidticos
afectan las bacterias intestinales aumentando el nimero de bacterias anaerobias
beneficiosas y disminuyendo la poblacién de microorganismos potencialmente
patégenos (Holzapfel et al., 2001). Con lo descrito anteriormente, se considera
gue estos fendmenos ocurridos por los probidticos disminuyen la incidencia y
gravedad de la diarrea y reducen el riesgo de cancer de colon. La interaccion entre
la flora bacteriana y el huésped puede optimizarse mediante la intervencién de los
probiéticos o prebidticos ( Saad et al., 2013).

1.6. Agaves de México.

Los agaves o magueyes, son considerados uno de los recursos naturales de
mayor importancia en lo econémico, social y agroecoldgico en México, se han
aprovechado durante siglos como fuentes de alimento, bebida, medicina,
combustible, ornato, fibras duras extraidas de las hojas (ixtle), abono, construccion
de viviendas y elaboracion de implementos agricolas, entre otros usos (Garcia
Mendoza, 2007). Los Agaves poseen la capacidad de adaptarse a los ambientes
mas hostiles, precisamente porque en estos ambientes es donde se desarrollan y
multiplican facilmente, proporcionando una productividad méas alta. Como fuentes
importantes de carbohidratos se encuentran los agaves, con porcentajes del 75%,
identificAndose azucares como glucosa, dextrina, almidon e inulina como el azucar
en mayor cantidad un 24% (Arrazola 1969), comparando estos valores con otras
fuentes vegetales como carpintero, bermejo, los cuales contienen inulina entre un
15-20%, sin embargo, se emplea como principal fuente de extraccién de inulina, la

achicoria (Mancilla 'y Lopez, 2006).

14



1.6.1. Agave tequilana.

El Agave tequilana weber, es una planta de agave importante econémicamente
para Jalisco, México, debido a que produce el ingrediente primordial para la
elaboracion del tequila, bebida alcohélica obtenida de la fermentacion y destilacion
del jugo, comunmente llamado agave azul. Otra caracteristica de este tipo de
agave, es el contenido de azucares en forma de fructanos, como la inulina,
haciendo importante para ser considerado como un alimento prebidtico que
genere el crecimiento de bacterias benéficas para la salud del ser humano
(Waleckx et al., 2008; Espinosa y Urias, 2012).

1.6.2. Agave salmiana.

El Agave salmiana o maguey pulquero, manso o de montafia, es una planta de la
familia Agavaceae. Se caracteriza principalmente por la elaboracion del pulque
(bebida alcohdlica) a partir del aguamiel. EI aguamiel es un liquido transparente
viscoso, obtenido después de 6 meses de realizado el proceso de castrado del
agave. Sus componentes son: agua, sacarosa, glucosa, fructosa, gomas,
proteinas, minerales, vitaminas, azlcares tales como xilosa, galactosa, arabinosa

y polifructanos como la inulina (Garcia, et al., 2010; Pinos et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION

En los Ultimos afios las enfermedades gastrointestinales han aumentado
considerablemente, perjudicando la salud del ser humano, las mas comunes son
la intolerancia a la lactosa, infecciones intestinales y problemas en el colon.
Actualmente se han desarrollado productos alimenticios, cuyo interés es disminuir
considerablemente tales enfermedades, entre los productos mas comunes se
encuentra el yogurt, elaborado a partir de la bacteria acido lactica Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus microorganismo extraido de fuentes de origen

animal, de gran interés debido a su efecto probidtico.

Es conocido de comunicaciones orales que el agua miel fresco (sin algun
tratamiento de conservacion) da beneficios a la salud de quien lo consume,
asociado a esto se puede encontrar que como tal, posee una importante fuente de
microorganismos que potencialmente pueden estar actuando como probiéticos.
Debido a esto surge la necesidad de obtener probidticos a partir de fuentes
vegetales no convencionales, particularmente de fuentes autéctonas como es el
caso del agua miel proveniente de maguey pulquero, manso o de montafia (Agave
salmiana sp.). Por lo que en el presente estudio, se evalud el potencial probiético
de un consorcio formado por cuatro cepas del genero Leuconostoc mesenteroides

aisladas del agua miel de Agave salmiana sp.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo general.

Evaluar la capacidad probittica in vitro de un consorcio microbiano del género

Leuconostoc aislado del aguamiel de Agave salmiana spp.

3.2. Objetivos especificos.

e Caracterizar el crecimiento del consorcio microbiano Leuconostoc
mesenteroides y de la cepa control (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus NRRL-B-734) en diferentes sustratos.

e Determinar la resistencia del consorcio aislado y la cepa control
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734) por medio de
pruebas de tolerancia a pH y sales biliares.

e Evaluar la adhesién del consorcio aislado y la cepa control (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734) en intestino de rata.

e Determinar la actividad antimicrobiana del consorcio aislado y la cepa
control (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734).

e Determinar la resistencia a antibiéticos del consorcio aislado y la cepa

control (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734).
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4. METODOLOGIA.

Para cumplir con el objetivo general se plantearon dos etapas en las que se dividio
el trabajo a desarrollar, en la primera etapa (Figura 3) se evaluo el crecimiento
tanto del consorcio como de la bacteria Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus NRRL-B-734 en diferentes sustratos como fuentes de carbono,
determinando con cada uno la velocidad de crecimiento, el consumo de sustrato y
la disminucion de pH en el medio por la generacibn de acidos organicos

producidos por la degradacion de los sustratos.

Activacion y mantenimiento del consorcio

Etapa 1 )
Leuconostoc mesenteroides.

Y

Estudio de la cinética de crecimiento en
diferentes sustratos.

Agave tequilana

\

Agave salmiana

Sacarosa Glucosa

Fructosa

Figura 3. Etapa 1: Sustratos evaluados en el crecimiento del consorcio de Leuconostoc
mesenteroides y cepa testigo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

En la segunda etapa (Figura 4) se evalud el potencial probiético del consorcio
tomando como referencia a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-
734.

18



Etapa 2 >[Evaluacién Probiética]

Actividad
antimicrobiana del
consorcio aislado y
la cepa testigo

Evaluacién de la
resistencia a pH
y tolerancia a
sales biliares

Resistencia a
antibioticos del
consorcio v la cepa
testigo

Adhesién a la mucosa
del consorcio aislado vy
la cepa testigo

Figura 4. Etapa 2: Evaluacion probiética del consorcio Leuconostoc mesenteroides y cepa testigo
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

4.1. Materiales.

¢ Medio de cultivo MRS de marca Fluka Analytical de Biochemika.
e Substratos:

- Agua miel, obtenido de maguey pulguero, manso o de montafia
(Agave Salmiana), proveniente del municipio de Nopaltepec Estado
de México.

- Miel de Agave tequilana webe de PACAR, S.A de C.V. México.

e Placas de Petri con agar MRS estériles.
e Pipetasy puntas de 0.1-1, 1-5 mL.

e Solucién de HCI 6N

e Solucién de NaOH 0.1N

e Solucién salina de 0.85% p/p

¢ Bilis hepatica Oxgall 0.5% (p/v)

e Buffer PBS
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4.2. Microorganismos.

e Consorcio bacteriano aislado de maguey pulquero, manso o de montafia
(Agave Salmiana), identificado como Leuconostoc mesenteroides spp.

e Cepa control: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734.

e Bacterias Yersinia enterocolitica,

patogenas: Shigella dysenteriae,

Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans,

Listeria monocytogenes.

Todas las cepas se mantuvieron en placas Petri con medio MRS sélido en
refrigeracion a 8°C. En la Figura 5 se observa la descripcién de la morfologia
colonia tanto del consorcio Leuconostoc mesenteroides como de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734

(A) £ NS (B)
095,76
Rt B
J:‘éf_i ‘-‘..“/€§l \, / 4
) Pon-t)
1’:’,’_‘& ="\ Ve
N2 o
L el "Jllo__ :
/’J’, \l\'\ \\f\
Ay l‘:‘-'r N el
<) ,’\.\.. =
A
Ve
A N
) P q?v\’
fio: Elevacion: . Elevacion:
Tamafo: 1 a2 mm Tamafio: 1 a2 mm
Color: blanco convexa Color: transparente elevada
Forma: circular | SuPerficierlisa | = "o o Geuiar | Superficie: lisa
Borde: entero Aspecto: Borde: entero Aspecto:
Gram: positivo hamedo Gram: positivo hamedo
Bacilos Consistencia: Cocos Consistencia:
suave (butirosa) suave (butirosa)

Figura 5. Morfologia colonial: (A) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734; (B)
Consorcio Leuconostoc mesenteroides
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4.3. Meétodos

4.3.1. Activacion y mantenimiento de los microorganismos empleados.

El consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides se resembrd cada 10 dias a
30°C y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cada 20 dias a 37°C, ambas
bacterias en medio MRS. Los microorganismos se preservaron en congelacion a

-60°C empleando como agente crioprotector el glicerol a 25%.

4.3.2. Caracterizacion de los carbohidratos por HPLC.

Para la caracterizacion de las materias primas se emple6 la técnica HPLC,
utilizandose una columna pBondapak™ NH, (3.9 x 300 mm) con flujo de
0.4mL/min y como fase movil una mezcla de acetonitrilo-agua (90:10), inyectando
de cada muestra 20uL, se utilizd el detector de indice de refraccion modelo 410
integrado a un equipo de computo (OptiPlex 466/Le, Dell), el control del equipo, la
adquisicién y el procesamiento de informacion se realizaron por medio del

software Empower 2 (Waters).

4.3.3. Estudio de la cinética de crecimiento del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en

diferentes sustratos.

Se realizaron cinéticas de crecimiento bacteriano para la cepa control y el
consorcio, evaluando como fuentes de carbono: glucosa, sacarosa, fructosa,
inulina, aguamiel de Agave salmiana y miel de Agave tequilana. Las cinéticas
tuvieron una duracion de 12 horas, se tomaron muestras cada 90 minutos, para la
determinacién de UFC/ml se utiliz6 el método de conteo en placa por extension
con varilla; disminucién de pH y produccién de &cido lactico (titulacion con NaOH

0.1N). En la Tabla 4 se presenta la composicion del medio MRS empleado para
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las cinéticas, donde la fuente de carbono fue reemplazada por los diferentes

azucares nombrados anteriormente.

Tabla 4. Composicion del medio MRS para las cinéticas (Man y Rogosa, 1960).

REACTIVOS CANTIDAD (g/L)
Fuente de carbono: glucosa; sacarosa; fructosa; inulina; 20
aguamiel de Agave salmiana; miel de Agave tequilana

Peptona de caseina 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
Fosfato acido dipotasico 2

Sulfato de magnesio heptahidratado 0.2

Sulfato de manganeso 0.05

Agua destilada 1L

Tween 80 1mL

Nota: Para preparar medio soélido se agregan 12g de agar bacteriolégico.

4.3.4. Evaluacion de la resistencia del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a pH
2.

El consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides se cultivé en caldo MRS a pH
6.5 a 30°C durante 24h. Posteriormente, del cultivo se tomaron 5mL para inocular
un matraz con 50mL de caldo MRS y pH ajustado a 2 con HCI 6N (procedimiento
modificado de Rondon et al., 2008). Se incubo a 37°C por 3h con el fin de
conservar condiciones estomacales, el experimento se realiz0 por triplicado.
Antes de la incubacion y al término de ésta (3h), se realizd determinacion de
viabilidad por extensién en placa, incubando las placas a 30°C durante 24h. La
tolerancia a pH acido se estimé al comparar el nUmero de bacterias viables en
agar MRS en el tiempo cero (0h) y al término del tratamiento en medio acido (3h).
El porcentaje de viabilidad se calculd6 como la tasa de supervivencia relativa
(%TSR) empleando la ecuacion 1 (Anthoula et al., 2013).
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[(IOgUFC/mL)MRS pH65 — (logUFC/mL) yrs pH 2.0] «10

0 Ecuacion 1
(logUFC/mL) mrs ph 6.5

%TSR pH =

Esta prueba se realizé también para la cepa control, Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus cambiando la temperatura de incubacion de 30°C a 37°C.

4.3.5. Resistencia del consorcio Leuconostoc mesenteroides vy

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a las sales biliares.

El consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides se cultivé en caldo MRS a pH
6,5 a 30°C durante 24h. Posteriormente, del cultivo se tomaron 5mL para inocular
50ml de caldo MRS con bilis hepatica Oxgall 0.5% (p/v) contenidos en un matraz
(procedimiento modificado de Ronddn et al., 2008). Se incubo a 37°C por 4h con
el fin de conservar condiciones intestinales, el experimento se realiz6 por
triplicado. Antes de la incubacion y al término de ésta (4h), se realizd
determinacién de viabilidad por extension en placa, incubando a 30°C durante
24h. La tolerancia a sales biliares se estim6 al comparar el nimero de bacterias
viables en agar MRS en el tiempo cero (0h) y al término del tratamiento en medio
con sales biliares (4h). El porcentaje de viabilidad se calcul6 como la tasa de
supervivencia relativa (% TSR) empleando la ecuacién 2 (Anthoula et al., 2013).

logUFC/mL ; — (logUFC/mL
9% TSR = [( g / )MRS sinsales ( g / )MRS+sales] * 100 Ecuacic’)n 2

(logUFC/mL)MRS sinsales

Esta prueba se realizé también para la cepa control, Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus cambiando la temperatura de incubacion de 30°C a 37°C.
4.3.6. Técnica de adhesion de células del consorcio Leuconostoc

mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en

tejido animal.
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Para evaluar la adhesion de las células del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se utilizd intestino
delgado extraido de rata blanca macho de 3 meses de edad de la cepa Wistar. El
desarrollo de la técnica incluyo tres etapas: 1) preparacion del cultivo bacteriano;
2) diseccion y preparacion del tejido; y 3) cultivo de células del consorcio
bacteriano Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus en el tejido (Cruz, 2010).

En la preparacién del cultivo bacteriano, se inocularon de cada cepa 4 colonias en
un matraz con 80mL de medio MRS, incubandose durante 24h a 37°C y 30°C en
el caso de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y el consorcio Leuconostoc
mesenteroides, respectivamente. Posteriormente se rotularon 3 matraces estériles
con caldo MRS para cada cepa (dos duplicados y un testigo), a los cuales se les

adicionaron 5mL del cultivo respectivamente.

En la preparacion del tejido, se extrajo el intestino delgado y luego se abri6 a lo
largo para dejar expuesto la parte interna (mucosa), después se lavo 3 veces con
buffer PBS a 10°C para eliminar restos del bolo alimenticio. Posteriormente el
tejido se cortd en secciones de 3x1 cm, mismos que fueron colocados en caja
Petri con buffer PBS estéril a 10°C.

Figura 6. Intestino delgado de rata con buffer PBS

Después de tener el tejido preparado (descrito anteriormente), se prosiguié a
colocar 3 secciones del intestino delgado en cada uno de los matraces

anteriormente descritos y se incubaron a 37°C durante 2 horas.
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Figura 7. Cultivo de células de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y del consorcio
Leuconostoc mesenteroides en intestino delgado.

Se tomé una muestra de 1mL del medio cada hora para determinar viabilidad por
conteo en placa, al término de 2 horas de incubacion se retiraron las secciones del
tejido y se lavaron 3 veces con buffer PBS. Después con ayuda de una espatula
estéril se raspo el tejido para desprender la mucosa y se adicion6 a un tubo con
solucién salina de 0.85% estéril. A partir del cual se realizaron diluciones y se
sembraron en placa para determinar la cantidad de bacterias adheridas a la
mucosa. A cada tejido se hicieron tinciones de Gram para ver en microscopio las
células adheridas. Como control negativo (testigo) se incubaron tres secciones del

intestino en un matraz con caldo MRS libre de células.

La adhesion se expresé en porcentaje, calculandolo como la relacion entre las
bacterias que se adhirieron en el tejido y las bacterias inoculadas inicialmente,
ecuacion 3 (Anthoula et al., 2013).

% Ad = [(logUFC/mL)inoculo inicial — (logUFC/mL)Adheridasala mucosa] +100 Ecuacion

(IOgUFC/mL)inoculo inicial

El procedimiento descrito anteriormente se realiz por triplicado.
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4.3.7. Actividad antimicrobiana del consorcio Leuconostoc

mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Para evaluar la accién inhibidora del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, se incubaron cada
una de estas bacterias en caldo MRS a 30°C y a 37°C respectivamente durante 24
horas. Posteriormente en placas con agar Mueller Hinton se sembraron las
bacterias patdgenas (Yersinia enterocolitica, Shigella dysenteriae, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Listeria monocytogenes)

a una concentracién de 0.5 McFarland (equivalente a 1.5x10°UFC/mL).

Sobre cada placa que contenia la bacteria patébgena a evaluar se colocaron
cilindros de 0.85cm de diametro estériles, para depositar 150uL tanto de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus como el consorcio Leuconostoc
mesenteroides, incubando a 37°C durante 24 horas. La activacion antimicrobiana
se observo con la formacion de halos de inhibicion alrededor de los cilindros. Este

procedimiento se realizé por triplicado.

4.3.8. Resistencia a antibi6ticos del consorcio Leuconostoc

mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Para evaluar la resistencia a antibioticos se incubaron cada una de las bacterias
(consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus) en caldo MRS a 30°C y a 37°C respectivamente durante 24h.
Después se sembraron en placas con agar MRS a una concentracién de 10°
UFC/mL, sobre cada placa se adicion6 un multidisco de antibiéticos marca Bio-
RAD y se incubaron durante 24 horas en las condiciones que faciliten el
crecimiento de consorcio Leuconostoc mesenteroides (30°C) y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (37°C).
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La resistencia a antibioticos se observé con la formacion de halos de inhibicion
alrededor de los discos. Este procedimiento se realizd por triplicado. Los

resultados se interpretaron como sensibles (S) o resistentes (R).

4.3.9. Determinacion de la velocidad maxima de crecimiento bacteriano.

La velocidad maxima de crecimiento del consorcio Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, en los diferentes medios de
crecimiento fueron evaluados por medio del software DMFit (2009). La
interpretacion de los parametros se realiz6 con el modelo de Baranyi y Roberts
(1994) a través de la edicion web de la modelizacion dindmica (DM), sistema en
linea utilizado por Instituto of Food Research (Instituto de Investigacion
Alimentaria) para modelar la variacion del logaritmo del nimero de células

bacterianas de un cultivo en funcion del tiempo (Marquez et al., 2007).

4.3.10. Preparacién del tejido para observar las bacterias adheridas en la
mucosa intestinal por la técnica de microscopia electrénica de

barrido.

El procedimiento empleado en la preparacién del tejido para su observacion en

SEM, se llevé a cabo en seis pasos:

1. Fijacion primaria: Se preservo la estructura del tejido vivo, evitando los procesos
autoliticos. Se realizd con glutaraldehido (CsHsO,) por 12h a temperatura
ambiente, reaccionando con las proteinas.

2. Lavado: Se realiz6 con buffer de fosfatos, con el fin de mantener el pH
fisiologico (7.2 a 7.4) del tejido.

3. Fijacion secundaria: Se emple¢ tetroxido de osmio (OsO,) por 2h a temperatura

ambiente, reaccionando principalmente con los lipidos.

27



4. Deshidratacion: La deshidratacion se emple6 para eliminar el agua en el tejido,
comenzando con una concentracion de etanol al 10% por 15min, siguiendo con
20%, 30% y asi sucesivamente hasta llegar al 100% de etanol.

5. Secado: Se seco por punto critico con CO»

6. Recubrimiento: El tejido se cubrié por “spputtering” de oro para obtener las
mejores condiciones de imagen.

7. Observacion: Después de preparada la muestra se realizo la observacion de las

imagenes por SEM.

4.3.11. Anédlisis estadistico.

Los experimentos se realizaron por triplicado y se utilizé el programa SPSS 20.0
para el analisis estadistico de los resultados, se realiz6 analisis de Anova de un
factor, prueba de Duncan, Tukey y la prueba t para muestras independientes para

detectar si hubo diferencias significativas con un nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Analisis primera etapa: Sustratos evaluados en el crecimiento del
consorcio de Leuconostoc mesenteroides y cepa testigo

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

5.1.1. Identificacion de carbohidratos por HPLC.

Los resultados de identificacion cualitativa obtenidos por HPLC, para cada uno de

los sustratos empleados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Tiempos de retencién de los diferentes sustratos empleados en las cinéticas de
crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y del consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides.

Inulina grado alimentario

Azucar Tiempo de retencion (min)
Fructosa 16.655
Glucosa 18.957
Sacarosa 30.261
Inulina; 16.331

Fructosa-Glucosa: 18.317-19.250

Sacarosa: 28.604

Inulina; 16.62
Miel AT nulina: 16.623
Glucosa: 18.679
Inulina; 16.613
Agua AS =

Sacarosa: 28.990

Los resultados obtenidos muestran en ambos agaves la presencia de inulina,
diferenciandose cada sustrato por la presencia de carbohidratos mas simples, en
el caso del aguamiel la presencia de sacarosa (disacarido formado por glucosa y

fructosa) y en la miel la glucosa en forma libre.

En los agaves la presencia de fructanos se debe principalmente a la adaptacion
bioguimica y fisiologica a los bajos niveles de CO, y a la escasa disponibilidad de
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agua por lo que los sintetizan para soportar la sequia (Garcia, 2007). La inulina
grado alimentario empleada en este trabajo estd compuesta por una mezcla de

carbohidratos: inulina, sacarosa, fructosa y glucosa.

Los resultados de identificacion mostraron que los sustratos contenian fructo-
oligosacaridos, los cuales son generados por la hidrolisis de inulina, siendo
aprovechados y metabolizados por las bacterias lacticas para incrementar su

crecimiento (Ramirez, 2009).

5.1.2. Estudio de la cinéticas de crecimiento del consorcio Leuconostoc
mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en

diferentes fuentes de sustratos.

Se evaluo el crecimiento del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides en
medio MRS, cambiando la fuente de carbono del medio por: sacarosa, inulina,
fructosa, aguamiel de Agave salmiana (AS) y miel de Agave tequilana (AT), en una

concentracion de 20 g/L. Las cinéticas obtenidas se observan en la Figura 8.

N
6]

=z 7 ——Glucosa
§ —aA— Sacarosa
::L’_ 6,5 —>—Inulina
én —k— Aguamiel AS
6 Miel AT
Sin Azucar

5,5

0 2 4 8 10 12

Tiem%o (h)

Figura 8. Cinéticas de crecimiento del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides con
diferentes fuentes de carbono a una concentracion de 20g/L.
Nota: n=3, existié diferencia significativa (p<0.05) cuando se empleé la miel de Agave tequilana y la
fructosa, generando un crecimiento mas lento comparado con las otras fuentes de carbono.
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El crecimiento del consorcio de Leuconostoc mesenteroides en diferentes
sustratos fue analizado por la prueba ANOVA de un factor y se encontrd
diferencias significativas (F=3.613; p=0.037) al emplear como fuente de carbono
miel de Agave tequilana y fructosa, con las otras fuentes de carbono (inulina,
aguamiel de Agave salmiana, glucosa, sacarosa) no se presentaron diferencias
significativas (F=2.993; p=0.056).

El testigo en el que se evaluo el crecimiento en el medio MRS sin azicar como
control negativo, se observdé que después de 2 horas el microorganismo no

presento crecimiento, entrando a una fase estacionaria inmediatamente.

Se presentd mayor crecimiento de los microorganismos cuando la fuente de
carbono utilizada fue glucosa, y respecto a los azucares complejos como son la
sacarosa e inulina, Leuconostoc mesenteroides presentd mayor crecimiento al
emplear como fuente de carbono la inulina, debido a que tiene en el medio mayor
fuente de azucares para su consumo comparado con sacarosa. En cuanto al
consumo de sacarosa Leuconostoc prefiere generar el polisacarido dextrano y el
monosacarido fructosa, por lo que su crecimiento es mas lento, debido a que el
microorganismo consumird fructosa a la medida que este la genere (Chung y Day,
2002).

Por otro lado, al comparar los sustratos extraidos de los diferentes agaves se
observo que el microorganismo tiene preferencia por su medio nativo, es decir, por
el aguamiel de Agave salmiana, en el que se genera mayor crecimiento
poblacional en comparacion con la miel de Agave tequilana, esto se debe
principalmente a la presencia de azucares complejos como la inulina y la
sacarosa, que le brindan con el tiempo monosacaridos (glucosa, fructosa) que

puede degradar y consumir con mayor facilidad.

En la Tabla 6 se observa también que la velocidad de crecimiento para el

consorcio de Leuconostoc mesenteroides es mayor con inulina grado alimentario,
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seguido de sacarosa, glucosa, aguamiel de Agave salmiana, finalmente fructosa y

miel de Agave tequilana.

Tabla 6. Velocidades de crecimiento del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides con los
diferentes sustratos.

Fuente de carbono para el consorcio Velocidad
Leuconostoc mesenteroides (Log UFC/mL/h)
Aguamiel de Agave salmiana 0.181 + 0.024

Miel de Agave tequilana 0.111 + 0.004
Fructosa 0.155 + 0.033

Inulina grado alimentario 0.200 £ 0.010
Sacarosa 0.194 + 0.056
Glucosa 0.191 + 0.044

Sin fuente de carbono 0.083 £ 0.002

Nota: Los valores presentados son el promedio de 3 repeticiones * D.E.

El consorcio Leuconostoc mesenteroides presentd preferencia por la inulina,
considerada como producto prebidtico que estimula un crecimiento éptimo,
ayudando a reducir las enfermedades gastrointestinales (Gibson, 2004). En cuanto
a los agaves se observé preferencia por el aguamiel de Agave salmiana,
atribuyéndose este comportamiento a la inulina encontrada en este sustrato. En el
2009, Ramirez evalu6 el efecto prebidtico de la inulina de Agave salmiana en
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus reportando una velocidad especifica de

1.697 UFC/mL/h menor a la encontrado en este trabajo.
Respecto a la disminucién de pH y produccion de &cido lactico debido al consumo

de diferentes sustratos por el consorcio Leuconostoc mesenteroides, los

resultados se observan en la Figura 9.
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Figura 9. Disminucion de pH en el medio con diferentes azucares para el consorcio Leuconostoc
mesenteroides.
Nota: n=3, existi6 diferencia significativa (p<0.05) cuando se empleé la inulina, siendo la reduccion
depH de 6.4a5.3

Al realizar el andlisis de ANOVA de un factor se encontré diferencia significativa
(F=3.074; p=0.023) en la reduccion de pH al emplear la inulina, cuya disminucién

fue de 6.4 a 5.3 inferior a lo que se obtuvo con las otras fuentes de carbono.

La disminucion de pH en las bacterias probidticas es causada por la generacion de
acidos grasos de cadena corta (propiénico, butirico, acético y lactico), los cuales
inhiben el crecimiento de bacterias patégenas (Correia et al., 2012). Al observar el
comportamiento de Leuconostoc mesenteroides sobre los sustratos obtenidos de
los agaves se presenta una significativa reduccién del pH en un intervalo de 6.4 a
4.10.

En cuanto a los acidos grasos de cadena corta causantes de esta disminucion de
pH se determind la produccion de acido lactico (Figura 10), observandose mayor
cantidad cuando se emplea fructosa, miel de Agave tequilana y glucosa como
sustratos. Segun el metabolismo general de Leuconostoc (Hemme y Foucaud,
2004), este acido se produce por la presencia de azucares como fructosa y
glucosa que se degradan a xilulosa, la cual se deshidrata en piruvato para

finalmente formar el acido D-lactico.
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Figura 10. Produccién de lactato por el consumo de diferentes sustratos en el consorcio bacteriano
Leuconostoc mesenteroides.
Nota: n=3, existi6 diferencia significativa (p<0.05) cuando se empleé la inulina en la produccién de
lactato siendo menor su rendimiento.

Con el andlisis de ANOVA de un factor se encontrd diferencia significativa
(F=19.242; p=0.000) cuando se empled la inulina en la produccién de &acido
lactico. El rendimiento relativo de la inulina fue de 37.7% respecto a la miel de
Agave tequilana (100%).

La produccion de lactato a partir de Leuconostoc a una temperatura de 30°C y sin
agitacion fue de 122mg/100mL, dato similar al reportado por Sanchez (2005),
quien trabajo con excesos de glucosa en el medio, llegando a reportar

concentraciones de &cido lactico de 680mg/100mL.

En la Figura 11 se observa las cinéticas de crecimiento para Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, realizandose un control negativo, cuyo
comportamiento muestra la necesidad de la fuente de carbono para generar el
crecimiento de bacterias acido lacticas. Las curvas indican que el crecimiento de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus fue favorable en el medio estandar de
referencia MRS (con glucosa como fuente de carbono), en comparacion con el
medio empleando fructosa como fuente de carbono. En cuanto a los sustratos

extraidos de los diferentes agaves no se observo ninguna diferencia significativa.
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Sin embargo, al comparar las velocidades de crecimiento de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (Tabla 7), se observo que las maximas velocidades
de crecimiento se obtuvieron cuando se utilizaron como sustratos aguamiel de
Agave salmiana y miel de Agave tequilana. Estos resultados muestran que la
bacteria Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tiene mayor afinidad por el
aguamiel que por la miel de Agave tequilana, pudiendo ser atribuido este
comportamiento al incremento que hay en fructo-oligosacaridos en el aguamiel, lo
cual, produce un aumento en el crecimiento bacteriano, resultados que coinciden
con los obtenidos por Mifana (2007), quien genera el crecimiento de

bifidobacterias y lactobacilos al aumentar la concentracién de inulina en el medio.
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus con diferentes
fuentes de carbono a una concentracion de 20g/L.
Nota: n=3, existi6 diferencia significativa (p<0.05) cuando se empled el aguamiel de Agave

salmiana, generando el mejor crecimiento comparado con las otras fuentes de carbono.

Al realizar la prueba de ANOVA de un factor se encontré diferencias significativas
(F=25.815; p=0.000) en el crecimiento de la bacteria al emplear como fuente de
carbono el aguamiel de Agave salmiana, mientras que con las otras fuentes de
carbono (miel de Agave tequilana, glucosa, fructosa) no se presentaron diferencias

significativas (p=0.110).
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Tabla 7. Velocidades de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus con los
diferentes sustratos.

Fuente de carbono para Lactobacillus Velocidad
delbrueckii (Log UFC/mL/h)
Aguamiel de Agave salmiana 0.231 +0.045
Miel de Agave tequilana 0.134 + 0.012
Fructosa 0.155 £+ 0.046
Glucosa 0.111 + 0.039
Sin fuente de carbono 0.019 + 0.001

Nota: Los valores presentados son el promedio de 3 repeticiones + D.E.

Renddn (2009), quien evalud el efecto prebidtico de los fructanos presentes en
una especie de Agave a diferentes concentraciones, encontr6 que a mayor
concentracion, mayor crecimiento microbiano. Existiendo una relacién
directamente proporcional, del incremento de la velocidad de crecimiento

microbiano conforme aumenta la concentracion de fructanos.

En estudios realizados por Urias et al., (2004), Escalante et al., (2006) y Donkor et
al., (2007), se demostr6 que empleando sustratos como glucosa e inulina el
crecimiento de bacterias acido lacticas fue significativo, respecto al crecimiento
obtenido con glucosa y fructosa. Comportamiento similar se observé en las
cinéticas realizadas en este trabajo, donde Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus presentd menor velocidad de crecimiento cuando se emplea glucosa
sola en el medio, lo que permite inferir que el efecto prebidtico ocurre cuando los
monosacaridos, fructosa y glucosa se encuentran unidos por enlaces B-2-1
formando oligosacaridos como la inulina, la cual es hidrolizada por la enzima (-
fructofuranosidasa en sus azucares simples, para ser metabolizada por la bacteria
(Rossi et al., 2005).

Otros parametros evaluados durante las cinéticas de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, fueron la disminucién de pH y la produccion de acido lactico. En
la Figura 12, se puede observar el comportamiento del pH del medio para las

diferentes fuentes de carbono, el cual es similar al obtenido para los diferentes
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sustratos y el consorcio Leuconostoc. Esto puede relacionarse debido a que en
términos generales es una caracteristica de todas las bacterias acido lacticas, la
generacion de acidos grasos de cadena corta como &cido propidnico, butirico,
aceético y lactico (Correia et al., 2012).

La disminuciéon de pH en el medio al emplear Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus es mayor cuando en el medio esta presente la miel de Agave tequilana
donde el pH disminuye de 6.4 a 3.71. Esta disminucion de pH, se debe a
productos metabdlicos, los cuales ejercen una accién antagbénica contra otros

organismos, evitando el crecimiento de patdgenos (Figueroa, 2007).
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Figura 12. Disminucion de pH en el medio con diferentes azucares para Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus.
Nota: n=3, existi6 diferencia significativa (p<0.05) cuando se empleé la miel de Agave tequilana,
siendo la reduccién de pH de 6.4 a 3.71

El analisis de ANOVA respecto a la reduccion de pH se encontré diferencias
significativas (F=384.803; p=0.000) al emplear la miel de Agave tequilana, siendo
este comportamiento superior al obtenido por las otras fuentes de carbono

(glucosa, fructosa, aguamiel).

Entre los productos metabdlicos se tiene el acido lactico, formado por la

fermentacién de glucosa. En la Figura 13 se reporta la produccion de este
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metabolito, obteniéndose mayor rendimiento cuando el microorganismo consume
glucosa (100%) y miel de Agave tequilana (80%). En el ANOVA de un factor se
encontrd diferencia significativa (F=1149.607; p=0.000) cuando se empled el
aguamiel de Agave salmiana en la produccion de lactato. El rendimiento relativo

del aguamiel respecto a la glucosa fue de solo 38%.
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Figura 13. Produccién de lactato empleando diferentes fuentes de carbono por la cepa testigo
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.
Nota: n=3, existi6 diferencia significativa (p<0.05) cuando se empled el aguamiel de Agave
salmiana en la produccion de lactato siendo menor su rendimiento.

La produccién de acido lactico a partir de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus se ve afectada por la concentracion de los carbohidratos en el medio. Al
respecto Costa et al.,, (2008) reportan que al emplear un medio que contiene
glucosa, fructosa, extracto de levadura al 1% (p/v) y minerales (K, Mg y Mn)
durante la evaluacién de la produccién de los isbmeros de acido lactico a partir de
cepas de Lactobacillus aisladas de una fermentacion alcohdlica, la produccion de
los isomeros de acido lactico fue mayor cuando la muestra fue enriquecida por
azucares precursores de piruvato, a partir del cual se obtiene el acido lactico.
Escobar et al., (2010) evaluaron la produccion de acido lactico, enriqueciendo el
suero de leche de vacuno con diferentes cantidades de glucosa empleando como
maximo 5%, encontrando que la produccion del metabolito tuvo una relacion

directamente proporcional con la concentracion de glucosa.
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Resultados similares fueron obtenidos en este trabajo, observandose una
diferencia significativa (p=0.000), cuando es empleado como sustrato la miel de
Agave tequilana (1261 mg/L) comparada con el aguamiel de Agave salmiana (609
mg/L). Esta diferencia se debe principalmente a los monosacaridos encontrados
en cada agave (analizados por HPLC, seccion 4.1.1), observandose la presencia
de glucosa uUnicamente en la miel de Agave tequilana y no en el aguamiel de
Agave salmiana, comprobandose de esta manera que la glucosa aumenta la
produccion del acido lactico, analisis demostrado también en los estudios
reportados por Escobar et al., (2010), Zhang et al., (2007) y Ding et al., (2006).

5.2. Analisis segunda etapa: Evaluacién probiética del consorcio
Leuconostoc mesenteroides y la cepa testigo Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus.

5.2.1. Evaluacién de la resistencia de cepas a pH 2 y sales biliares (0.5%

p/v).

Se evaluo la resistencia del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides en
condiciones tanto estomacales como intestinales in vitro, los resultados fueron
comparados con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, cepa considerada en
este trabajo como testigo, debido a que en algunas ocasiones es considerada
probidtica. En la Tabla 8, se presenta la viabilidad tanto del consorcio Leuconostoc
mesenteroides como la bacteria control Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, expresada como la tasa de supervivencia relativa (% TSR), tratadas a
pH 2 y 0.5% (p/v) sales biliares. Se observd que el consorcio Leuconostoc
mesenteroides tiene una TSR 17.6 % mayor respecto a la cepa control y en sales

biliares una TSR 5.6% mayor con respecto a la cepa control.

Por medio de la prueba t, se obtuvieron diferencias significativas tanto para el pH

(t=4.9; p=0.008) como para las sales biliares (t=9.9; p=0.001). Siendo en ambos
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casos el consorcio Leuconostoc mesenteroides el que presentd mejor resistencia

a pH 2 y sales biliares (Tabla 8).

Tabla 8. Viabilidad del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus a pH 2 y sales biliares 0.5%.

%TSR
Bacteria H 2 Sales biliares
P (0.5% piv)
Lactobacillus delbrueckii 56.540 +5.730 8.060 + 0.790

Consorcio Leuconostoc

g 74.160 + 2.420 13.640 + 0.550
mesenteroides

Nota: Los valores presentados son el promedio de 3 repeticiones + D.E.

Los resultados obtenidos en este trabajo presentan diferencias respecto a los
reportados por Anthoula et al., 2013, quienes evaluaron el potencial probiético de
71 cepas de bacterias acido lacticas (17 Leuconostoc mesenteroides, 1
Leuconostoc pseudomesenteroides, 13 Lactobacillus plantarum, 37 Lb. pentosus,
1 Lb. paraplantarum y 2 Lb. paracasei subsp. paracasei) aisladas de aceitunas
fermentadas, empleando como bacterias control Lactobacillus rhamnosus CG., y
Lb. casei Shirota, quienes concluyeron que el género Lactobacillus present6
diferencias significativas (p<0.05) a las condiciones gastrointestinales que fueron
sometidas, cuyos resultados de viabilidad fueron de 64-98% a un pH 2.5 evaluado

después de 3h y 88-100% para sales biliares (0.5% p/v) después de 4h.

En los resultados obtenidos en este trabajo, el consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides presentd diferencias significativas (p<0.05) a las condiciones
gastrointestinales a las que fue evaluado, con valores en viabilidad de 74.160% a
un pH 2 evaluado después de 3h y 13.40% en 0.5% p/v de sales biliares después
de 4h. Estos valores fueron superiores a los de la bacteria control con 17.620% a
pH 2 y 5.580%en 0.5% p/v de sales biliares.
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En otro estudio realizado en el 2012 por Cueto y Aragon, quienes evaluaron la
tolerancia de 53 cepas del género Lactobacillus aisladas del suero costefio a pH 2
y 0.3% de sales biliares ambos evaluados después de 2h, obtuvieron valores de
19.10% - 55.68% TSR para pH 2 y 46.24% - 64.77% para sales biliares (0.3%).
Los valores obtenidos por estos autores en cuanto a pH son inferiores en 55% a
los obtenidos por el consorcio Leuconostoc mesenteroides y por la cepa control
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Por el contrario los resultados de sales
biliares de los autores Cueto y Aragdn son mayores aproximadamente en 40% con
los reportados para el consorcio Leuconostoc y la cepa control Lactobacillus

delbrueckii.

De acuerdo con otros estudios, tanto la tolerancia a sales biliares como la
viabilidad a bajo pH, son uno de los criterios mas importantes para seleccionar una
bacteria como un potencial probiético (Nguyen, et al., 2007; Kim y Austin, 2008).
Cebeci y Gurakan (2003) determinaron que Lactobacillus plantarum bacteria
probiética sobrevive a pH 4 y a 0.3% de sales biliares. Nguyen et al., (2007)
reportaron crecimiento de Lactobacillus plantarum PHO4 en un rango de 0 a 0.4%
de sales biliares y viabilidad a pH entre 6 y 10. Kamaleddin et al., (2012), aislaron
una cepa de Leuconostoc mesenteroides del intestino de una especie de pez
cabeza de serpiente (Channa striatus), encontrando cambios significativos (p<0.5)
en la velocidad de crecimiento de pH 2 a 8, la cual no presentd ninguna actividad
y viabilidad a pH 2 después de 2 h, pero a pH 3 a 8 su viabilidad y crecimiento
mejora. En cuanto a la tolerancia a sales biliares, presenta viabilidad a 0.15% y
0.3% de concentracion de sales biliares. Comparando estos resultados con los
hallados por el consorcio Leuconostoc mesenteroides se confirma que esta
bacteria puede sobrevivir a las condiciones gastrointestinales y por lo tanto

considerarse como un potencial probiotico.
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5.2.2. Adhesion de células bacterianas en tejido.

Los resultados obtenidos respecto a la adhesion del consorcio bacteriano
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se
muestran en la Tabla 9. Con la finalidad de observar estas bacterias adheridas al
intestino de la rata se realiz6 una tincién de Gram de la mucosa intestinal después
de 2 horas de incubacion (Figura 14), observandose una coloracién violeta, el
cual indico la presencia de las bacterias Lactobacillus delbrueckii y Leuconostoc

mesenteroides.

Tabla 9. Adhesién del consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus en mucosa intestinal.

Lactobacillus delbrueckii Consorcio Leuconostoc
subsp. bulgaricus mesenteroides
%Adhesion %Adhesion
13.950 + 2.786 15.553 + 1.355

Nota: Los valores presentados son el promedio de 3 repeticiones + D.E.

La adhesién de microorganismos puede ser afectada por multiples mecanismos,
como puede ser la interaccién de la superficie de la estructura y las condiciones
ambientales (Ferrarini et al.,, 2003). De esta manera, los resultados obtenidos
muestran una buena capacidad de adherencia a las paredes intestinales de las
ratas, particularmente respecto a una bacteria comercial como lo es Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus.

Segun Collado y colaboradores (2010) la adhesion de bacterias estd basada en
fuerzas electrostaticas y de van der Waals entre la célula y la superficie de la
mucosa, explicada por la teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek).
En la Figura 15 y 16 se observan las imagenes por microscopia electronica de

barrido donde se comprueba esta propiedad de adherirse a la mucosa.
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Los resultados de adhesion analizados por una prueba t, no mostraron diferencias
significativas (t=0.642; p=0.544) para la adhesién en la mucosa intestinal. Tanto en
la bacteria control como en la bacteria estudiada se obtienen resultados similares,
resaltando que la capacidad de adhesion a las células epiteliales es un parametro
para ser consideradas como probiéticas (Collado et al., 2007). Los porcentajes de
adhesion del consorcio Leuconostoc mesenteroides y la cepa control Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, son similares a los obtenidos por lzquierdo y
colaboradores (2009). Quienes emplearon la protedmica para explicar la adhesion
de tres cepas de Lactobacillus plantarum a la mucosa, reportando valores de
adhesién de 1.4% a 15.9%. Un modelo preparado de mucina de porcina comercial
fue usado para medir la adhesion, observandose la formacién de varias proteinas,
encargadas de llevar a cabo la adhesiébn, como son: deshidrogenasa
glyceraldehido-3-fosfato; cisteina aminopeptidasa; deshidrogenasa D-lactato y S-

ribosilhomocisteinasa.

(A) (B)

Figura 14. Tincion de Gram a la mucosa intestinal, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (A);
Consorcio Leuconostoc mesenteroides (B).
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(A)

2 o, BB

DM x4, BBB

Figura 15. Imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) (A) Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus libres a 5um a 5000x y (B) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus adheridas
a la mucosa intestinal a 5um a 4000x.
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1 Jne *x 135,368

Figura 16. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) (A) Consorcio Leuconostoc
mesenteroides libres a 1um a 15000x y (B) Consorcio Leuconostoc mesenteroides adheridas a la
mucosa intestinal a 1um a 15000x.
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Por otra parte Cruz (2010), reporté adhesion a la mucosa intestinal de células de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 74% cuando las células estan
inmovilizadas y un 3% en células libres, resultados similares fueron obtenidos en
este trabajo para células libres. En otros estudios en los que se evalud la
propiedad de adhesion, se trabajo con células carcinomas del colon humano
(Caco-2), obteniéndose porcentajes de adhesion del 30 al 60% (Anthoula et al.,
2013), siendo superiores a los obtenidos cuando solo se emplea la mucosa
intestinal. Estos resultados se diferencian uno del otro principalmente por el
modelo in vitro utilizado. La linea celular Caco-2, son enterocitos maduros que no
producen mucina y no contienen un sistema complejo de sustancias, facilitando la
adhesion de las bacterias (Pignata et al., 1994). Sin embargo, el tejido de mucosa
intestinal se encuentra compuesto de células epiteliales que secretan mucina, la
cual es una mezcla compleja de glicoproteinas que conforman la mucosa.
Adicionalmente lipidos, proteinas libres, inmunoglobulinas y sales estan presentes
en el gel de la mucosa, dificultando la adhesion de las bacterias (Bermudez et al.,
2012) y representa un modelo mas real para la prueba de adhesion,

encontrandose la microbiota comun del intestino.

5.2.3. Actividad antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antimicrobiana se emplearon bacterias causantes de las
enfermedades gastrointestinales del hombre, como son la Salmonella
typhimurium, Escherichia coli y Listeria monocytogenes. En la Tabla 10 se
muestran las cepas patdgenas empleadas en la evaluacién de la actividad
antimicrobiana, observandose que el consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides y la cepa control Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
inhibieron el crecimiento de estas bacterias patdgenas. Los halos de inhibicion se
encontraron en un rango de 0.667 a 2.667 cm para el consorcio y 1.300 a 1.867
cm para la cepa control. Se observaron diferencias significativas (p<0.003) en las

inhibiciones de crecimiento de patdégenos respecto al consorcio Leuconostoc
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mesenteroides, siendo mejor su actividad antimicrobiana comparada con la cepa

control.

De acuerdo con la prueba de ANOVA de un factor el consorcio Leuconostoc
mesenteroides y la cepa control (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)
presentaron diferencias significativas (F=186.187; p=0.000) respecto al tamafio del
halo de inhibicion frente a las 6 bacterias patdgenas (Yersinia enterocolitica,
Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans, Listeria monocytogenes).

Tabla 10. Inhibicion de patégenos por el consorcio Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus.

Inhibicion de
Bacteria Inhibicion del Lactobacillus
Consorcio delbrueckii subsp.
Leuconostoc (cm) bulgaricus (cm)

Yersinia enterocolitica 1.433 £0.115 1.867 £0.115

Shigella dysenteriae 0.667 £ 0.058 1.333+0.351

Salmonella typhimurium 2.667 £0.115 1.600 £ 0.200

Escherichia coli 1.200 + 0.000 1.433 £ 0.058

Enterobacter agglomerans 1.100 £ 0.100 1.300 £ 0.100
Listeria monocytogenes 0.823 £0.136 NI

Nota: Los valores presentados son el promedio de 3 repeticiones = D.E

En la Figura 17 se observan las inhibiciones presentes en las placas alrededor de

los cilindros.

Estos resultados de inhibiciébn son mejores que los reportados por Guglielmotti y
colaboradores en el 2007, quienes evaluaron la actividad antimicrobiana de cepas
de Lactobacillus delbrueckii frente a bacterias patégenas Gram negativas como
Salmonella sp. y E. coli con diametros de inhibiciéon de 0.470 a 1.060 cm, y para
bacterias patégenas Gram positivas como S. aureus y L. monocytogenes de 0.980
a 1.630 cm.
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La inhibicién al crecimiento de patégenos es causada por la disminucion del pH en
el medio, debido a los &cidos orgénicos producidos (especialmente acido lactico y
acido acético) por éstas bacterias (consorcio y cepa control) (Tejero et al., 2012;
Marianelli et al., 2010). La capacidad para producir diferentes compuestos
antimicrobianos puede ser una de las caracteristicas principales para la exclusion
competitiva efectiva de la supervivencia de patdgenos en el intestino y la
expresion de un efecto probidtico para la bacteria no patégena (Ouwehand y
Salminen, 1998; Tejero et al., 2012).

Figura 17. Halos de inhibicidn de las diferentes cepas patégenas. Consorcio Leuconostoc
mesenteroides (1); Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (2); Yersinia enterocolitica (YE);
Shigella dysenteriae (SD); Salmonella typhimurium (ST); Escherichia coli (EC); Enterobacter
agglomerans (EA); Listeria monocytogenes (LM).

Las condiciones acidas en el estbmago pueden incluso mejorar la actividad de
estos compuestos antimicrobianos (Ganzle et al., 1999). Ademas, estas
caracteristicas probidticas en parte pueden estar basadas en la produccién de
concentraciones pertinentes de acido lactico en el medio, que en combinacion con
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un detergente tal como sales biliares, inhibe el crecimiento de las bacterias Gram-

negativos patégenos (Begley et al., 2005).

5.2.4. Resistencia a antibioéticos.

En la Tabla 11 se presentan los resultados de la resistencia de las bacterias
estudiadas respecto a diferentes antibidticos. Durante este ensayo, se observo la
resistencia del consorcio Leuconostoc mesenteroides y la cepa control
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a los diferentes grupos de antibiéticos:
inhibidores de la pared celular, como son: penicilina, dicloxacilina y ampicilina;
inhibidores de la sintesis de proteinas (tetracilina, gentamicina, eritromicina,
cefalotina, cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima) e inhibidores de la sintesis del
DNA y RNA (pefloxacina y trimetaprim). Tanto para el consorcio Leuconostoc
mesenteroides como Lactobacillus delbrueckii se observé resistencia a la
penicilina (6.25 pg), a la dicloxacilina (1 pg), a la pefloxacina (5 pg). La
concentracion de ambas bacterias fue de 10° UFC/mL, incubadas durante 24
horas a 30°C para el consorcio Leuconostoc mesenteroides y 37°C para
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, sin embargo, el consorcio resistié a la
ceftazidima comportamiento no observado con la cepa control. Esta diferencia
puede ser debida principalmente a los métodos de resistencias que codifican las

bacterias en el plasmido a cierto antibiético (Courvalin, 2006).

Las enzimas B-lactamasas son las encargadas de dar resistencia a las bacterias
frente al antibidtico ceftazidima, las cuales se encuentran codificadas por los
genes CTX-M-2, CTX-M-3 y ampC (Kimura et al., 2007; Eumkeb et al., 2013). Con
lo anterior se induce la posible presencia de alguno de estas genes en el
consorcio Leuconostoc mesenteroides, causando la resistencia a la ceftazidima.
Sin embargo, esto debe ser comprobado estudiando el genoma del consorcio

Leuconostoc mesenteroides.
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En el trabajo realizado por Anthoula y colaboradores en el 2013, se evaluo la
resistencia a antibioticos de varias cepas de los géneros Lactobacillus y
Leuconostoc, encontrandose resistencia a los antibiéticos inhibidores de la pared
celular, comportamiento semejante al obtenido por las bacterias empleadas en
este trabajo. Generalmente las bacterias Gram positivas desarrollan una
resistencia transmisible mediada por plasmidos (Pérez, 1998), que puede pasar de
una bacteria a otra. Emplean un mecanismo de inactivacién del antibiotico por
enzimas, en el caso de bacterias acido lacticas Gram positivas (consorcio
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)

producen B-lactamasas (Hummel et al., 2007).

En la Figura 18 se presentan las imagenes de los multidiscos con los halos
formados alrededor de cada antibidtico. Estos resultados coinciden con los
aportados en el trabajo de Rodriguez en el 2009, en el que se destacan que las
cepas de Lactobacillus son sensibles a la mayoria de antibiéticos de eleccion en
terapéutica humana y veterinaria, ante procesos cuyo agente etioldgico sean
bacterias Gram positivas, esta sensibilidad se debe principalmente a que carecen
de genes resistentes a los antibiéticos pertenecientes a la familia del anillo B-
lactdimico como: erm (A), erm (B), vat (E), cat-TC (Mayrhofer et al., 2010). Este
comportamiento  fue observado también con el género Leuconostoc

mesenteroides.
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Tabla 11. Resistencia del consorcio Leuconostoc mesenteroides y la cepa control Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus a diferentes antibioticos.

Inhibicion de
Antibiticos Inhibicién del Consorcio Lactobacillus
Leuconostoc delbrueckii subsp.
bulgaricus

Dicloxacilina | 1ug R R
Eritromicina | 15ug S S
Gentamicina | 10ug S S
Pefloxacina 5ug R R
Tetracilina 30ug S S
Trimetoprim | 25ug S S
Ampicilina 10ug S S
Penicilina | 6,25ug R R
Cefalotina 30ug S S
Cefotaxima | 30ug S S
Ceftazidima | 30ug R S
Cefuroxima | 30ug S S

R: resistente; S: sensible.

Figura 18. Halos de inhibicién de los diferentes antibidticos. Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (Lac); Consorcio Leuconostoc mesenteroides (Leu); Cefalotina (1); Ceftazidima (2);
Eritromicina (3); Ampicilina (4); Tetracilina (5); Trimetoprim (6); Cefotaxima (7); Gentamicina (8);
Cefuroxima (9); Pefloxacina (10); Dicloxacilina (11); Penicilina (12).
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. CONCLUSIONES

Las velocidades de crecimiento alcanzadas con el aguamiel de Agave
salmiana, inulina grado alimentario, sacarosa y glucosa, 0.181; 0.200;
0.194; 0.191 Log UFC/mL/h, respectivamente, no presentaron diferencias
significativas (F=2.993; p=0.056) con respecto a las otras fuentes de
carbono (fructosa y miel de Agave tequilana). Considerando a estos

sustratos (Agave salmiana, inulina, sacarosa y glucosa) prebioticos.

Para Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus el aguamiel de Agave
salmiana (0.231 Log UFC/mL/h) con diferencias significativas (F=25.815;
p=0.000), presentd la mejor velocidad con respecto a las otras fuentes de
carbono (glucosa, fructosa, miel de Agave tequilana). Siendo el aguamiel de
Agave salmiana un sustrato prebiético para esta bacteria.

La viabilidad a las condiciones gastrointestinales fue significativamente alta
en el consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides con un porcentaje
de tasa de supervivencia relativa de 74.16% a pH 2 y 13.04% a 0.5% (p/v)
de sales biliares.

Se encontré que el porcentaje de adhesion a la mucosa intestinal para
ambas bacterias acido lacticas es semejante, 13.950% para Lactobacillus
delbrueckii y 15.553% para el consorcio bacteriano Leuconostoc
mesenteroides. No existio diferencia significativa (t=0.642; p=0.544).

De acuerdo con la prueba de ANOVA de un factor el consorcio Leuconostoc
mesenteroides como la cepa control (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) presentaron diferencias significativas (F=186.187; p=0.000). en
la actividad antimicrobiana entre las 6 bacterias patdgenas (Yersinia
enterocolitica, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Escherichia

coli, Enterobacter agglomerans, Listeria monocytogenes)
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El consorcio bacteriano Leuconostoc mesenteroides resistid a los diferentes
antibioticos suministrados para el control de infecciones como es el caso de

Penicilina.

Los datos obtenidos por el consorcio Leuconostoc mesenteroides en todas
las pruebas in vitro, mostraron buen comportamiento comparado con el de
la cepa control (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), demostrando

de esta manera un potencial probidtico.
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. PARTICIPACION EN EVENTOS

. Poster en la doceava conferencia internacional sobre ciencia y tecnologia
de los alimentos, en la Habana, Cuba del 13 al 17 de mayo.

. Poster en el sexto simposio internacional de probidticos, en el Distrito
Federal, México del 18 al 19 de abril.

. Poster en el X Encuentro participacion de la mujer en la ciencia, en Leon,
Guanajuato del 15 al 17 de mayo.
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