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Resumen

El yogurt es el producto obtenido de la fermentacion de la leche, estandarizada o
no, por medio de los microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, teniendo como resultado la reduccion del pH. El yogurt
ademas de su amplia aceptacion como alimento nutritivo, sabroso y conveniente, ha
sido utilizado en forma creciente como el principal vehiculo para las bacterias
probioticas, las cuales son capaces de proporcionar beneficios a la salud del
consumidor. Sin embargo, para ejercer sus propiedades terapéuticas, es necesario
gue estos microorganismos se mantengan viables, activos y en una cantidad
abundante a lo largo de toda la vida util del producto.

En el laboratorio se desarroll6 un yogurt para una empresa nacional, al cual se le
agrego fibra soluble como prebidtico y las bacterias probioticas Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei para distinguirlo como un alimento simbiético. El
presente trabajo tiene como objetivo comprobar la viabilidad de los probioticos
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei, inoculados en dicho yogurt, a lo largo
de la vida de anaquel del mismo.

La pérdida de viabilidad de las bacterias probidticas afiadidas al yogurt se evalud
durante 50 dias de almacenamiento a 4°C, en cuatro diferentes formulaciones del
producto: yogurt natural, endulzado, con mango y con frutos del bosque. Se
pretendia cuantificar los microorganismos siguiendo dos metodologias: la primera,
tradicional, empleando cuenta en placa en condiciones selectivas para ambos
microorganismos Yy la segunda estrategia, molecular, se basaba en la combinacion
del reactivo PMA con la técnica de PCR tiempo real, ya que este reactivo es capaz
de distinguir entre las células vivas y las irreversiblemente dafiadas.

La evaluacion de la viabilidad de Lactobacillus casei por métodos tradicionales se
llevo a cabo de manera directa, incubando en medio MRS en condiciones aerobias a
30°C durante 48 h. La cuantificacion de Lactobacillus acidophilus se realizo

indirectamente, incubando la dilucién apropiada de yogurt simbiético en medio MRS

Xl



en condiciones anaerobias a 37°C durante 72 h, para posteriormente restar al
namero de colonias contadas, las UFC obtenidas en el medio selectivo de
Lactobacillus casei.

Durante la vida de anaquel del yogurt, Lactobacillus casei presenté buena
estabilidad, sin embargo, Lactobacillus acidophilus presenté una disminucion mayor
a un orden de magnitud, lo cual puede atribuirse a la presencia de H,O, producido
por Lactobacillus delbruekii ssp. bulgaricus. La cuantificacion por medio de los
métodos moleculares no se llevo a cabo debido a que el método de extraccion y
purificacion de ADN directamente de yogurt simbiotico presento interferencia de la
fibora soluble durante el aislamiento de las células, ademas se observd poca
reproducibilidad en los resultados. Sin embargo, se logroé corroborar que el PMA es
capaz de discriminar el ADN de las células muertas en la técnica de PCR tiempo
real.

La concentracion total de microorganismos probiéticos en el yogurt simbiotico
después de 50 dias de almacenamiento a 4°C fue de 10° UFC/mL, esta cantidad
cumple con las especificaciones de la NOM-181-SCFI-2010 y demuestra la

resistencia de las BAL a ambientes de alta acidez.
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Capitulo |

Introduccion y Marco Tedrico

1.1. Introduccidn

En los dltimos afios, las tendencias mundiales de la alimentacion indican un
interés acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos que ademas de su
composicion nutrimental aporten beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo
humano. Estas variaciones en los patrones de alimentacion dieron lugar al
nacimiento de los alimentos funcionales (Martinez, 2005).

Dentro del campo de los alimentos funcionales se encuentra el grupo
denominado probidtico (Pérez y Zamora, 2002), el mas popular es el yogurt, que
ademas de tener amplia aceptacion en el mercado ha demostrado ser un buen
vehiculo para las bacterias probidticas, es por eso que algunas de las compafias
productoras de yogurt y otros alimentos fermentados han reformulado sus productos
para incluir este tipo de bacterias (Bertazzoni, 2004). Entre los beneficios de los
microorganismos probidticos sobre los cuales existe informacion cientifica mas solida
se encuentran: la disminucion de la incidencia de infecciones gastrointestinales,
incremento en la respuesta inmunoldgica, reduccidbn en la concentracidon de
colesterol en suero, disminucién de la incidencia en cancer de colon y reduccién de
la intolerancia a la lactosa. Sin embargo, los andlisis clinicos indican que los
probidticos aportan sus beneficios Unicamente al ingerir una concentracién 10°
UFC/dia de microorganismos probioticos viables y activos (Ng et al., 2010).

En el laboratorio se desarroll6 un yogurt simbidtico, el cual fue complementado
con fibra soluble y las bacterias probiéticas Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus
casei. La evaluacion de la viabilidad de las bacterias probiéticas durante la vida de

anaquel de dicho yogurt, representa un reto debido a que las especies presentes se
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encuentran muy relacionadas filogenéticamente. Una alternativa para llevar a cabo
este analisis es el empleo de medios de cultivo selectivos; y por otro lado, se
encuentra la utilizacion de métodos basados en el analisis de ADN, como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Una limitante de este ultimo método es que al
analizar el ADN extraido de los microorganismos presentes en el yogurt, no se puede
distinguir entre el ADN proveniente de las células vivas, del de las muertas, lo que
llevaria a una estimacion incorrecta de la concentracion de los microorganismos
probioticos. Para llevar a cabo esta diferenciacion, se encontraron reportes de la
utilizacibn de monoazida de propidio (fenantridio, 3-amino-8-azida-5-[3-
(dietilmetilamonio) propilo]-6-fenil dicloro) (PMA), el cual es un reactivo capaz de
discriminar el ADN de las células muertas (Nocker et al., 2006).

Entre las ventajas de los métodos independientes de cultivo, estan la velocidad y
especificidad de analisis, asi como la capacidad de procesamiento de un gran
namero de muestras; sin embargo, durante la extraccion de ADN se pueden
presentar dificultades debido a la interferencia de los componentes del yogurt. Por
otra parte, los métodos dependientes de cultivo son confiables, pero implican mayor

inversion de tiempo y recursos.

1.2. Marco teorico

Los alimentos fermentados son productos preparados con materiales crudos o
tratados térmicamente, que adquieren propiedades caracteristicas (sabor, aroma,
apariencia, textura, consistencia) por un proceso en el cual estd implicado el
crecimiento de microorganismos (Academia del Area de Plantas Piloto de Alimentos,
2004).

La fermentacion es una practica muy antigua, la cual seguramente fue provocada
sin intencién durante el almacenamiento de la leche liquida. A través de esta
fermentacién se pueden acumular metabolitos como el &cido lactico, el etanol y
muchos otros que le imparten caracteristicas organolépticas distintivas. La
transformacion de la leche en estos alimentos fermentados tiene varias ventajas,

algunas de las cuales recientemente se han venido valorando a la luz de nuevos
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estudios. La mas evidente de éstas es la conservacion, ya que estos productos
presentan menor riesgo de contaminacion que el producto fresco, debido a los
distintos compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias que intervienen en
la fermentacion, los cuales inhiben el desarrollo de microorganismos patdgenos y
productores de toxinas.

Desde el punto de vista nutricional y de salud, las leches fermentadas aportan
nutrimentos adicionales a los del producto fresco, como son vitaminas del complejo B
y una mayor cantidad de proteinas en productos concentrados como el yogurt.
Ademas, las proteinas se digieren con mayor facilidad debido a la hidrdlisis que
sufren por las proteasas producidas por las bacterias lacticas. También la grasa y la
lactosa de estos productos resultan mas digeribles, por la accion de las enzimas

microbianas (Lopez et al., 2002).

1.2.1. Yogurt

Segun las fuentes historicas, el yogurt tuvo su origen en el Medio Oriente hace
muchos siglos; sin embargo, los productos a los que se refieren en esa época son en
realidad varias leches fermentadas en forma empirica, con la participacion de los
microorganismos presentes en la leche o en el medio ambiente, ya que el
descubrimiento de los microorganismos y su caracterizacion se llevo a cabo a finales
del siglo XVII. Pero no fue hasta el siglo XIX en que se detectoé y desarrollé la utilidad
y funciones de estos microorganismos.

Desde su origen, las leches fermentadas han sido ingeridas por sus propiedades
medicinales para el alivio de desdrdenes estomacales, intestinales y del higado.
Durante la primera mitad del siglo XX, el bacteridlogo ruso Ilya Metchnikoff relaciono
la buena salud y longevidad de los campesinos de los Balcanes con el consumo de
un producto fermentado, a partir de leche, al cual le llamaban Yahourth. Por este
motivo, se considera que dichas leches fermentadas fueron las precursoras de lo que
hoy se conoce como yogurt.

Después de la Segunda Guerra Mundial, la tecnologia del yogurt tuvo un avance
muy significativo. Actualmente, el consumo del producto estd muy difundido a escala

mundial. En el mercado nacional, el yogurt es fabricado y distribuido por varias
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industrias; cada una de ellas ofrece al consumidor una gran variedad de sabores,
consistencias y presentaciones (Hernandez et al., 2003).

Actualmente, la NOM-181-SCFI-2010 define al yogurt como el producto obtenido
de la fermentacibn de la leche, estandarizada o no, por medio de los
microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, teniendo como resultado la reduccion del pH (Direccion General de
Normas, 2011).

1.2.1.1. Proceso de elaboracién del yogurt.

Materia prima

v

Estandarizacion

v

Homogenizacion

v

Pasteurizacion

v

Enfriamiento |

v

Cultivo iniciador o Inoculacién

.

Fermentacion

v

Enfriamiento Il

v

Adicion de frutas

v

Empaque

v

Enfriamiento Il

v

Distribucion

Figura 1.1. Proceso de elaboracion de yogurt batido (Hernandez et al., 2003).
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Existe una gran variedad de yogures que difieren entre si por varios factores,
entre ellos: el proceso de elaboracion, la adicion de saborizantes y la forma de
presentacion.

El yogurt firme y el batido son dos tipos de yogurt que difieren en el proceso de
elaboracion. En el yogurt firme, la leche inoculada con los microorganismos se debe
empacar en los recipientes definitivos antes de que se inicie la fermentacion, es
decir, la fermentacion se lleva a cabo en el mismo recipiente en el que sera
distribuido el producto. Si se desea agregarle frutas, se adicionan en el fondo del
envase antes de la leche. El yogurt batido es producido en tanques de fermentacién
y se empaca una vez que las frutas o los saborizantes han sido mezclados con el
yogurt.

En la Figura 1.1, se presentan las etapas del proceso general para la elaboracion

de yogurt batido.

1.21.1.1. Materia prima

El yogurt se elabora tanto con leche entera como descremada, preferiblemente
de vaca. La leche debe estar libre de antibi6ticos, porque su presencia inhibe el

desarrollo de los microorganismos que llevan a cabo la fermentacion.

1.2.1.1.2. La estandarizacion

Para aumentar el contenido de solidos totales en la leche, primero es necesario
estandarizar la cantidad de grasa. El contenido de grasa del yogurt debe alrededor
de 0.5% en el caso del descremado, y el 3.5%, en el caso del entero.

El contenido de sélidos totales (ST) es vital en el proceso de elaboracién de este
producto. En general, el contenido de ST adecuado para la elaboracion de yogurt es
de 15 a 16%; entre mayor sea su contenido, mayor sera su viscosidad. Como la
leche contiene un 13% de ST en promedio, esta cantidad se debe aumentar. Es
posible elaborar yogurt sin aumentar el contenido promedio de soélidos totales de la
leche, pero el gel que se forma es muy débil y se rompe con mucha facilidad, lo que

provoca la separacion del suero de la leche. Para elevar la cantidad de solidos
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totales, existen varias opciones. Tradicionalmente, se concentraba la leche
disminuyendo su volumen en una tercera parte, por medio de la evaporacion del
agua presente en ella. Actualmente, se prefiere agregar leche en polvo hasta
alcanzar el contenido de sdlidos totales requerido, porque es un proceso mas
practico y barato. Otros métodos utilizados, aunque con menor frecuencia, son la
ultrafiltracién y la 6smosis inversa.

Para contrarrestar los efectos negativos sobre la viscosidad y la fuerza del gel,
por causa del bajo contenido de solidos totales en la leche, también se recurre a la
adicion de estabilizantes, que mejoran el cuerpo, la textura y la apariencia del yogurt.
Algunos comunmente utilizados son el almidén, la carragenina, los alginatos, la goma
de algarrobo, la gelatina y la pectina. Los estabilizantes se deben agregar durante la
estandarizacion de la materia prima. El contenido de los estabilizantes en el yogurt

no debe superar el 0.3%, porque provocan consecuencias adversas en el sabor.

1.2.1.1.3. La homogenizacion

La etapa de homogenizacion generalmente se lleva a cabo antes de la
pasteurizacion, pero puede ser realizada después. Consiste en someter la leche a
altas presiones con el fin de disminuir el tamafio de las gotas de grasa y otros
constituyentes y, asi, que se dispersen mejor. El resultado es un yogurt mas viscoso,

mas estable y con mejores caracteristicas organolépticas.

1.2.1.1.4. La pasteurizacion

La pasteurizacion es una de las etapas mas importantes de este proceso porque
se elimina la mayor parte de la microbiota contenida en la leche. La disminucion de
los microorganismos asociados a la leche permite el crecimiento de los
microorganismos productores del yogurt (o iniciadores) libres de competencia, con
todos los nutrimentos de la leche a su disposicion. Con este proceso, también se
logra la inactivacion de enzimas que afectan las caracteristicas organolépticas del
yogurt.
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Las elevadas temperaturas de la pasteurizaciéon desnaturalizan las proteinas de
la leche, con lo cual, se liberan péptidos que contribuyen al crecimiento de los
microorganismos inoculados. Ademas, la modificacion de la estructura de las
proteinas favorece su agregacion, lo que mejora la viscosidad del yogurt y su
capacidad de retencion de agua, e impide la separacién del suero de la leche.

Existe una gran gama de temperaturas y tiempos asociados a la pasteurizacion
de la leche, de acuerdo con el proceso de fabricacion del yogurt y el equipo
disponible para realizarla. Algunos ejemplos son: 80 a 85°C por treinta minutos, y a
90°C por cinco minutos. El calentamiento débil de la leche genera un yogurt bajo en
viscosidad, mientras que un sobrecalentamiento puede provocar textura granular y
una tendencia a la separacién del suero (Hernandez et al., 2003), ademas de que en
ocasiones, se puede inhibir la protedlisis debido a asociaciones de lak —caseina con

las proteinas del suero (Lopez et al., 2002).

1.2.1.1.5. El enfriamiento posterior a la pasteurizacion

Después de la pasteurizacion, la leche debe ser enfriada hasta la temperatura
necesaria para el crecimiento optimo de los microorganismos, que oscila entre los
40°Cy 45°C.

1.2.1.1.6. La inoculacion y fermentacion

El cultivo iniciador se encuentra compuesto por los microorganismos S.
thermophilus y Lactobacillus ssp. bulgaricus en una relacién 1:1 o 2:1, las cuales
garantizan una consistencia adecuada y un aroma agradable.

El cultivo iniciador se inocula en una proporcion que oscila entre el 1% y el 5%
v/v de la cantidad de leche inicial que se utiliza. Se debe mezclar muy bien con la
leche para asegurar una adecuada distribucion de los microorganismos. En este
momento, empieza el proceso de fermentacion. La fermentacion se realiza durante
un promedio de tres a seis horas, a una temperatura entre los 40 y 45°C. El tiempo
de fermentacién depende de la temperatura de incubacién y de la capacidad de

produccion de acido lactico de los microorganismos. El proceso se debe detener
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cuando se alcanza un concentracion de acido lactico entre 0.70 y 1.1% p/v. En este
rango de concentracion de acido lactico el valor del pH se encuentra entre 4.6 y 3.7
(Hernandez et al., 2003).

La formacion del coagulo durante la elaboracion del yogurt, obedece al hecho de
gue a un pH cercano a 4.6 las micelas de caseina de la leche coalescen en forma de
cadenas o conglomerados para formar una estructura tridimensional en la cual queda
atrapado el suero. A pH altos (>5.4) las micelas de caseina mantienen su estado
nativo (100-250 nm), pero cuando el pH alcanza valores de 5.1, las particulas sufren
disociaciones parciales formando subparticulas de 30-40 nm, y cuando se alcanza
pH del orden de 4.8-4.3 las particulas de caseina forman grandes conglomerados
que atrapan la grasa y el suero, y que son responsables de las altas viscosidades del

producto (Lopez et al., 2002).

1.2.1.1.7. El enfriamiento posterior a la fermentacion

Cuando se alcanza la acidez deseada, se debe detener el proceso de
fermentacién disminuyendo la temperatura, ya que los microorganismos involucrados
en el proceso no son capaces de crecer a temperaturas inferiores a 10°C; ademas, a
bajas temperaturas, se suspende la actividad de las enzimas generadas por estos
microorganismos. La temperatura recomendada es la de refrigeracion (4°C). El

enfriamiento, a la vez, tiene un efecto positivo, porque aumenta la firmeza del gel.

1.2.1.1.8. La agitacion y la adicion de frutas

La adicion de frutas al yogurt le confiere una mayor aceptacion por parte del
consumidor. La fruta se adiciona en forma de trozos o puré, en porcentajes que
varian desde el 5 al 25% del producto final. Las frutas deben recibir tratamiento
térmico previo para evitar la proliferacion de hongos y levaduras que contaminarian
el yogurt y disminuirian su vida atil (Hernandez et al., 2003).

El yogurt es un fluido tixotropico, por lo que la agitacidn excesiva durante la
incorporacion de la fruta, puede producir una caida sustancial de la viscosidad del
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producto, lo que ocasiona un detrimento de su calidad. Por esta razon, el batido del

yogurt se debe hacer cuidadosa y lentamente (Lopez et al., 2002).

1.2.1.1.9. El empaque

Cuando el yogurt se ha enfriado y se le han agregado las frutas, el producto se
empaca. Los recipientes deben ser resistentes, impermeables y de un material que
no reaccione con el producto para protegerlo de alteraciones fisicas, quimicas y de
microorganismos. Después de empacado, el yogurt se debe conservar en
refrigeracion con el fin de aumentar su vida util, que se calcula es de 30 dias
(Hernandez et al., 2003). El almacenamiento del producto terminado debe hacerse a
5°C como maximo; temperaturas mas altas pueden ocasionar defectos en el sabor,
por ejemplo, sabor amargo; temperaturas menores a 5°C pueden provocar la

formacion de cristales de hielo (Lopez et al., 2002).

1.2.1.2. La microbiologia vy la bioguimica de la fermentacion del yoqurt

Lactobacillus delbruekii ssp. bulgaricus es un bacilo homofermentativo Gram-
positivo, largo, no movil el cual produce acido D-(-) lactico. Es capaz de fermentar
fructosa, galactosa, glucosa y lactosa, pero no asi maltosa y sacarosa. Puede crecer
a temperaturas superiores a 45°C, pero normalmente tiene su 6ptimo entre 40°C y
43°C; no es capaz de crecer a temperaturas menores de 15°C. Tiene la habilidad de
crecer a pH inferiores a 5.0, y presenta metabolismo fermentativo aun en presencia
de aire. En tanto, Streptococcus salivarius ssp. thermophilus es una bacteria Gram-
positiva, esférica, la cual se observa en pares o en cadenas; es homofermentativo y
produce acido L-(+) lactico a partir de glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa. Tiene
una temperatura optima de crecimiento de 40 a 45°C, aunque puede crecer hasta a
50°C, pero no a menos de 20°C (Lépez et al., 2002).

Ambos microorganismos tienen requerimientos nutricionales complejos que se
encuentran en la leche; utilizan la lactosa como fuente de energia y la transforman en
acido lactico. Durante el metabolismo de los microorganismos, ademas del acido

lactico, se producen algunos metabolitos que son los responsables del aroma
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caracteristico del yogurt; entre ellos los mas importantes son: el acetaldehido, el
diacetilo y la acetoina. También, se obtienen &cidos volatiles, tales como: el formico,
el acético, el propidnico, el butirico, el isovalérico y el caproico, los cuales junto con
los metabolitos mencionados originan el aroma caracteristico del yogurt. El
acetaldehido se produce por la via de Embden-Meyerhof y es la sustancia
responsable del aroma que se encuentra en mayor concentracion en el yogurt (entre
23 a 55 ppm, considerandose Optima de 23 a 41 ppm) (Hernandez et al., 2003).

L. bulgaricus y S. thermophilus se estimulan mutuamente en una relacion
protocooperativa; mientras la primera hidroliza activamente las proteinas, la otra le
corresponde produciendo &cido formico y bioxido de carbono los cuales son
estimulantes para L. bulgaricus. Este efecto sinérgico resulta en un incremento en el
crecimiento y en la produccién de acido lactico y acetaldehido. También se ha
sugerido que la glicina producida por el bacilo, como un subproducto de la
conversion de treonina a acetaldehido, estimula a la otra bacteria (Lopez et al.,
2002). Ambas especies pueden crecer en un pH bajo, pero S. thermophilus crece
mejor al inicio de la fermentacién cuando el pH es alto. El pH disminuye durante la
fermentacién, por la produccion de acido lactico, hasta alcanzar un valor inferior a
5.5. La acidez, el consumo de oxigeno y la liberacién de sustancias volatiles que
produce S. thermophilus, crean las condiciones ideales para que se desarrolle L.
bulgaricus.

Desde el punto de vista bioquimico, la lactosa es hidrolizada dentro de la célula
bacteriana por una lactasa, en unidades de glucosa y galactosa. La glucosa es
metabolizada por la via de Embden-Meyerhof, hasta acido piravico, el cual se
convierte en acido lactico por la accion de la deshidrogenasa lactica presente en
ambos microorganismos (Hernandez et al.,, 2003). Cada especie produce un
enantiomero diferente; la proporcion del isémero L en el yogurt es de 55% a 60% con
respecto al &cido lactico total, y sélo este enantiomero es asimilable por los
mamiferos incluyendo al hombre, aunque no hay ninguna evidencia de que el
enantiomero D resulte toxico (Lopez et al.,, 2002). Por otro lado, ambas bacterias
carecen de la enzima alcohol deshidrogenasa, por lo que son incapaces de
transformar el acetaldehido en etanol.

10
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La cantidad de inéculo y el tiempo de fermentacién también influyen en las
caracteristicas del yogurt. Para producir un yogurt a 42°C durante dos horas y media,
con una relacion final de microorganismos de 1:1, es necesario inocular con una
cantidad de cultivo equivalente al 3% v/v de la leche en que se desea fermentar. Si el
yogurt se produce en tres horas, se inocula la leche con un 2% del cultivo (en

relacion con la cantidad de leche empleada) (Hernandez et al., 2003).

1.2.1.3. Aspectos nutricionales

Algunas personas no toleran la leche debido a que su consumo les causa
desérdenes estomacales, esta situacion se debe a que no poseen en su sistema
digestivo una enzima conocida como lactasa, encargada de descomponer la lactosa
en sus monosacaridos constituyentes. Este problema de intolerancia a la leche no se
presenta al consumir yogurt, ya que, durante la fermentacion de la leche, la lactosa
es utilizada por los microorganismos como fuente de energia y, por lo tanto, su
contenido se reduce. Varios estudios han revelado que la lactosa residual del yogurt
es hidrolizada por las bacterias lacticas dentro del ser humano.

La digestibilidad de las proteinas presentes en la leche aumenta por la accion
proteolitica de las enzimas producidas por los microorganismos iniciadores
(Hernandez et al., 2003). Ademas, este producto no provoca caries ya que las
bacterias lacticas de la microbiota bucal no sintetizan dextranos pegajosos a partir de
la lactosa, y por tanto, no forman placa dental. También se recomienda el consumo
de yogurt, después de algin desorden intestinal o después de un tratamiento de
antibioticos, pues ayuda en la regeneracion de la microbiota intestinal (Walstra,
2001).

1.2.1.4. Metodologia para elaboracién de yoqurt simbiético

El yogurt empleado en la presente tesis, fue parte del trabajo desarrollado en el
laboratorio, a peticibn de una empresa mexicana. Este yogurt esta complementado
por fibra soluble y las bacterias probidticas Lactobacillus casei y Lactobacillus
acidophilus. La vida de anaquel determinada en el laboratorio (Mancilla, 2011) es de

30 a 40 dias y las etapas para su elaboracion se resumen en la Figura 1.2.

11
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Figura 1.2. Metodologia para elaboracién de yogurt (Mancilla, 2011).
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1.2.2. Bacterias probiéticas

La microbiota del tracto intestinal humano constituye un ecosistema complejo,
actualmente se han identificado mas de 400 especies de bacterias en las heces
fecales de un individuo. La poblacion bacteriana en el intestino grueso es muy alta y
alcanza un méaximo de 10% UFC/g, en el intestino delgado las cuentas de bacterias
son considerablemente menores, 10%-10° UFC/g, mientras que en el estdmago
Gnicamente han sido encontradas entre 10*-10% UFC/g debido al bajo pH.

Actualmente se considera que un balance éptimo en la poblacion microbiana
dentro del tracto digestivo humano es bueno para la nutricion y para la salud, sin
embargo existen factores que pueden influir negativamente en la interaccion de los
microorganismos intestinales, por ejemplo, el estrés y la dieta, los cuales dan lugar a
efectos perjudiciales en la salud. Los microorganismos asociados primordialmente
con el balance 6ptimo son lactobacilos y bifidobacterias.

Cada vez mas pruebas indican que el consumo de microorganismos “probidticos”
puede ayudar a mantener un perfil microbiolégico adecuado, ademas estos
microorganismos estan relacionados con efectos terapéuticos. En los ultimos afios se
ha observado un aumento en la incorporaciébn de bacterias probitticas a los
alimentos como complementos dietéticos. El bioyogurt es uno de los productos
lacteos mas populares para proporcionar las células probidticas viables, al intestino
humano (Lourens y Viljoen, 2001); de hecho, NOM-181-SSAI-2010 permite adicionar
al yogurt otros cultivos alternativos del género Lactobacillus y Bifidobacterium, con

una concentracién minima de 10° UFC/g (Direccién General de Normas, 2011).

1.2.2.1. Definicion de probidticos

La palabra “probiético”, proviene del griego que significa “para la vida” (Lourens y
Viljoen, 2001). Actualmente la definicion mas adecuada indica que son aquellos
microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas,

pueden conferir un efecto benéfico a la salud del hospedero (Saarela et al., 2000).

13
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1.2.2.2. Beneficios a la salud

El consumo de microorganismos probidticos es asociado a una serie de efectos

terapéuticos, los cuales son resumidos en la Tabla 1.1 (Lourens y Viljoen, 2001).

Tabla 1.1. Efectos benéficos y terapéuticos asociados a la aplicacion de microorganismos

probiéticos en humanos (Lourens y Viljoen, 2001).

EECTOS BENEFICOS

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Mantienen saludable la microbiota
intestinal.

Inhiben el crecimiento de patégenos.
Estimulan el sistema inmune.
Evitan problemas asociados a la
intolerancia a la lactosa.
Reducen los niveles de colesterol.
Tienen actividad anticancerigena.

Mejoran el valor nutricional de los

Previene infecciones en las vias
urinarias.
Previene diarrea infantil.

Alivia el estrefiimiento.
Previene la hipercolesterolemia.
Reduce la diarrea inducida por los
antibiéticos.

Proteccion contra el cancer de colon y

vejiga.

alimentos. Previenen la osteoporosis.

1.2.2.2.1. Propiedades de adhesion

Uno de los requisitos mas importantes de los microorganismos probiéticos para
ejercer algunos de los efectos benéficos, es la adhesion a la superficie intestinal y la
subsecuente colonizacion del tracto gastrointestinal. La adhesion provee una
interaccion con la mucosa superficial, la cual facilita el contacto con el tejido linfoide
asociado al intestino mediante efectos inmunes locales y sistémicos.

Las bacterias que persisten durante mas tiempo en el tracto gastrointestinal
tienen mayores posibilidades de presentar efectos metabdlicos e
inmunomodulatorios que las cepas no persistentes. Por lo tanto, sélo los probioticos

adherentes son capaces de inducir efectos inmunes y estabilizar la mucosa intestinal.

14
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1.2.2.2.2. Efectos preventivos y terapéuticos contra la diarrea

Diferentes estudios han demostrado que la duracion de los sintomas de la diarrea
infantil producida por rotavirus, se reduce cuando se consumen ciertos lactobacilos.
También se observa un incremento en el nivel de inmunoglobulinas especificas para
rotavirus, creando un mecanismo de defensa inmune que acompafa al efecto
antidiarreico. En adultos se ha observado la reduccion de la diarrea asociada con
tratamiento antibiotico, mientras que la evidencia para el tratamiento de la diarrea

aguda y cronica, se muestra inconsistente (Saarela et al., 2000).

1.2.2.2.3. Propiedad inmunomoduladoras

Estudios de intervencién humana con probiéticos han aportado evidencia de la
modulacién del sistema inmunoldgico al incrementar los niveles de células secretoras
de anticuerpos. Estos microorganismos estimulan la produccion de citocinas
(interferén Y) por linfocitos, proliferacion de células B y NK, anticuerpos IgM e IgG y
actividad fagocitica de leucocitos (Martinez, 2005). Sin embargo se ha demostrado
gue existen diferencias en los efectos inmunomodulatorios entre cada cepa de

bacterias probidticas (Saarela et al., 2000).

1.2.2.2.4. Disminucion en la sintesis de sustancias de putrefaccion

Las bacterias probidticas son capaces de disminuir la sintesis sustancias nocivas
para el organismo (amonio, fenoles, acido sulfhidrico, metabolitos de triptdfano y

tirosina, indoxil sulfato, p-cresol).

1.2.2.2.5. Enfermedad intestinal inflamatoria

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa son enfermedades inflamatorias
cronicas del intestino delgado y grueso, dificiles de tratar con éxito con
medicamentos, siendo comunes las recaidas. Hay evidencias que muestran que los

probioticos mejoran dichas enfermedades.
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1.2.2.2.6. Alergias

Se ha sugerido que las caracteristicas inmunomoduladoras de los probioticos
podrian ser utilizadas en patologias humanas en las que esta implicado el sistema
inmune, en concreto, en relacibn con las enfermedades alérgicas. Numerosos
estudios de laboratorio y de experimentacion clinica demuestran ciertos efectos de
los probidticos para dificultar o impedir el desarrollo del mecanismo alérgico, para
prevenir o minimizar la aparicion de alergopatias. Hasta el momento los resultados

son controvertidos y no se conocen los mecanismos de accion (Martinez, 2005)

1.2.2.2.7. Propiedades antagonicas

Las bacterias probiéticas han demostrado tener una capacidad inhibitoria frente
muchos de los patégenos transmitidos por los alimentos. Los mecanismos de

inhibicion de patdégenos atribuidos a los microorganismos probidticos son:

e Produccion de sustancias antimicrobianas como: acidos organicos, peréxido de
hidrogeno, bacteriocinas, antibioticos y acidos biliares desconjugados.

e Su papel como antagonistas competitivos, es decir, la competencia por sitios de
adhesion, por los nutrientes y haciendo el medio poco favorable para el
crecimiento de las bacterias invasoras.

e Estimulaciéon del sistema inmune.

Las bacterias probidticas pueden producir bacteriocinas, cuyo papel en la
inhibicion de patdégenos in vivo se encuentra limitada ya que las bacterocinas
tradicionales tienen un efecto inhibitorio Gnicamente contra especies muy
relacionadas filogenéticamente como otros lactobacilos. Sin embargo, los metabolitos
de bajo peso molecular (peroxido de hidrégeno, acido acético, lactico y otros
compuestos aromaticos) y metabolitos secundarios han mostrado una capacidad
inhibitoria hacia microorganismos patégenos como Salmonella, Escherichia coli,
Clostridium y Helicobacter. L rhamnosus produce un compuesto antimicrobiano de

bajo peso molecular, posiblemente un acido graso de cadena corta que inhibe
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microorganismos anaerobios como Bacteroides, Clostridium y Bifidobacterium,
ademas impide el desarrollo de bacterias como Enterobacteriaceae, Pseudomonas,
Staphylococcus y Streptococcus, sin afectar a otros lactobacilos.

Los sobrenadantes de cultivo de L. acidophilus disminuyen la viabilidad de
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Thyphimurium, Shigella
flexneri, Escherichia coli, Kelbsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter spp. En estudios in vitro el compuesto antimicrobiano de
bajo peso molecular no identificado, no tiene efecto en lactobacilos y bifidobacterias.

Por otro lado, la produccion de &cidos organicos debido al metabolismo de los
probidticos, disminuye el pH y altera el potencial éxido-reductor del intestino, lo cual
combinado con el contenido reducido de oxigeno en el intestino, resulta en una

actividad antimicrobiana (Lourens y Vijoen, 2001).

1.2.2.2.8. Reduccion de intolerancia a la lactosa

Algunas de las bacterias utilizadas como cultivos iniciadores en la leche y
algunas bacterias probioticas producerd -D-galactosidasa, esta enzima hidroliza
lactosa, resultando en un aumento en la tolerancia hacia los productos lacteos.

También ayudan al mejoramiento de la digestibilidad de la lactosa debido a la
hidrolisis de la lactosa en el tracto digestivo después de consumir la leche

fermentada con probidticos.

1.2.2.2.9. Reduccién de los niveles de colesterol en suero

El consumo de leches fermentadas reduce significativamente el colesterol en
suero. Para individuos hipercolesterolémicos la reduccion significativa de niveles de
colesterol en plasma disminuye el riesgo de presentar ataques al corazon. El sitio
principal donde se lleva a cabo el metabolismo del colesterol es en el higado, aunque
también se producen cantidades considerables en los intestinos.

Existe evidencia de que ciertas cepas L. acidophilus y algunas bifidobacterias son
capaces de disminuir el nivel de colesterol dentro del intestino. AUn no se ha

entendido cual es el papel que juegan estas bacterias probidticas en la disminucion
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el colesterol, sin embargo, existen tres hipotesis: la primera habla de la existencia de
un factor producido en las leches fermentadas que inhibe la sintesis de colesterol en
el cuerpo. Otra teoria es que los probidticos desconjugan los acidos biliares en
acidos grasos libres, los cuales son excretados mas facilmente del tracto intestinal
qgue los &cidos biliares conjugados. Con la liberacién de los acidos biliares del
cuerpo, la sintesis de nuevos &cidos biliares a partir de colesterol reduce la
concentracion de colesterol total en el cuerpo. Una tercera hipotesis es que la
reduccion del colesterol puede deberse a la co-precipitacion del colesterol con acidos
biliares desconjugados a pH bajo, el cual es consecuencia de la produccién de acido
lactico por bacterias probioticas.

1.2.2.2.10. Actividad anticancerigena y antimutagénica

La accién antitumoral de los probidticos se atribuye a la inhibicion de los agentes
carcindgenos y/o procarcindgenos, a la produccion de compuestos antimutagénicos,
a la modulacién de enzimas procarcinogénicas en intestino, a la inhibicion de las
bacterias que convierten procarcind0genos a agentes carcindgenos, a la supresion de
tumores por la activacion del sistema inmune del huésped y a la reduccion del pH
intestinal que reduce la actividad microbiana. Kailasapathy y Rybka (1997)
informaron sobre varios estudios con animales que confirman que la ingesta de
yogurt y leches fermentadas que contienen bacterias probidticas inhibe la formacion
de tumores y la proliferacion de éstos.

En algunos estudios sobre humanos, el consumo de Lactobacillus acidophilus
demostré una disminucion en la mutagenicidad fecal y urinaria. Este efecto también
se observa con el consumo de Lactobacillus casei Shirota quien ha demostrado tener

efectos benéficos en pacientes con cancer (Lourens y Vijoen, 2001).

1.2.2.3. Dosis terapéutica

Para llevar a cabo la mayoria de estos beneficios a la salud, es necesario que
una cantidad suficiente de probioticos viables lleguen al intestino humano (Ng. et al.,

2010). Es necesario administrar dosis adecuadas de células viables que logren
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conseguir el efecto benéfico, esta cantidad se conoce como “dosis minima
terapéutica” (Lourens y Vijoen, 2001). Con base en los estudios previos que
caracterizan una gran variedad de especies y géneros de probidticos, se establecid
una dosis minima requerida de 10® UFC/dia, para alcanzar los beneficios a la salud.
En 1995 Kailasapathy y Chin sugirieron que una dosis terapéutica de probioticos
debe tener al menos 10° — 10* UFC/dia. Esta cantidad corresponderia al consumo
diario de yogurt que tuviera 10° UFC/g, lo cual resulta en el consumo de una porcién
diaria de 100 g. Es recomendable agregar dosis mas altas para compensar la
pérdida de las células durante su paso en el tracto gastrointestinal (Ng. et al., 2010).

Anteriormente, se establecié que Unicamente los microorganismos probidticos
viables producen un efecto benéfico. Sin embargo, recientemente se reportd que los
probioticos viables y no viables muestran el mismo efecto en el caso de la tolerancia
a la lactosa, el tratamiento de gastroenteritis aguda vy el tratamiento de candidiasis
(Lourens y Vijoen, 2001).

1.2.2.4. Criterios para la eleccién de cepas probidticas

La base tedrica para la seleccion de microorganismos probidticos incluye
inocuidad, funcionalidad y aspectos tecnoldgicos ilustrados en la Figura 1.3.

Los criterios de inocuidad para seleccionar una cepa probiética incluyen:

e Las especies deben ser preferentemente de origen humano.

e Deben ser aisladas de un tracto gastrointestinal sano.

e Se debe tener documentacion de que no son patégenos.

e No deben estar relacionados con enfermedades como endocarditis infectiva o
desoérdenes gastrointestinales.

¢ No deben tener genes transmisibles de resistencia a antibiéticos.

Los requerimientos funcionales de las cepas probidticos se deben establecer
haciendo uso de métodos in vitro y los resultados de estos estudios deben
correlacionarse con los analisis clinicos en humanos. Algunos aspectos de

funcionalidad que deben ser considerados son:

19



Capitulo | Introduccion y Marco Teérico

e Tolerancia a los acidos y tolerancia al jugo gastrico humano.

e Tolerancia a las sales biliares (es importante para la sobrevivencia en el intestino
delgado).

e Adherencia a las superficies epiteliales y persistencia en el tracto gastrointestinal.

¢ Inmunoestimulacion, sin efectos proinflamatorios.

e Actividad antagobnica contra patdgenos como Helicobacter pylori, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes y Clostridium difficile.

e Propiedades antimutagénica y anticarcinogénica.

A pesar de que una cepa cumpla con los criterios de inocuidad y funcionalidad,
también es importante tener en cuenta los aspectos tecnoldgicos. Estos incluyen los

siguientes:

e Buenas propiedades sensoriales.
¢ Resistencia a fagos.
¢ Viabilidad durante el proceso.

e Estabilidad en el producto y durante el almacenamiento (Saarela et al., 2000).

Inocuidad de los probidéticos

Estudios clinicos en pacientes y
voluntarios

6 Respuesta inmumodulatoria

5 |Adherencia al epitelo del intestino/potencial invasivo

Estimulacién de bacterias probioticas y supresion de
bacterias patdégenas (actividad antimicrobiana)
Resistencia a pH, jugo gastrico, acidos biliares, jugo
pancreatico, sobrevivencia y colonizacion in vivo.
Viabilidad y actividad durante el proceso de elaboracién y el
almacenamiento.

1 Cepa, especie, género e inocuidad. (origen y caracterizacion)

Figura 1.3. Aspectos de seguridad para el empleo de probitticos (Saarela et al., 2000).
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Los microorganismos que actualmente se consideran probidticos son:
Lactobacillus casei, L. paracasei, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. reuteri, L.
coryniformis, L. johnsonii, L. fermentum, L. gasseri, L. plantarum, L. calivarius,
Bifidobacterium longum, B. infantis, B. bifidum, B. animalis, B. breve, Bacillus subtilis,
Saccharomyces boulardii, Propionibacterium freudenreichii y Enterococcus faecium.
(Lallemand Health Ingredients, 2011; Ross y Preedy, 2010).

La viabilidad de las bacterias probioticas inoculadas en los alimentos lacteos

fermentados depende de diversos factores como son:

e Lainteraccion entre especies.

e Composicién quimica del medio.

e Condiciones de almacenamiento.

e Porcentaje de acidez.

e Contenido de sdlidos totales.

e Disponibilidad de nutriente.

e Promotores e inhibidores de crecimiento.
e Concentracion de azucares.

e Temperatura de incubacion.

e Cantidad inoculada inicialmente.

e Concentracion de oxigeno (Lourens y Vijoen, 2001).

1.2.2.5. Caracteristicas de las cepas elegidas para el yogurt

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de Gram-positivas catalasa

negativas, con morfologia de bacilos y cocos (Yi-Ting et al., 2007).

1.2.2.5.1. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei es un bacilo Gram-positivo ordenado en cadenas. No forma
esporas y es inmovil. La célula mide alrededor de 0.7 — 1.1 X 2.0 — 4.0 um. Es una
bacteria “anaerobia facultativa” lo que significa que es capaz de crecer en ausencia y

presencia de oxigeno, aunque se desarrolla mejor en condiciones aerobias
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(Martinez, 2005). Es un microorganismo organoétrofo con metabolismo
homofermentativo y se clasifica dentro de las BAL. Su temperatura Optima de
crecimiento es de 30°C y su pH 6ptimo es de 5.5, sin embargo se ha observado que
es un microorganismo que puede crecer un rango amplio de temperatura y pH
(Isolauri, 1991).

Lactobacillus casei habita en la boca e intestinos de algunos animales, ya que
resiste el acido gastrico y sales biliares presentes en el tracto gastrointestinal.

Los estudios han demostrado que es una bacteria que produce beneficios a la
salud y no presenta patogenicidad, es por eso que es considerada como una bacteria
probidtica. Ademas, se sabe que este microorganismo produce D-acido lactico y
amilasa que complementan el crecimiento de Lactobacillus acidophilus (Martinez,
2005).

1.2.25.2. Lactobacillus acidophilus

Es un bacilo Gram-positivo, no esporulado y con una longitud entre 2-10 pm.
Crece en condiciones anaerébias y a un pH menor a 5. Tienen una temperatura
optima de crecimiento de 37°C y es homofermentativo, lo que significa que produce
Gnicamente &cido lactico a partir de su fermentacion. Debido a que requiere
carbohidratos para su fermentacion, habita en ambientes ricos en azucar como el
intestino animal aunque también se encuentra en la boca y la vagina. Esta bacteria
crece de forma natural en una gran variedad de alimentos como carne, pescado y
cereales.

El acido producido por esta bacteria puede ayudar a controlar el crecimiento de
Candida albicans, que causa candidiasis oral e infecciones vaginales.

L acidophilus no es un bacteria patdgena y al igual que L. casei tiene efectos
benéficos en la salud, por lo cual se considera un microorganismo probiético
(Martinez, 2005).
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1.2.2.6. Sustancias promotoras de crecimiento

Se conocen un gran numero de sustancias que promueven el crecimiento de las
bacterias probidticas. Por ejemplo, se puede suplementar la leche con la adicion de
caseinatos, caseina hidrolasa, acetato, fructosa, concentrado de proteina de suero,
jugo de tomate o pulpa de papaya, para mejorar el desarrollo de L. acidophilus. La
estimulacién del crecimiento se debe al aumento en la disponibilidad de azlcares
simples, principalmente glucosa y fructosa, y minerales como magnesio y
manganeso. También la adicion de una fuente de nitrégeno en forma de péptidos y
aminodcidos, vitaminas, dextrina y maltosa puede ayudar a mejorar la viabilidad de
las bifidobacterias.

Algunos de los productos probidticos contienen ademas de las cepas probidticas,
inulina u oligofructosa como “factores bifidogénicos” que también son llamados
prebidticos. Los prebidticos son azucares complejos que no pueden ser
metabolizados directamente por los humanos pero funcionan como fuente de
carbono para la microbiota intestinal. Los oligosacaridos como fructo-oligosacaridos,
lactulosa, rafinosa, estaquiosa y oligobmeros de inulina son usados como prebidticos.

La adicion de prebibticos en los alimentos lacteos fermentados, permite el
crecimiento preferencial de las bacterias probidticas en el colon, ya que estas
sustancias no son utilizadas por otras bacterias intestinales, de tal forma que pueden
ayudar a mejorar la salud del huésped.

Los productos simbidticos son aquellos en los que se combinan probidticos y
prebioticos para regular la microbiota intestinal. Estos oligosacaridos tienen la
capacidad de integrarse en el bio-yogurt para aumentar el nimero de probidticos no
s6lo en el colon, sino también durante la vida atil del producto (Lourens y Vijoen,
2001).

1.2.3. Métodos tradicionales

El crecimiento de las poblaciones microbianas puede medirse de diferentes

maneras. Algunos métodos determinan el nimero de células y otros la masa total de
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la poblacion, que generalmente es directamente proporcional al numero de células.
La magnitud de la poblacién normalmente se registra como el nimero de células que
hay en un mililitro de liquido o en un gramo de material sélido. Como las poblaciones
bacterianas suelen ser muy grandes, la mayoria de los métodos de cuantificacion se
basan en mediciones directas o indirectas de muestras pequefas; después se
determina mediante calculos el tamafio de la poblacion total (Tortora et al., 2007).

El método utilizado con mas frecuencia para la medicion de poblaciones
bacterianas es el “recuento en placa”. Una ventaja importante de esta técnica es que
mide el niamero de células viables, sin embargo requiere bastante tiempo, por lo
general 24 horas 0 mas, para que se formen colonias visibles. Esto puede plantear
un grave problema en algunas aplicaciones.

Cuando se realiza el recuento en placa es importante que crezca un numero
limitado de colonias en la placa. Cuando hay demasiadas colonias algunas células se
encuentran apifiadas y no pueden desarrollarse; esta situacion es causa de
inexactitudes en el recuento (Tortora et al., 2007). El Standard Methods for the
Examination of Dairy Products recomienda que se cuenten solo las placas con 30 a
300 colonias (Wehr H.M. y Frank J.F, 2004).

1.2.3.1. Recuento en placa de bacterias probidticas

Existe la necesidad de tener un método simple y valido para la cuantificacion de
las bacterias probidticas en los alimentos lacteos fermentados, para asi determinar
de manera rutinaria la cantidad inicial de probioticos después de elaborar el producto
y para monitorear la viabilidad de las células probidticas durante el almacenamiento
en refrigeracion y la cadena de distribucion (Lourens y Vijoen, 2001). La presencia de
muchos géneros de microorganismos dentro de los alimentos fermentados, que
ademas se encuentran estrechamente relacionados, hace que el recuento diferencial
entre las bacterias iniciadoras y probioticas sea dificil debido a la similitud de las
necesidades de crecimiento y la superposicion de los perfiles bioquimicos de la
especie (Tabasco et al.,, 2007). En el pasado no era posible cuantificar de manera
adecuada las bacterias probiodticas e iniciadoras debido a la falta de medios de

cultivo adecuados. Sin embargo, actualmente se han desarrollado medios de cultivo
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gue consideran el tipo de alimento, las caracteristicas de las especies o cepas, asi
como la naturaleza de la competencia entre géneros (Lourens y Vijoen, 2001).

Se han propuesto un gran nimero de medios de cultivo para la enumeracion
selectiva y diferencial de los lactobacilos en poblaciones bacterianas mixtas y
algunas han sido objeto de revisiones especificas. Con el objetivo de cubrir el mayor
espectro de especies, la mayoria de los medios selectivos para la enumeracion de
mezclas complejas de cultivos contienen antibioticos, los cuales pueden tener
impacto en la respuesta no sélo de las especies sensibles sino también de las
bacterias blanco, lo cual trae como consecuencia, resultados imprecisos y no
reproducibles (Tabasco et al., 2007).

Recientemente se desarrolld6 una técnica de cuenta en placa para la
cuantificacion diferencial de las bacterias probidticas y de las bacterias iniciadoras
del yogurt, en la cual se emplean medios de cultivo selectivos libres de antibidticos.
Las condiciones de incubacion que se emplearon se resumen en la Tabla 1.2 (Garcia
et al., 2009).

Tabla 1.2. Caracteristicas de los medios selectivos usados para recuento en placa (Garcia et

al., 2009).

Especie Medio de cultivo | Temperatura/Tiempo Condiciones
atmosféricas

S. thermophilus M17- Lactosa 45°C /24 h Aerobiosis
L. bulgaricus MRS — Fructosa 45°C /72 h Anaerobiosis

L. acidophilus MRS - Maltosa 37°C/72h Atmosfera de CO,

L. casei MRS - Glucosa 30°C/72h Aerobiosis

B. lactis MRS - Rafinosa 45°C /72 h Anaerobiosis

1.2.4. Métodos moleculares

Algunos microorganismos son dificiles de cultivar, ya que tienen muchos
requerimientos de nutrientes, son peligrosos para el personal de laboratorio o no

existen medios de cultivo adecuados para su aislamiento. La introduccion de
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métodos de biologia molecular en el laboratorio de microbiologia ha resuelto muchos
de estos problemas. Estas técnicas se basan en la deteccion directa de
microorganismos en los que el blanco de la prueba es un fragmento especifico del
genoma de la especie de interés. La sensibilidad y especificidad de los métodos
moleculares permite la deteccidn precisa de organismos en muy bajas cantidades de
muestra, sin embargo la confiabilidad de los resultados dependera de la calidad del
material genético aislado.

La tecnologia actual, permite la identificacion rapida y exacta del microorganismo
de interés en un tiempo mucho mas corto que los métodos tradicionales. En algunas
ocasiones las limitaciones que imponen los organismos para crecer en cultivo son
superados con el uso de la microbiologia molecular (Lizcano, 2005).

Las categorias para la aplicacion de meétodos moleculares de diagndéstico
microbiolégico son las mismas que las de los métodos convencionales basados en el
fenotipo:

e Deteccidn directa de microorganismos en las muestras.
¢ |dentificacion de microorganismos desarrollados en cultivo.
e Caracterizacion de los microorganismos, mas alla de su identificacién (Forbes et

al., 2009).

1.24.1. Extracciéon de ADN

En las técnicas de biologia molecular el acido desoxirribonucleico (ADN) es el
analito. Por lo tanto, una buena muestra implica siempre un correcto proceso de
obtencion de esta molécula, a partir de material bioldgico. La extraccion de ADN de
las células o virus donde se halla confinado es un paso previo en muchos
procedimientos analiticos y diagndésticos. Los pasos necesarios para una correcta

extraccion y purificacion de ADN mediante un procedimiento quimico son:

e Lisis celular: Esta etapa consiste en romper las estructuras que confinan el
citoplasma y liberar al medio su contenido (Newsletter Microbial, 2009). Entre los

compuestos mas utilizados para esta etapa estan:
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o Detergentes: Entre los que se encuentran el lauril sulfato y el SDS que actian
como agentes tensoactivos que ayudan a romper la membrana celular.

o Enzimas: La lisozima es una enzima que actla desestabilizando la pared
celular bacteriana cuando rompe las uniones glucosidicas entre los
polisacaridos N-acetil-glucosamina (NAG) y acido N-acetilmirdmico (NAM)
(Zabala, 2005).

o Sales caotrdpicas: Estas ayudan a romper la estructura tridimensional de
macromoléculas como las proteinas o los acidos nucleicos presentes en la
membrana consiguiendo su desnaturalizacion (Radstrom et al., 2004).

Purificacion: Posterior a la ruptura celular, ademéas del ADN quedan como

residuos grandes cantidades de proteinas y ARN que pueden interferir en etapas

posteriores, por lo cual deben ser removidos (Giles-Gomez, 2010, Comunicacion
personal; Dale y Schantz, 2007). Para llevar a cabo la degradacién de la fraccion
proteinica asociada al ADN se utilizan enzimas proteoliticas como la pronasa o la

Proteinasa K. La fraccion proteinica y el material genético también pueden

precipitarse con la ayuda de sales como el acetato de amonio o el acetato sddico.

Por otro lado, el ARN se puede digerir con el uso de RNasas. La eliminacion de

impurezas de la muestra termina utilizando solventes organicos como fenol y

cloroformo, con lo cual se lograra hacer una separacion por fases como se

muestra en la Figura 1.4 (Zabala, 2005).

— E— ﬁ— Fase acuosa
PR | (DNA + RNA)
B
{ ) ke Interfase
- - | ——= |- g E—— lw——  (proteinas
- - (A coaguladas)
T - _' - [
S - CgE 4 Fenol
Extracto Mezcla Fases separadas
celular con fenol por centrifugacion

Figura 1.4. Separacion de fases durante la extraccion de ADN empleando solventes

orgéanicos (Giles- Gémez, 2010, Comunicacion personal; Dale y Schantz, 2007).
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e Concentracion de ADN. Esta etapa consta de tres fases:

o0 Precipitacion del ADN: ElI ADN es insoluble en alcohol, por lo que se puede
precipitar con etanol frio o isopropanol en presencia de un cation monovalente
en concentraciones moderadas (acetato de amonio, cloruro de litio, cloruro de
sodio y acetato de sodio) y recuperar mediante una centrifugacion.

o0 Lavado del pellet: Se realiza con etanol frio volviendo a centrifugarse

0 Recuperacion: El sedimento se puede resuspender en agua o tampon EDTA
Tris tras ser secado completamente. Este paso también puede realizarse con
la ayuda de minicolumnas equipadas con una membrana de silica que retiene
especificamente el ADN permitiendo el paso de las moléculas y sales que
acomparfan la reaccion de lisis. Finalmente se lava con alcohol y se eluye el
contenido (Zabala, 2005).

Posterior a la extraccion es importante conocer la calidad del material genético
obtenido, para ello se deben evaluar cuatro aspectos: concentracion, integridad,
amplificacion adecuada y pureza. La concentracion del ADN, se mide utilizando el
espectrofotometro de luz ultravioleta (luz UV) a una longitud de onda de 260 y 280
nm (Radstrom et. al., 2004; Newsletter Microbial, 2009). La lectura a 260 nos
permitira conocer la concentracion de la muestra ya que los acidos nucleicos
absorben la luz UV a 260 nm. La pureza esta dada por la proporcion de las lecturas a
260/280 (Zabala, 2005), las preparaciones puras de ADN y ARN tienen un rango
D=260/280 de 1.8-2, si el valor es menor a 1.7, esto indicara que hay contaminacion
proteinica en la muestra (Giles- Gémez, 2010, Comunicacion personal; Dale y
Schantz, 2007). Una amplificacion adecuada del material genético, se logra cuando
la muestra no contiene “inhibidores de PCR”, los cuales son substancias que
interfieren en la reaccion ya sea mediante un bloqueo total de la actividad catalitica, o
mediante la union directa al ADN de doble cadena. Algunas fuentes importantes de
inhibicién son los propios reactivos que se usan en el proceso de extracciéon de ADN,
como por ejemplo, el exceso de KCI, NaCl y otras sales, detergentes idnicos, etanol,
isopropanol, fenol y otros. Estas sustancias pueden eliminarse mediante purificacion
quimica del extracto o0 mediante columnas de silica (Newsletter Microbial, 2009).

Finalmente, la integridad del material genético se puede evaluar mediante
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electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y observacion con
luz UV (Radstrom et. al., 2004).

Para realizar un analisis de leches fermentadas por medio de métodos
moleculares es necesario recuperar suficiente ADN que ademas tenga la calidad
adecuada, es decir, que esté integro y puro, por lo cual, es importante contar con un
método de extraccion de ADN eficiente y reproducible.

La extraccion de ADN a partir de cultivos puros de bacterias, ya se encuentra
estandarizado, sin embargo, la recuperacion a partir de matrices complejas como son
los productos lacteos representa un reto. El queso por ejemplo, presenta una matriz
rica en grasa, mientras que la leche es menos compleja, por lo que la recuperaciéon
del material genético es mas sencilla. En el caso de las leches fermentadas se
observa que se encuentra en un punto intermedio entre el queso y la leche, debido a
su fluidez, su composicion lipidica y proteinica.

Se han reportado dos alternativas para la extracciéon de ADN a partir de yogurt: la
primera emplea de citrato de sodio para dispersar las micelas de caseina, mientras
que la segunda utiliza EDTA para quelar el catién Ca®", con lo cual se desestabiliza

la matriz de la caseina (Calles et. al., 2010).

1.2.4.2. PCR Punto Final

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido uno de los avances mas
espectaculares que se han suscitado en los ultimos afios dentro del campo de la
biologia molecular (Zabala, 2005).

La PCR es una técnica que permite amplificar rapidamente muestras pequefas
de ADN, es decir, aumentar su cantidad de modo que sea suficiente para poder
analizarlas. Si se comienza con un fragmento de ADN del tamafio de un gen, la PCR
puede emplearse para formar miles de millones de copias en sélo unas horas. En la
Figura 1.5 se muestra el proceso de la PCR donde cada cadena del ADN diana actua
como molde para la sintesis de ADN.

A este ADN se le agregan los cuatro nucleétidos (para que se ensamblen en el
nuevo ADN), la enzima necesaria para catalizar la sintesis (ADN polimerasa) y

fragmentos cortos de acidos nucleicos denominados cebadores, para ayudar a iniciar
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Figura 1.5. Fases de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Tortora et al., 2004).
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la reaccion. Los cebadores son complementarios a los extremos del ADN diana, por
ende, formaran un hibrido con los fragmentos que se van a amplificar (Tortora et al.,
2007). Una vez mezclados se inician ciclos, generalmente 30, en los cuales se
permite la desnaturalizacion del ADN para separar las hebras, posteriormente los
cebadores se alinean con la porcion complementaria del ADN y a continuacion la
polimerasa lleva a cabo una sintesis exponencial de cadenas nuevas
complementarias (extension). Después de cada ciclo de sintesis, el ADN se calienta
para convertir todo el ADN nuevo en cadenas simples. A su vez, cada cadena de
ADN recién sintetizada actia como molde para formar mas ADN nuevo (Zabala,
2005; Tortora et. al, 2007).

1.2.4.3. PCR Tiempo Real

El primer reporte de PCR en tiempo real fue documentado por Higuchi y
colaboradores en 1993. Este procedimiento fue realizado utilizando bromuro de etidio
durante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), un termociclador modificado
para irradiar rayos UV y una camara de deteccion. La sefial detectada fue graficada
en funcion de cada ciclo. Los datos finales daban cuenta de la cantidad de producto
de PCR que era generado durante los ciclos (Anaya et al., 2005).

En la PCR tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultanea. Mediante la deteccion por florescencia se puede medir, durante
la amplificacién, la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision
de fluorescencia producida en la reaccién es proporcional a la cantidad de ADN
formado. Esto permite evaluar y registrar en todo momento la cinética de la reaccion
de amplificacion.

La PCR tiempo real puede dividirse en 4 fases: la exponencial temprana donde la
produccion de fluorescencia esta por debajo del nivel de deteccién del termociclador;
la exponencial, en la que se da un incremento de la fluorescencia que es
proporcional al nimero de amplicones producidos; la de crecimiento lineal; y la de
finalizacion o plateau donde finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia
(Figura 1.6) (Fonseca et al., 2010).
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Figura 1.6. Fases de PCR tiempo real. Determinacién de Ct (Fonseca et al., 2010).

Durante la fase exponencial de la PCR tiempo real, se realiza una medicion inicial
a partir de la emision de florescencia basal con el objetivo de que las muestras
utilizadas sean comparables y normalizadas. Esta sefal es calculada en funcion de
la cantidad de florescencia emitida por la reaccion, previo a su duplicacion
exponencial y es graficada en donde la sefal originada de una muestra es
significativamente mayor que la sefal fluorescente de fondo. De esta forma, el
namero de ciclos de PCR requeridos para generar suficiente sefial de fluorescencia
gue sobrepase la sefial basal, se le conoce como punto de corte (Cp, crosspoint) o
ciclo umbral (Ct, threshold cycle). Los valores Ct son directamente proporcionales a
la cantidad de templado inicial y son la base para calcular los niveles de expresion de
MRNA o la cantidad de copias de ADN iniciales (Anaya et al., 2005).

Para llevar a cabo la PCR tiempo real, los termocicladores incorporan un lector
de fluorescencia que indican en la pantalla, simultaneamente a la reaccion, la
fluorescencia emitida por cada muestra evaluada, lo que permite saber el momento
real en que empieza la amplificacion (Fonseca et al., 2010).

La fluorescencia emitida se debe a la accibn de agentes intercalantes o
marcadores de union de ADN y sondas especificas marcadas con fluorocromos. Los
primeros son compuestos que se insertan entre las bases de una molécula de ADN,

interrumpiendo la alineacion y el emparejamiento de bases de las cadenas
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complementarias (por ejemplo, colorantes de acridina, bromuro de etidio y SYBR

Green). La emisién de fluorescencia se da cuando se unen a un ADN de cadena

doble, de tal forma que cuanta mayor cantidad de producto genere la reaccion de

PCR, mayor cantidad de fluorescencia sera emitida (Figura 1.7).

agente
intercalante

el surco menor

(minor groove)

el surco mayor
(major groove)

- -
3.4 nm

/”/ e

Figura 1.7. Agente intercalante. SYBR Green (Fonseca et al., 2010).

Por otro lado, los ensayos que requieren una alta especificidad mediante para la

PCR en tiempo real, utilizan adicionalmente sondas marcadas con fluorocromos, y

éstas pueden ser simples, de hibridacién o de hidrdlisis.

Sondas simples: Corresponden al tipo mas sencillo de sonda disefiada para la
deteccion de mutaciones y polimorfismos de nucleétido simple (SNP). Se usan
sondas marcadas con un fluorocromo en el extremo o 5°, que se hibridan
especificamente a la secuencia que contiene el SNP de interés. La fluorescencia
es mayor en aquellas muestras en gue la sonda es de hibridacién, lo que permite
identificar normales, homocigotos o0 heterocigotos para un SNP particular
(Fittipaldi et al., 2010).

Sondas de hidrélisis o Tagman: Para este sistema son usados tres
oligonucledtidos: un cebador sentido directo, un cebador reverso y una sonda.
Todos ellos son especificos para la secuencia de ADN que se desea analizar. El

método es dependiente de la actividad exonucleasa 5 — 3’ de la Tagman
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polimerasa, por tal motivo es recomendable escoger una enzima apropiada con la
suficiente actividad y fidelidad que necesita la técnica.

La sonda se encuentra doblemente marcada, por un extremo con un
fluorocromo reportero y por otro un marcador extinguidor (quencher). Mientras
que la sonda esté intacta, la emision de fluorescencia es absorbida por el
extinguidor (Figura 1.8). ElI marcador fluorescente se encuentra unido
covalentemente al extremo 5’ y puede ser FAM (6-carboxifluoresceina), TET (6-
carboxi-4,7,2',7'-tetracloro-fluoresceina), JOE (1,7-dimetoxi-4,5-dicloro-6-
carboxifluoresceina, HEX (hexacloro-6-carboxifluoresceina) o VIC '(2 -cloro-7'"-
fenil-1,4-dicloro-6-carboxifluoresceina). El extinguidor unido al extremo 3’ puede
ser TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) o DABCYL [4-(4’-dimetilaminofenilazo)

acido benzoico].

5° Reportero 5 Reporero
hy2

1Y & 5 3" Extinguidar

Iniciador 3 Exl:i:'u uidar o il
sentido L v

ONA blanco \

DMA polimerasa DA blanco
Inbladar Amplitag Gold
antisentido
Figura 1.8. Elementos que componen el sistema de sondas de hidrdlisis o Tagman (Fonseca

et al., 2010).

La proximidad del extinguidor y el fluorocromo permiten que haya FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), de esta forma no se origina sefial de
fluorescencia (Anaya et al., 2005). Durante la PCR, la actividad exonucleasa 5’
de la polimerasa elimina la sonda, separando el reportero del extinguidor,
momento en el que se da la emision de fluorescencia (Figura 1.9). Los productos
de PCR gue se acumulan son detectados directamente midiendo la intensidad de

la fluorescencia, dado que ésta solo se produce si la sonda se hibrida, una
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ausencia de sefial indicaria que la region complementaria a la sonda disefiada no

esta en el blanco de amplificacion.

Secuencia Blanco — DNA desnaturalizado

Cebador directo Reportero Cebador reverso

— P Extinguidor

.._._._._._._._/.

\'\

Figura 1.9. Sondas de hidrdlisis “Tagman” o actividad nucleasa 5" (Fonseca et al., 2010).

Una de las aplicaciones mas importantes de la PCR tiempo real es la
cuantificacion de dosis génica que permite la evaluacibn de deleciones vy
duplicaciones sobre genes especificos y la cuantificacion de expresion génica.

La cuantificacion por PCR tiempo real se ha realizado de manera absoluta o

relativa;

e Cuantificacion absoluta: Usa estandares de concentracion conocida que han sido
diluidos, de tal manera que se generen curvas estandares. Estas curvas producen
relaciones lineales entre el Ct y la cantidad inicial de ARN o cADN, permitiendo la
determinacion de la concentracion de muestras desconocidas mediante el analisis
de sus Ct y aplicando la ecuacion de la recta. El uso de este método asume que
la eficiencia de amplificacion es la misma para todas las muestras (Figura 1.10).

e Cuantificacion relativa: Durante la cuantificacion relativa, los cambios en la
expresion del gen o genes de interés que estan siendo evaluados, son medidos
tomando como la base la expresion de un control externo o una muestra de

referencia llamada calibrador.
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Figura 1.10. Grafico de amplificacion donde puede verse que las muestras diluidas superan

el umbral mas tarde (Instituto Peruano de Biologia Molecular, 2006).

Las principales ventajas de la PCR tiempo real son la rapidez y la sensibilidad,
ademas el uso de sistemas cerrados disminuye el riesgo de contaminacion. Los
sistemas de tiempo real permiten cuantificar la concentracion inicial del &cido
nucleico presente en las muestras con mayor sensibilidad en relacion con los
procedimientos de PCR convencionales. Las principales desventajas de la PCR
tiempo real son el costo y el uso de disefios experimentales muy estrictos ante la

gran sensibilidad que ofrece la técnica (Fonseca et al., 2010).

1.2.4.4. Monoazida de propidio (PMA)

La actividad metabdlica y, en el caso de los microorganismos patdgenos, los
riesgos potenciales a la salud, se limitan a la parte viva de una poblacién bacteriana
mixta. La diferenciacion entre células vivas y muertas representa un desafio o en
muchos de los diagndésticos microbiolégicos, ya que el ADN de las células muertas
permanece intacto por tres semanas, por lo cual, los diagnésticos basados en el ADN
como la PCR tiempo real, sobreestiman el nimero de células vivas.

El criterio mas importante para diferenciar entre las células viables de las células

irreversiblemente dafiadas es la integridad de la membrana celular. Las células vivas
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con membrana intacta se distinguen por la habilidad de ser impermeables a
colorantes, en cambio, estas moléculas pueden penetrar facilimente en la membrana
dafiada de las células muertas. Este principio es usado comunmente en la
discriminacion microscoépica vivo-muerto y en la citometria de flujo. El colorante que
mas se emplea es el “yoduro de propidio” (PI).

Como alternativa para poder diferenciar entre células viables de las muertas, se
han reportado estudios recientes en los cuales se emplea la monoazida de propidio
(fenantridio, 3-amino-8-azida-5-[3-(dietiimetilamonio) propilo]-6-fenil dicloro; PMA),
este reactivo es idéntico al Pl excepto porque tiene un grupo azida. EI PMA es un
colorante que se intercala con el ADN, para esto, primero se debe poner en contacto
con las células durante 5 min en la oscuridad de tal forma que penetre en las células
con membrana dafiada. Posteriormente, esta molécula se expone a la luz visible
(absorbancia maxima a 460 nm) para que se genere un intermediario reactivo, el
nitreno, el cual puede formar un enlace covalente con el ADN de las células muertas.
Este proceso hace insoluble al ADN, de tal forma que en la subsecuente extraccion
de ADN se elimina el material genético de las células muertas junto con los desechos
(Figura 1.11). El PMA que no se une, permanece libre en la solucion y es
desactivado simultdneamente con las moléculas de agua, la hidroxilamina resultante
no es capaz de unirse al ADN. El material genético de las células viables, permanece
intacto ya que al tener una membrana integra, no permite que el PMA penetre
(Nocker et al., 2006). EI empleo de este reactivo esta sustentado por los estudios
realizados por Hein y col. (2007), quienes comprobaron que este procedimiento no
afecta la sensibilidad de la técnica de PCR tiempo real.

El PMA ha sido empleado en diversos trabajos con resultados satisfactorios,
como por ejemplo: en el monitoreo de la eficiencia de diferentes métodos de
desinfeccion (Nocker et al., 2007); en la deteccidbn de bacterias vivas usando
tecnologia de microarreglos (Nocker et al., 2009); en la cuantificacion de
microorganismos indicadores fecales en aguas residuales (Varma et al., 2009) y en
la cuantificaciébn de hongos en muestras de aire y agua (Vesper et al., 2008). Se han
reportado también algunas limitaciones del método cuando se emplea en muestras

tratadas con luz UV, ya que en este tipo de muestras la membrana permanece
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intacta, por lo cual, el reactivo no puede ejercer su capacidad discriminatoria
(Fittipaldi et al., 2010; Nocker et al., 2007).
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Figura 1.11. Principio de modificacion del ADN por accion del PMA (Biotium, 2011).
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Justificacion

El yogurt ha sido reconocido durante muchos aflos como un producto saludable,
ya que representa una buena fuente de vitaminas y minerales, contiene proteinas de
la mejor calidad nutricional y bajo o nulo contenido de lactosa. Los microorganismos
gue deben estar presentes en un yogurt tradicional son Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, estos conducen al mejoramiento
nutricional y de la digestibilidad del producto fermentado, aunque no suelen formar
parte de la microbiota nativa del intestino de los mamiferos y muestran una
supervivencia limitada después de la ingestion oral. Es por esto que en los ultimos
afos el yogurt se ha reformulado para aportar bacterias probiéticas que puedan
proporcionar beneficios adicionales a la salud del consumidor (Bertazzoni et al.,
2004). Asi, con la capacidad innata de promover la salud, la viabilidad de estos
microorganismos es un requisito indispensable para lograr los supuestos efectos
benéficos. Por lo tanto, los diferentes vehiculos de entrega de probidticos deben ser
estudiados y optimizados para garantizar que los microorganismos Vivos son
entregados en cantidades adecuadas antes de la fecha de caducidad.

Existe la necesidad de tener un método simple y valido para la cuantificacion de
las bacterias probidticas en los alimentos lacteos fermentados, para asi determinar
de manera rutinaria la cantidad inicial de probi6ticos después de elaborar el producto
y para monitorear la viabilidad de las células probidticas durante el almacenamiento
en refrigeracion y la cadena de distribucion (Lourens y Viljoen 2001). Dicha
metodologia debe contemplar la diferenciacion entre los microorganismos iniciadores
y los probidticos, ya que estos se encuentran estrechamente relacionados.

El yogurt funcional desarrollado, sera complementado con las bacterias

probidticas Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei, por tal razén, en el
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presente trabajo se deberan realizar los andlisis pertinentes para determinar la
cantidad de bacterias probidticas viables a lo largo de la vida de anaquel del
producto, lo cual se realizara empleando medios selectivos y la técnica de PCR

tiempo real.
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Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis

El yogurt desarrollado en el laboratorio presentd una acidez de 1.2% de acido
lactico que corresponde a un pH de 4.1 a 4.4. Considerando dichas caracteristicas
fisicoquimicas y que se mantendra almacenado a 4°C, se espera que al agregarle
probiodticos aciddfilos del género Lactobacillus, éstos se mantengan en el mismo

orden de magnitud a lo largo de la vida de anaquel.

3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo general

Comprobar la viabilidad de los probibticos Lactobacillus acidophilus vy
Lactobacillus casei, en un yogurt simbiotico, a lo largo de la vida de anaquel del

mismo.
3.2.2. Objetivos particulares
e Determinar el medio de cultivo y las condiciones adecuadas para cuantificar a

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei, y diferenciarlos de los cultivos

iniciadores del yogurt.
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e Determinar la viabilidad de los probidticos en cuatro diferentes formulaciones de

yogurt simbidtico a lo largo de su vida de anaquel.

e Establecer la mejor metodologia para la extraccion de ADN a partir de los
microorganismos presentes en el yogurt, con la calidad adecuada para ser
utilizado en PCR.

e Estandarizar el método de PCR en tiempo real para la cuantificacion de cada uno

de los probidticos: Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei.

e Implementar el empleo del reactivo PMA, como método de discriminacién de

células no viables.

42



Capitulo IV

Metodologia

En la Figura 4.1 se presenta la metodologia general para la cuantificacion de

microorganismos probidticos inoculados en el yogurt simbiético desarrollado en el

laboratorio.

Produccién de yogurt

.

Elaboracion de

distintas formulaciones

- Natural

- Endulzado

- Mango

- Frutos del bosque

\ 4
Inoculacion de
probidticos
107 UFC/g

v

Homogenizacién

v

Muestreo
50 dias

A

Cuantificacion por
Métodos Moleculares

A

Figura 4.1. Metodologia general para cuantificacion de microorganismos probiéticos en

Cuantificaciéon por
Métodos Tradicionales

yogurt.

43



Capitulo IV Metodologia

En las Figuras 4.2 y 4.3 se describe de forma mas detallada las metodologias

tradicional y molecular, empleadas para la cuantificacion de bacterias probioticas.

Produccién de yogurt

v

Elaboracion de
distintas formulaciones

- Natural

- Endulzado

- Mango

- Frutos del bosque

A
Inoculacién de
probidticos
107 UFC/g

Homogenizacion

v

Muestreo
50 dias
0] ‘. ‘
Medicion de
parametros Conteo de probidticos
fisicoquimicos
pH, acidez
Cultivo de Cultivo _de
) . Lactobacillus
Lactobacillus casei . :
acidophilus

T=30°C, t=48 h,

MRS, Aerobiosis T=37°C, t=72h,

MRS, Anaerobiosis

Figura 4.2. Metodologia para la cuantificacién de microorganismos probiéticos en yogurt por

métodos tradicionales.
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Metodologia
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Figura 4.3. Metodologia para la cuantificacién de microorganismos probiéticos en yogurt por

métodos moleculares.

4.1. Descripcion de las muestras

En el estudio se emplearon dos tipos de yogurt:

e Yogurt Alpura natural (se utiliz6 Unicamente para pruebas de recuperacion

celular).

e Yogurt simbiético desarrollado en el laboratorio. La composicién y proceso de

elaboracion de dicho producto han sido descritas en el Capitulo | del presente

trabajo.
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El yogurt simbidtico contenia los microorganismos probioticos Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei, ademas se complement6 con fibra soluble como
prebiotico.

La cantidad de probiéticos adicionada a dicho yogurt fue de 10’ UFC/mL o g de
yogurt (la densidad del producto es de 1.02 g/mL), dicha concentracion se determin6
considerando la NOM-181-SCFI-2010 (Direccion General de Normas, 2011), la dosis
terapéutica reportada por Kailasapathy (Ng. et. al, 2010) y el consumo promedio de
yogurt de un mexicano (Revista NEO, 2010) (Anexo E). Como probioticos se
emplearon los cultivos liofiizados de la marca Christian Hansen®, las
especificaciones de este producto de acuerdo al proveedor son:

Tabla 4.1. Especificaciones de cultivos liofilizados (Christian Hansen®).

Microorganismo UFCl/g
Lactobacillus acidophilus 3.3x10"°
Lactobacillus casei 5.8x10™

La evaluacion de viabilidad de los probidticos durante la vida de anaquel del
producto se llevd a cabo en cuatro diferentes formulaciones de yogurt (natural,
endulzado, con mango y con frutos del bosque), las cuales permanecieron
almacenadas a 4°C hasta el momento del analisis.

Adicionalmente, para algunos andlisis por medio de métodos moleculares, se
emplearon los cultivos liofilizados de Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium spp.,
Bacillus subtilis y Lactobacillus casei, de los cuales no se poseen las

especificaciones.

4.1.1. Inoculacién de microorganismos probidticos y homogenizacién

De acuerdo a las especificaciones del proveedor de probioticos liofilizados
(Christian Hansen ®), cada gramo de liofilizado contiene alrededor de 10'° UFC, por
lo cual, la cantidad a adicionar de probiéticos fue de un gramo de liofilizado por cada
kilogramo de yogurt, es decir, 500 mg de L. acidophilus y 500 mg de L. casei.
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Con la finalidad de favorecer la correcta distribucion de los microorganismos
probibticos en el yogurt, se aplicaron dos estrategias diferentes. Si la cantidad a
adicionar de cada probidtico era menor a 0.1 g se pesaron 10 veces mas de la
cantidad requerida y posteriormente se resuspendieron en10 mL de agua peptonada;
de esta forma se inoculé con 1 mL de esta suspension en el yogurt. Si la cantidad de
liofilizado necesaria era mayor a 0.1 g, se pesaron en un envase estéril y se
resuspendieron en un volumen de agua peptonada equivalente al 1% del volumen de
yogurt a inocular.

El in6culo de bacterias probidticas se homogenizé con una espatula estéril
mediante movimientos circulares y verticales, procurando no romper la estructura del

yogurt.

4.2. Métodos tradicionales

La cuantificacion de microorganismos probioticos en los alimentos fermentados
como el yogurt, representa un reto debido a la presencia de las bacterias iniciadoras
las cuales se encuentran estrechamente relacionadas con los probiéticos, por tal
razon, es importante verificar que los medios de cultivo y condiciones seleccionados
para cuantificar a las bacterias probiodticas, no permitan el crecimiento de los
microorganismos iniciadores del yogurt.

Garcia-Cayuela y col. (2009) desarrollaron una técnica de cuenta en placa para
la cuantificacion diferencial de las bacterias probiéticas y de las bacterias iniciadoras
del yogurt, en la cual se emplean medios de cultivo selectivos libres de antibioticos.

A fin de verificar la selectividad de los medios de cultivo reportados por Garcia-
Cayuela se realizaron una serie de pruebas en las que se evalué el crecimiento de
las bacterias probidticas Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei en las
condiciones ideales para su crecimiento y en las condiciones ideales para el
microorganismo contrario. Asimismo, se hizo una mezcla de ambos microorganismos
probioticos y se cultivaron en las condiciones ideales de cada una de las bacterias.

Lo anteriormente mencionado se ilustra en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Pruebas de verificacidon de selectividad de medios de cultivo para bacterias

probidticas.
Microorganismo Medio Condiciones de incubacion | Clave
MRS normal 30°C / 48h Aerobiosis C1
Lactobacillus casei MRS normal 30°C / 48h Anaerobiosis Cc2
MRS enriquecido 37°C / 48h Anaerobiosis C3
MRS enriquecido 37°C / 72h Anaerobiosis Al
Lactobacillus : : S
_ _ MRS enriquecido 37°C / 72h Aerobiosis A2
acidophilus
MRS normal 30°C / 72h Aerobiosis A3
MRS normal 37°C/72h M1
MRS enriquecido Anaerobiosis M2
Mezcla
MRS normal 30°C/72h M3
MRS enriquecido Aerobiosis M4

Los recuadros sombreados corresponden a las condiciones ideales para el microorganismo

probiético en cuestion

Para llevar a cabo la cuenta en placa de los microorganismos probiéticos por
separado, primero se pesaron en tubos estériles diferentes, 500 mg de liofilizado de
L. casei y 500 mg de L. acidophilus. A continuacion, los liofilizados se disolvieron en
4.5 mL de agua peptonada estéril, para asi obtener la dilucién 10™. A partir de este
stock se hicieron diluciones decimales hasta 10®, posteriormente se inocul6 por
medio de la técnica de vertido en placa, 1 mL de la dilucién 10°, 107 y 10® en cajas
de Petri. Las cajas se incubaron en las condiciones establecidas en la Tabla 4.2. El
agar MRS enriquecido, se modific con: 0.2 % p/v Tween 80, 1% p/v maltosa, 0.05%
p/v cisteina y 1.5% p/v agar (MRS-maltosa) (Tabasco et al., 2007). Finalizado el
tiempo de incubacion se contaron las cajas de Petri que contenian un nimero de
colonias entre 30 a 300.

La cuenta en placa de microorganismos probiéticos mezclados se efectud de
manera similar a la descrita anteriormente, sin embargo el stock de la mezcla se

prepardé combinando 2 mL del stock de L. acidophilus y 2 mL del stock de L. casei.
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Para verificar que las colonias desarrolladas correspondieran a los
microorganismos probioéticos cultivados se realizé una tincion de Gram de las
colonias desarrolladas en las condiciones C1y Al.

Una vez seleccionadas las condiciones y medios de cultivo ideales para el
crecimiento selectivo de los microorganismo probidticos, se realizé una cuenta en
placa a partir de yogurt sin probidticos y otra de yogurt con probidticos, con la

finalidad de verificar que no interfirieran los microorganismos iniciadores.

4.3. Métodos moleculares

Debido a que la metodologia para la cuantificacion de microorganismos en yogurt
por medio de PCR tiempo real, no habia sido probada anteriormente en el
laboratorio, como primer paso, se estandarizaron por separado cada una de las

etapas presentadas en la Figura 4.3.

4.3.1. Tratamiento para recuperar las células del yogurt

Los microorganismos probioticos e iniciadores del yogurt se encuentran
suspendidos dentro de la matriz del alimento, la cual esta compuesta principalmente
por proteinas, grasas, carbohidratos y agua. Es por eso que la extraccion del material
genético debe incluir una etapa adicional para la recuperacion de las células,
tomando en cuenta las caracteristicas del alimento en cuestion. Considerando la
composicion proteinica y la adicion de fibra soluble al yogurt, se probaron 5
procedimientos distintos para la recuperacion celular, estas metodologias se basaron
en los experimentos propuestos por Calles (2010) y Garcia-Cayuela (2009).

Como primer paso, se elaboré un stock de probidticos pesando 750 mg de
Lactobacillus acidophilus y 750 mg Lactobacillus casei, los cuales se disolvieron en
10 mL de agua peptonada. Posteriormente, se inoculé 1 mL de esta solucion en 150
g de yogurt Alpura® natural, para obtener una concentracién final 10’ UFC por g de
yogurt. El inéculo se homogenizé con una espatula estéril mediante movimientos

circulares y verticales. Después de inocular las bacterias probioticas en el yogurt, se
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llevaron a cabo los diferentes tratamientos para el aislamiento celular, los cuales se
describiran brevemente a continuacion. Una descripcion mas detallada de cada una
de las metodologias se presenta en el Anexo B.

En el Protocolo | primero se agregaron a 15 g de yogurt, 20 mL de citrato
trisddico 1 M para dispersar las micelas de caseina y se ajusto el pH hasta 6.7+ 0.2,
con NaOH 50% p/v. A continuacion, la muestra se centrifugé a 1,500 g por 10 min y
se retir0 la grasa. El sobrenadante se transfirid a un microtubo limpio, se centrifugé a
24,000 g durante 10 min y se elimind el sobrenadante procurando no tocar el
sedimento del fondo (pellet celular). Finalmente el pellet se resuspendi6é en solucién
salina isoténica (SSI) 0.85% p/v, se centrifugd a 16,000 g por 1 min y se retiré el
sobrenadante.

En Protocolo Il consistié en la dispersién de las micelas de caseina de 1.5 g de
yogurt con citrato trisddico al 50% p/v. Posteriormente se centrifugd a 16,000 g por 1
minuto y se elimind el sobrenadante.

Como primer paso, en el Protocolo Ill, se dispersaron las micelas de caseina de
15 g de yogurt con citrato trisddico 1 M y se ajusté el pH de la solucion hasta 6.7+ 0.2
con NaOH 50% p/v. A continuacion, se agregaron neutrasas a la solucion y se incubé
a 45°C durante 90 min para favorecer la protedlisis. Posteriormente la muestra fue
centrifugada 10 min a 1, 500 g, se retird la grasa con un hisopo y el sobrenadante
obtenido fue transferido a un tubo limpio para volver a ser centrifugado a 24, 000 g
durante 10 min. Finalmente el pellet celular se resuspendié en SSI 0.85% plv, se
centrifug6 a 16, 000 g 1 min y se eliminé el sobrenadante.

Por otra parte, el Protocolo IV se realizd adicionando citrato trisédico 50% p/v a 15
g de yogurt. Posteriormente se ajusto el pH hasta 6.7+ 0.2 con NaOH 50% p/v y la
solucion se centrifugd 10 min a 21,000 g. Consecutivamente se retir6 la capa
superior de grasa con un hisopo y se elimind sobrenadante. El pellet celular se
resuspendié en 500 pL de SSI 0.85 % p/v y se trasvaso dicho volumen a un tubo
estéril. Para que el trasvase fuera cuantitativo se enjuag6é dos veces mas el tubo
donde se obtuvo el pellet y los volimenes se transfirieron al tubo estéril para asi
obtener un volumen final de 1.5 mL. Finalmente, se centrifug6 por 10 min a 16,000 g,
se retird la capa superior de grasa y se desecho el sobrenadante.
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El Protocolo V se llevd a cabo de la misma forma que el Protocolo 1V, con la
diferencia de que en el primero, después de ajustar el pH, la muestra fue diluida con
solucioén salina isotonica.

Para evaluar la eficiencia de las metodologias de aislamiento, se realizo la
extraccion de ADN con el kit FastID (Seccion 4.3.3) a partir de la biomasa obtenida y
posteriormente se midié la concentracién y la relacion 260/280 del material genético
en el lector de placas Epoch TM, BIOTEK.

Los resultados obtenidos a través de las cinco técnicas se compararon con un
control, el cual se elabor6 haciendo una extracciéon de ADN a partir de 0.5 mL de la

solucion stock de probidticos descrita anteriormente.

4.3.2. Evaluacion de la eficiencia del reactivo PMA

Con el objetivo de evaluar la eficiencia del reactivo PMA (Biotium Inc®) para
discriminar las células muertas de las vivas, se tomo como referencia uno de los
protocolos descritos por Nocker y col. (2007), en el cual las células de
Mycobacterium avium ssp. avium se expusieron a altas temperaturas. La disminucion
de la concentracién de microorganismos se evalu6é por medio de la técnica de PCR
en tiempo real y el método de cuenta en placa.

Basandose en la referencia anterior, se pesaron 800 mg de cultivo liofilizado
Lactobacillus casei y se disolvieron en 8.1 mL de agua peptonada para obtener una
solucion de 10° UFC/mL. La solucién anterior fue dividida en 8 muestras de 1 mL,
seis de estas alicuotas fueron sometidas a una temperatura distinta durante 15 min
(50°C, 60°C y 70°C, por duplicado), mientras que las dos muestras restantes se
mantuvieron a temperatura ambiente. Posteriormente, se trataron todas las muestras
con el reactivo PMA siguiendo el protocolo descrito por Nocker y col. (2007) con
algunas modificaciones.

Las muestras tratadas termicamente se centrifugaron por 10 min a 16,000 g en
microcentrifuga (Eppendorf 5415 C) y se desechd el sobrenadante. El pellet celular
se lavo con en 500 pL (SSI) al 0.85% p/v y se centrifug6 a 8,000 g por 10 min, para
posteriormente eliminar el sobrenadante. Consecutivamente se resuspendio el pellet

celular en 500 pL de MilliQ y se agito vigorosamente en vortex hasta alcanzar la
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disolucion total. A esta ultima solucion se le adicion6 1.25 L de PMA 20 mM, en la
oscuridad y se incub6 en el mismo lugar durante 10 min, agitando ocasionalmente. A
continuacion los tubos se colocaron sobre hielo en posicion horizontal y se
expusieron a una fuente de luz de halégeno de 500 W por 15 min a 20 cm de
distancia. Inmediatamente las muestras fueron centrifugadas a 8,000 g durante 10
min y se elimind el sobrenadante. En seguida el pellet celular se lavo tres veces, el
primer lavado se realizé con 500 pL SSl al 1.5% p/v y los dos ultimos se hicieron con
500 uL SSI al 0.85% pl/v; entre cada lavado las muestras se centrifugaron a 8,000 g
por 10 min y se desecharon los sobrenadantes (Anexo C).

Una vez realizado el tratamiento con el reactivo PMA, se realizo la extraccion de
ADN de las células con el kit FastiD® de acuerdo a la metodologia descrita en la
Seccion 4.3.3. A continuacion se obtuvo la relacion A260/A280 y la concentracion de
ADN con el Software GEN 5 1.10 y el lector de microplacas Epoch BIOTEK®.
Adicionalmente se realizd un estudio de PCR tiempo real, para analizar la diferencia
en las curvas de amplificacion entre el ADN de las células de cada uno de los
tratamientos. Las condiciones de reaccidén son las mismas que se presentan en la
Seccién 4.3.4, sin embargo la mezcla de reaccién es diferente ya que Unicamente se
trabajo con los cebadores y la sonda de L. casei (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Mezcla de reaccién para PCR tiempo real (Ensayo normal).

Concentracion de Concentracion de la UL por
Componente _ » »
reactivos reaccion reaccion

Master Mix 2X 1X 10 pL

Lbcasei 5 uM 0.15 uM 0.6 pL

Casrev 10 uM 1.2 L

0.6 uM

Casfor 10 uM 1.2 uL
Agua S5 L
ADN total 2 hL
Total 20 uL
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La evaluacion de este tratamiento también se llevé a cabo por medio de cuenta
en placa, con la finalidad de verificar que existiera una correlacion con los resultados
obtenidos a través de PCR tiempo real. En esta técnica primero se pesaron 100 mg
de L. casei en 8 tubos estériles y se disolvieron en 900 pL de agua peptonada. A
continuacion, las muestras se trataron a cuatro diferentes temperaturas durante 15
min por duplicado (Sin tratamiento, 50°C, 60°C y 70°C) y se hicieron diluciones
seriadas hasta 10®. El medio de cultivo empleado para cultivar al microorganismo
probiotico fue MRS enriquecido (Anexo A) y se incubd en condiciones aerobias a
29°C por 48 horas (Tabasco et al., 2007).

4.3.3. Extraccion de ADN con kit FastID

Para verificar la eficiencia del sistema de extraccion de ADN se realizaron
extracciones de 200 mg de los cultivos liofilizados del Instituto Rosell: Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium spp., Bacillus subtilis y Lactobacillus casei; haciendo
uso del kit FastID® (Genetic ID). Dicho kit ha sido utilizado anteriormente en el
laboratorio generando buenos resultados, sobre todo respecto a la pureza del ADN
obtenido. La metodologia se presenta a continuacion:

LISIS CELULAR
1. Incubar solucién de lisis a 30°C, 30 min a 250 rpm.

2. Adicionar al pellet celular 1 mL de solucién de lisis y la punta de una espéatula
pequefia de lisozima. Agitar vigorosamente en vortex.

3. Incubar a 37°C durante 30 min a 600 rpm en Termomixer (Eppendorf,
Compact Thermomixer)

PURIFICACION

4. Adicionar 10 pL de Proteinasa K (100 mg/mL). Agitar en vortex (Scientific

Industries, Vortex Mixer Genie 2).
5. Incubar a 65°C durante 30 min a 600 rpm en Termomixer.
6. Dejar enfriar un par de minutos a temperatura ambiente.
7. Centrifugar a 14,000 rpm (16,000 g) en la microcentrifuga (Eppendorf 5415 C)

por 10 min.
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8. Con ayuda de una micropipeta, tomar 900 pL de sobrenadante y transferir a
un microtubo para centrifuga limpio de 2 mL.

9. Anfadir 900 pL de cloroformo. Agitar vigorosamente en vortex.

10.Centrifugar a 10,000 rpm (8,000 g) por 5 min.

11.Tomar 800 uL fase acuosa y transferir a un microtubo para centrifuga limpio
de 2 mL.

12.Agregar buffer de unidn en relacion 1:1 con la fase acuosa.

13. Agitar vigorosamente en vortex

14.Centrifugar a 10,000 rpm (8,000 g) en la microcentrifuga por 5 min.

15.Transferir 800 yL de sobrenadante a columna. Es importante procurar no
tomar el pellet que se encuentre en fondo del tubo, en caso de que éste se
haya formado.

16.Centrifugar a 10,000 rpm (8,000 g) en la microcentrifuga por 5 min y eliminar
precipitado.

17.Repetir pasos 15y 16, una vez mas.

18.Lavar la columna con 700 pL de Buffer de lavado.

19.Centrifugar a 14,000 rpm (16,000 g) en la microcentrifuga por 1 min y eliminar
los desechos que quedan en el contenedor de la columna.

CONCENTRACION DE ADN

20.Adicionar 800 pL de EtOH al 75% v/v.

21.Centrifugar a 14,000 rpm (16,000g) por 1 min y eliminar los desechos que

permanecen en el contenedor.
22.Repetir los pasos 20 y 21 dos veces mas.
23.Centrifugar la columna a 14,000 rpm (16,000 g) por 1 min y eliminar
desechos, con el objetivo de secarla.
24.Desechar contenedor y transferir columna a un microtubo limpio de 1.5 mL.
25.Adicionar 50 pL de Buffer de Elusiéon (1XTE), previamente calentado.
26.Incubar a 65°C por 10 min.
27.Centrifugar a 14,000 rpm (16,000 g) por 1 min.
28.Repetir los pasos 25, 26 y 27 una vez mas.
29.Desechar la columna y evaluar la calidad del material genético obtenido.
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Los resultados se evaluaron por medio de un gel de agarosa para analizar la
integridad del ADN; mientras que la concentracion y la relacién 260/280 se midieron
en el lector de placas Epoch TM, BIOTEK.

4.3.4. PCR Tiempo Real

En el disefio de cebadores y sondas para la técnica de PCR tiempo real se
tomaron como referencia las secuencias de cebadores especificos para L.
acidophilus y L. paracasei, publicados por Tabasco y col. (2007). Estos fueron
usados en PCR en punto final, por lo que hubo que disefiar la sonda y hacer algunas
modificaciones para ajustar a las temperaturas recomendadas para el equipo
ABI7500 y para llevar a cabo la quimica de Tagman. Se hizo uso de herramientas de
bioinforméatica como BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del portal de NCBI
y CLUSTAL W para el alineamiento de las secuencias (National Center for
Biotechnology Information, 2011; European Bioinformatics Institute, 2011).

Con el fin de verificar in silico la especificidad de los cebadores reportados para
los lactobacilos de interés, se analizaron las secuencias del ARN ribosomal 16s
obtenidas del GenBank de L. acidophilus EU483105, L. acidophilus FJ557000, L.
acidophilus GU344709, L. acidophilus GU454853.1, L. acidophilus AY773947 vy L.
delbrueckii sub. bulgaricus BCRC10696. También fueron alineadas las secuencias
de L. casei GU233709, L. casei HM059013, L. casei HM107802, L. casei HM188412,
L. paracasei AY773951 y L. delbrueckii sub. bulgaricus BCRC10696.

Posteriormente, se ajustaron parametros como el tamafio de sondas y
cebadores, la formacion de dimeros y asas, Tm, %GC y contenido de Gy C en el
extremo 3’ (Primer Express 3.0), para obtener los cebadores y sondas mostrados en
las Tablas 4.4y 4.5.

Tabla 4.4. Cebadores y sondas disefiadas para identificar a Lactobacillus acidophilus.

Genoma Lactobacillus acidophilus strain BCRC10695
Tipo ARN ribosomal 16s
Cebadores Secuencia b’ - 3’ Amplicon bp
ACIDFOR GAGCGAGCTGAACCAACAGAT
ACIDREV GCTGATCATGCGATCTGCTTT 154
LBACID FAM-CTTCGGTGATGACGTTG-MGB
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Tabla 4.5. Cebadores y sondas disefiadas para identificar a Lactobacillus casei.

Genoma Lactobacillus paracasei BCRC12193
Tipo ARN ribosomal 16s
Cebadores Secuencia b’ - 3’ Amplicon bp
CASFOR GCACCGAGATTCAACATGGAA
CASREV GCCATCTTTCAGCCAAGAACC 151
LBCAS VIC-TTCTTGGATCTATGCGGTATT-MGB

Se realiz6 un estudio duplex de PCR en tiempo real (7500 Fast-Real Time PCR
System de Applied Biosystems) con el propdsito de analizar la especificidad de las
sondas y cebadores disefiados, ya que al estar marcados con un fluoréforo diferente,
se pueden analizar simultaneamente los dos microorganismos. Adicionalmente, se
verificO que no hubiera contaminacion de reactivos, al poner el control 6 NTC (No
template control).

Los sistemas duplex se componen de dos sondas, marcadas con un fluoréforo
distinto cada una, en este caso, la sonda marcada con el fluoréforo FAM indica la
presencia de L. acidophilus, mientras que la sonda marcada con el fluoréforo VIC

indica una correcta reaccion de amplificacion de ADN de L. casei.

Tabla 4.6. Componentes y concentraciones de la mezcla de reaccion para PCR tiempo real

(Ensayo duplex).

Concentracion de Concentracion de la uL por
Componente _ . .
reactivos reaccion reaccion
Master Mix 2 X 1X 10 pL
Lbacid 5 uM 0.6 L
. 0.15 pM
Lbcasei 5 uM 0.6 uL
Acidfor 10 uM 1.2 uL
Acidrev 10 uM 1.2 uL
0.6 uM
Casrev 10 pM 1.2 uL
Casfor 10 uM 1.2 uL
Agua 2 uL
ADN total 2 hL
Total 20 uL
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La mezcla de reaccidbn se elabor6 agregando: Master Mix (TAQMAN®
Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems), cebadores para L. acidophilus y L.
casei (Applied Biosystems), sonda Tagman para ambos probiéticos (Applied
Biosystems), agua y ADN (Tabla 4.6). La microplaca (96-Well Optical Reaction Plate
with Barcode Applied Biosystems) se introdujo en el termociclador (7500 Fast-Real
Time PCR System, Applied Biosystems) con las siguientes condiciones de reaccion:

1) Primera desnaturalizacion del ADN a 95°C por 10 min.
2) Desnaturalizacion segunda 95°C por 15 s.
3) Alineamiento de cebadores, sondas y extension de la polimerasa: 60°C/1 min.

4) Repeticiéon de pasos 1y 2 por 40 ciclos.

4.3.5. Construccion de curvas estandar

En PCR tiempo real, cuantificar es sinbnimo de determinar el nUmero de copias
de un gen diana presente en una muestra. Para ello solo es necesario utilizar una
curva patron obtenida mediante la amplificacion de ADN de diluciones de una
suspension de microorganismos de concentracion conocida (Microbial S.L., 2009).

Para el analisis de microorganismos probidticos en yogurt fue necesario construir
una curva patron para cada probiotico a partir del liofilizado y una curva para cada
uno a partir de las bacterias inoculadas en el yogurt en el laboratorio, con la finalidad
de verificar que no existiera interferencia en la amplificacion debido a la matriz del
alimento.

La construccion de las curvas estandar partiendo de liofilizado (Christian Hansen)
se realizaron preparando un estandar de probiéticos con una concentracién de 10°
UFC/mL, el cual fue diluido para generar los estandares 10° UFC/mL, 10" UFC/mL y
10° UFC/mL. A partir de 1 mL estas soluciones se llevo a cabo la extracciéon de ADN
con el kit FastID®, por duplicado. Posteriormente se evaluo la concentracion y
calidad del material genético y finalmente se amplificé por medio de un ensayo
duplex de PCR tiempo real, sin duplicados. Con los resultados obtenidos, se realizé
un grafico de los valores de Ct obtenidos en el eje de las ordenadas y el Log de las

UFC en el eje de las abscisas. La eficiencia de la reaccion se calcul6 con la férmula:
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1
E = [10(_ Pendiente) —1]X100

Las curvas estandar de yogurt con probidticos se realizaron preparando yogurts
naturales con una concentracién de probiéticos de 10° UFC/mL, 10° UFC/mL y 10°
UFC/mL. Posteriormente se llevé a cabo la extracciéon de ADN incluyendo la etapa de
aislamiento de las células y finalmente se realiz6 la amplificacion por medio de PCR
tiempo real. Sin embargo, el aislamiento de las células a partir del yogurt no se

completd exitosamente.

4.4. Evaluacion de la viabilidad de probioticos durante la vida de

anaquel de un yogurt funcional.

Se prepararon 2 lotes de 2 litros de yogurt natural (Lote A y Lote B) de acuerdo a
la metodologia descrita en la Figura 1.2 (Capitulo ). A partir de cada lote se
prepararon 400 g de cada formulacion de yogurt, a las cuales se inocularon con el
liofilizado L. casei y de L. acidophilus disueltos en agua peptonada estéril, para
obtener un yogurt simbiético con una concentracién de probiéticos de 10’ UFC/mL.
Posteriormente, cada yogurt fue distribuido en recipientes de plastico transparente
con aproximadamente 25 g (Tabla 4.7). Finalmente, los recipientes se etiquetaron de

la siguiente manera y se almacenaron en refrigeracion a 4°C:

Formulacion del yogurt
Fecha
No. de muestra

Tabla 4.7. Distribucion de muestras de yogurt para evaluar la viabilidad de probidticos.

Natural Endulzado Mango Frutos del Bosque
Lote A Muestra 1 Muestra 1 Muestra 1 Muestra 1
Muestra 2 Muestra 2 Muestra 2 Muestra 2
Lote B Muestra 1 Muestra 1 Muestra 1 Muestra 1
Muestra 2 Muestra 2 Muestra 2 Muestra 2
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Las Muestras 1 y 2 se emplearon para los analisis fisicoquimicos. Para los
ensayos microbiolégicos se usaron las Muestras 1 y se analizaron por duplicado.

Durante 50 dias, se evalué semanalmente la viabilidad de las bacterias
probidticas Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei presentes en los cuatro
tipos de yogurt simbiético desarrollados en el laboratorio. El andlisis microbiologico
se llevd a cabo por medio de la técnica de cuenta en placa utilizando las condiciones

y medios de cultivo presentados en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Medio de cultivo y condiciones de incubacién para la cuantificacién de los

microorganismos probiéticos en las 4 formulaciones de yogurt.

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus casei
Medio de cultivo MRS MRS
Condiciones Tiempo 72 h 48 h
de Temperatura 37°C 30°C
incubacion O, Anaerobiosis Aerobiosis

Para complementar el analisis, se evaluaron los parametros fisicoquimicos de pH
y acidez del yogurt, siguiendo la metodologia establecida por la NOM-185-SSA1-
2002 (Direccion General de Normas, 2011). Estos procedimientos se describen en el

Anexo D.
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5.1. Métodos tradicionales

La selectividad de los medios de cultivo y condiciones descritas por Garcia-

Cayuela y col. (2009), se verificaron por medio de una cuenta en placa de los

probioticos separados y mezclados, los resultados de dichas pruebas se presentan

en la Tabla 5.1 y Tabla 5.2. En la evaluacion del crecimiento de los microorganismos

por separado, se observo que L. casei crece sin problemas en ausencia de oxigeno y

a una temperatura de 37°C, este comportamiento era de esperarse ya que L. caseli

es un microorganismo facultativo que crece en rangos amplios de pH y acidez

(Isolauri, 1991). Por su parte, L. acidophilus se multiplicé sin dificultad en presencia

de oxigeno y en el medio MRS enriquecido; no obstante, su desarrollo se vio

perjudicado a los 30°C y en el medio MRS normal, razén por la cual no se encontré

crecimiento en las condiciones ideales de L. casei o C1.

Tabla 5.1. Resultados de cuenta en placa en diferentes condiciones, para distinguir L.

acidophilus de L. casei por separado.

) ) _ o _ .. | Resultado
Microorganismo Medio Condiciones de incubacion Clave
(UFCl/g)
MRS normal 30°C / 48h Aerobiosis 21x10° C1
Lactobacillus casei MRS normal 30°C / 48h Anaerobiosis 24x10° Cc2
MRS enriquecido 37°C / 48h Anaerobiosis 23x10° C3
MRS enriquecido 37°C / 72h Anaerobiosis 79x10° Al
Lactobacillus : : _ .
) ) MRS enriquecido 37°C / 72h Aerobiosis 66x10 A2
acidophilus _
MRS normal 30°C / 72h Aerobiosis <10° A3
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Tabla 5.2. Resultados de cuenta en placa en diferentes condiciones, para distinguir L.

acidophilus de L. casei mezclados.

_ _ . o . .| Resultado
Microorganismo Medio Condiciones de incubacion Clave
(UFC/mL)
MRS normal 37°C/72h 15x10° M1
MRS enriquecido Anaerobiosis 17x10° M2
Mezcla 5
MRS normal 30°C/72h 12x10 M3
MRS enriquecido Aerobiosis 11x108 M4

Con los resultados de la mezcla de probiéticos se corroboré lo anteriormente
mencionado; sin embargo, antes se debe recordar que la cuenta en placa de la
mezcla se realizd preparando un stock que contenia 2 mL de cada una de las
suspensiones de L. casei y L. acidophilus. La concentracion inicial de probidticos en

la mezcla (0.5 g de liofilizado en 5 mL de agua peptonada) fue entonces:

. oUFC™ 05¢g 42x108UFC g UFC
L.casei:21x10 X x2mLx=—F—=11x10°——
5mL 4 mL mL
. . gUFC™ 05¢g 16x108UFC , UFC
L.acidophilus: 79x10 X Xx2mL = —— = 40x10" —
g 5 mL 4 mL mL

*Valor determinado experimentalmente (Tabla 5.1)

La concentracion teorica de L. casei fue muy similar a la obtenida por cuenta en
placa en las condiciones M3 (12x10® UFC/g), mientras que la cuenta obtenida en las
condiciones M1 es igual a la suma de la concentracion teérica de L. casei y L.
acidophilus: 11x10® UFC/mL + 40x10’ UFC/mL= 15x108UFC/mL.

Considerando estas evidencias, se puede afirmar que las condiciones de
crecimiento de L. casei son selectivas, mientras que condiciones de L. acidophilus
permiten el desarrollo de ambos microorganismos, es por eso que para hacer una
cuantificacion diferencial de ellos a lo largo de la vida de anaquel de yogurt se

propuso el uso de la formula:

L.acidophilus = (MRS 37°C,72 h anaerobiosis) — [MRS 30°C, 48 h aerobiosis (L.casei)]
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Esta férmula permiti6 conocer la concentracién de L. acidophilus Unicamente
restando las UFC contadas en el medio selectivo de L. casei (en adelante medio C1)
a las UFC numeradas en el medio incubado a 37°C / 72h anaerobiosis (en adelante
medio M1).

Para verificar que las colonias desarrolladas correspondieran a los
microorganismos probidticos cultivados se realizé una tincién de Gram (Figura 5.1)
de las colonias desarrolladas en las condiciones C1 y Al, estas observaciones se
exponen en la Tabla 5.3 y con ellas se comprueba el crecimiento de lactobacilos

Gram-positivos.

Tabla 5.3. Morfologias coloniales en las diferentes condiciones de incubacion.

Colonia Morfologia

Forma: | Puntiforme

Lactobacillus Borde: | Redondeado Bacilo corto y ancho
caseli Elevacion: | Plano Gram-positivo
Medio: C1 Color: | Blanco
Forma: | Circular
Lactobacillus Borde: | Redondeado Bacilo largo
acidophilus | Elevacion: | Plano-convexa Gram-positivo
Medio: Al Color: | Blanco

A B

Figura 5.1. Morfologia microscépica (A) Lactobacillus casei y (B) Lactobacillus acidophilus.
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Una vez elegidas las condiciones y medios de cultivo ideales para cultivar a los
probidticos, se realizé una prueba a fin de evaluar su factibilidad de cuantificar dichas
bacterias inoculadas en el yogurt desarrollado en el laboratorio. Para ello se realizo
una cuenta en placa con dichos medios y condiciones de cultivo. Se utilizé yogurt con
probiéticos (con una concentracién de 10° UFC/mL) y otro sin probiéticos (sélo con
los cultivos iniciadores). De acuerdo a los resultados de dichos ensayos (Tabla 5.4),
se observa que los microorganismos iniciadores fueron capaces de desarrollarse en

el medio de cultivo M1, pero no, en el medio de cultivo de L. casei o C1.

Tabla 5.4. Resultados de pruebas de selectividad de medios de cultivo de probiéticos en

yogurt.
Microorganismo Concentracion
Medio de cultivo esperado (UFC/ mL)
Yogurt sin M1 Iniciadores 11x10° UFC/mL
probidticos Cl Iniciadores < 10 UFC/mL valor estimado
Yogurt con M1 Probiéticos 25x10° UFC/mL
probiéticos C1 L. casei 18x10° UFC/mL

C1= medio especifico para L. casei; M1= medio para contar ambas bacterias probioticas

Tabla 5.5. Selectividad de los medios de cultivo probados.

Microorganismo
I A C Condiciones | Referencia
MRS
Medio M1 + + + 37°/72 h (Garcia et
de Anaerobiosis | al., 2009),
cultivo MRS
C1 _ _ + 30°/48 h (Garcia et
Aerobiosis al., 2009),

El signo positivo (+) indica que el microorganismo crece en el medio de cultivo sefialado, el
negativo indica que no hay crecimiento del microorganismo en el medio de cultivo (-). | =

Microorganismos iniciadores (L. delbruekii ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus).
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Un analisis general de los resultados obtenidos en este ensayo y en las pruebas
anteriores es presentado en la Tabla 5.5, con la cual se puede asegurar que el medio
y las condiciones de cultivo C1 son completamente selectivos, ya que Unicamente se
desarrolla el microorganismo para el que esta disefiado.

El medio M1 permite el crecimiento de los iniciadores, de L. casei y L. acidophilus
por lo que no es selectivo. No obstante, es importante sefialar que de acuerdo a
resultados obtenidos en el laboratorio (Mancilla, 2011) la concentracion de
iniciadores al finalizar la fermentacion del yogurt es de 10 UFC/mL, mientras que el
resultado obtenido por cuenta en placa en el medio de cultivo de M1 fue de 11x10°
UFC/mL. Este resultado sugiere que el desarrollo de los microorganismos iniciadores
no es el 6ptimo al utilizar estas condiciones de incubacion, esto significa que al
cultivar en conjunto los microorganismos iniciadores con los probioticos en el medio
M1, el crecimiento de los iniciadores no afectara en la cuenta, ya que su
concentracion tendra un orden de magnitud menor a comparacion de la cuenta
correspondiente de probioticos.

De acuerdo a lo anterior y a los resultados de la Tabla 5.4, la cantidad de L. casei
en el yogurt fue de 18x10° UFC/mL, la de cultivos iniciadores fue de 11x10°> UFC/mL
y la L. acidophilus (obtenida por diferencia) fue de 59x10°> UFC/mL.

Al comparar estos resultados experimentales con el calculo tedrico que considera
la cantidad de probidticos liofilizados que se agregaron al yogurt y el nUmero de
unidades formadoras de colonia por gramo de liofilizado, tenemos que son similares.
Los valores tedricos son: 11x10° UFC/mL y 40x10° UFC/mL, para L .casei y L
acidophilus, respectivamente.

Resumiendo, en este apartado se evaluo la selectividad de los medios de cultivo
reportados por Garcia-Cayela y col. (2009), para la cuantificacion diferencial de los
microorganismos probioticos L. casei y L. acidophilus en yogurt. Por medio de los
resultados obtenidos en dicho analisis se eligieron las siguientes condiciones de

cultivo:

e Incubar a 37°C anaerobiosis MRS normal durante 72h para obtener la cuenta de

ambos microorganismos.
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e Incubar a 30°C aerobiosis MRS normal por 48h para obtener la cuenta de L.
casei.
e La concentracion de L. acidophilus se obtiene restando las colonias obtenidas a

30°C aerobiosis, a las UFC enumeradas a 37°C anaerobiosis.

5.2. Métodos moleculares

En vista de la dificultad para diferenciar entre las bacterias iniciadores y las
probibticas presentes en el yogurt desarrollado en el laboratorio, por medio de los
medios de cultivo, se decidi6 emplear como metodologia alternativa la técnica de
PCR tiempo real, la cual se distingue por su sensibilidad y especificidad. No
obstante, fue necesario estandarizar por separado cada una de las etapas previas a
la aplicaciéon de esta metodologia, es decir, extraccion de ADN, discriminacion de
bacterias no viables, disefio de cebadores y sondas, etc.

5.2.1. Tratamiento para recuperar las células del yogurt

Para extraer ADN a partir yogurt se debe considerar una etapa previa en la que
se recuperen las células que se encuentran suspendidas dentro de la matriz del
alimento. Se utilizé6 un yogurt comercial inoculado con 10’ UFC/mL de probiéticos y
se llevaron a cabo 5 diferentes metodologias de recuperacion. Posteriormente se
realizd la extraccion de ADN de las células recuperadas con el kit FastID. Los
resultados obtenidos a través de las cinco técnicas se compararon con un control, el
cual se elabor6é haciendo una extraccion de ADN a partir de 0.5 mL del stock de
probidticos.

El mejor método de recuperacion celular se eligid considerando los siguientes
aspectos: la pureza del material genético obtenido, el rendimiento de la extraccion, la
complejidad de la metodologia y el coeficiente de variacion entre réplicas
experimentales (Tabla 5.6).

El rendimiento se calcul6 considerando que por cada miligramo de liofilizado de

probioticos presente en la muestra de yogurt, tedricamente se obtendrian
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aproximadamente 2.07 ng/uL, este valor se determiné por medio de la extraccion de
ADN del stock de probioticos. La cantidad de ADN teoérica obtenida por medio de
esta relacion se comparé con los resultados experimentales. En la mayoria de los
casos, se observa que el rendimiento supera el 100%, lo cual era de esperarse ya
que el control se prepar6 Unicamente con microorganismos probidticos y la
recuperacion de las células a partir de yogurt implica la recuperaciéon tanto de

bacterias probidticas como de las iniciadoras.

Tabla 5.6. Resultados en las distintas metodologias para la recuperacion de células.

Promedio |Coeficiente
Cantidad de | (N9/ML)Y de
. desviacion | variacion |A260/A280|Rendimiento
liofilizado
estandar %
(mg) (%)
Protocolo | 15 4.33 (1.1) 25.61 2.20 14
Protocolo I 1.5 15.32 (2.4) 15.52 2.16 494
Protocolo Il 15 4.77 (2.8) 58.94 2.21 15
Protocolo IV 15 64.48 (28.3) 43.87 2.03 209
Protocolo V 7.5 99.41 (8.2) 8.27 1.97 641

Los Protocolos 1 y Il fueron descartados debido a que los resultados presentaron
problemas de bajo rendimiento y elevado coeficiente de variacion.

El Protocolo I, es muy sencillo de realizar, se obtiene un rendimiento alto y el
coeficiente de variacion es de los mas bajos. Sin embargo, después de la primera
centrifugacion durante la extraccion de ADN, se formd un sobrenadante blanco, lo
gue demuestra que el pellet celular no se encontraba completamente aislado de la
matriz del alimento. Se considerd que este punto podria complicar la metodologia al
momento de adicionar el PMA, por lo cual fue descartada.

Por otro lado, con Protocolo V se obtuvo el material genético mas puro y el
coeficiente de variacion mas bajo, sin embargo, no se seleccion6 debido a que el

procedimiento es muy laborioso.
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Se eligi6 como mejor metodologia el Protocolo IV, ya que es sencilla de aplicar,
el pellet celular se aisla adecuadamente del yogurt, se obtiene un rendimiento
aceptable y el material genético extraido no presenta contaminantes. La Unica
desventaja de esta metodologia fue el alto coeficiente de variacién, sin embargo, se

atribuye a errores experimentales que se pueden atenuar con la practica.

5.2.2. Evaluacioén de eficiencia del reactivo PMA

Una de las desventajas de la técnica de PCR tiempo real es que se basa en la
amplificacion de secuencias especificas de ADN extraido de una muestra, lo cual no
permite distinguir si este material genético proviene de células viables o no viables.
En los ultimos 5 afios se ha reportado el empleo del reactivo PMA como una
alternativa para discriminar el material genético de las células no viables antes de
realizar un analisis por PCR tiempo real. Paralelamente, a la construccion de las
curvas estandar, para verificar la eficiencia del PMA se realiz6 un ensayo en el cual
se amplificé por PCR tiempo real el material genético de 10° UFC de Lactobacillus
casei expuestas a diferentes temperaturas durante 15 min (70°C, 60°C, 50°C y sin
calentamiento). La reducciéon de sefial en las curvas de amplificacion de PCR tiempo
real, se compard con los resultados de cuenta en placa de este cada tratamiento
térmico.

En estudios anteriores se ha proporcionado evidencia del dafio a las membranas
celulares bacterianas producido por el calor (Hurst et al., 1974; Rusell et al., 1967) ya
que este tratamiento influye en la desintegracion de la estructura de la membrana y
en la pérdida de permeabilidad, lo cual induce a la fuga de sustancias intracelulares y
a la pérdida de de lipopolisacaridos (Hitchener et al., 1977; Tsuchido et al., 1985).

Los datos presentados en la Tabla 5.7 demuestran que se obtuvo un material
genético puro, ya que la relacion A260/A280 se encuentra dentro del rango de 1.8 a
2.0. Por otro lado, los gréaficos presentan el maximo punto de absorbancia en 260nm

y no se observaron otros picos que indiquen la presencia de algin contaminante.
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Tabla 5.7. Resultados de la Cuantificacion/Calidad ADN obtenida después del tratamiento

con PMA.
Tratamiento | Concentracion ADN | Relacién Graficos: Lectura de
térmico (ng/uL) A260/A280 | absorbancia de 230 a 280nm
INE=
Sin 195.90 1.96 N
tratamiento
N
50°C 173.89 1.98 \
Y
-
e \\
60°C 128.29 1.99 R
.
70°C 130.74 1.97 TN
NN
‘\\\‘\‘—‘

En los resultados de disminucion de la viabilidad de L. casei evaluada por cuenta

en placa (Figura 5.2) se observan los efectos anteriormente mencionados ya que al

exponer las células a 70°C, ocurri6 una disminucion en la viabilidad
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aproximadamente de 2 ordenes de magnitud, a 60°C la reduccion fue menor a un
orden de magnitud, mientras que a 50°C el microorganismo probidtico se mantuvo

sobre el mismo orden de magnitud.

1.E+10
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Concentracion (UFC/g)
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0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

Figura 5.2. Pérdida de viabilidad por exposicion de L. casei a diferentes temperaturas por 15

min, evaluada por cuenta en placa.

En la evaluacion de la pérdida de viabilidad por PCR tiempo real empleando
PMA, se observo una buena correlacion entre la pérdida de viabilidad y reduccion de
sefal (Figura 5.4). EI cambio mas dramatico se produjo en el rango de temperatura
entre 60 °C y 70 °C, mientras que las tasas de muerte no fueron significativas a 50 °
C. La elevacion de la temperatura de 50 °C a 60 °C resultd en la reduccion de 6
ciclos, mientras que la reduccion de la sefal entre las muestras sin tratamiento y
50°C fue Unicamente de 2 ciclos. La disminucion de la viabilidad también se reflejé
en la disminucion de la concentracién de ADN (Tabla 5.7) y en valores cada vez
mayores de Ct para las muestras con menor cantidad de ADN (Figura 5.3). Esto
concuerda con lo esperado, ya que el principio de accién del PMA es favorecer la
pérdida de material genético de las células muertas dejando intactas a las células
viables.

Al comparar los resultados cualitativos de PCR tiempo real, con los obtenidos por
medio de cuenta en placa, no se encontré una correlacion ya que la mayor diferencia

en reduccion de sefal ocurrié entre 50°C y 60°C, y se esperaba que esta diferencia
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se encontrara entre 60°C y 70°C. Sin embargo, para comprobar esta falta de
correlacion, es necesario que el andlisis por medio de PCR tiempo real sea

cuantitativo, es decir, interpolando los resultados con curvas estandar.

18 -
5 15 /4/

O w o o

20°C 50°C 60°C 70°C
Tratamiento térmico

Figura 5.3. Modificacién de Ct como consecuencia del tratamiento térmico aplicado a células

de L. casei.
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Figura 5.4. Curvas de amplificacion de PCR tiempo real. (A) Células sin tratamiento térmico,
(B) células tratadas a 50°C, (C) células tratadas a 60°C, (D) células tratadas a 70°C.
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5.2.3. Extracciéon de ADN con kit FastID

Existe una influencia fundamental de la técnica de extraccién y propiedades de la
matriz de la muestra sobre los resultados de la cuantificacion por PCR tiempo real,
ya que el material genético obtenido debe presentar como principales caracteristicas:
alto rendimiento de extraccién y pureza, e integridad. Con el objetivo de verificar la
eficiencia del sistema de extraccion de ADN se realizaron extracciones de los cultivos
liofilizados con los que se contaba en el laboratorio haciendo uso del kit FastiD®.

La calidad del material genético obtenido a partir de los cultivos liofilizados se
evalué analizando su pureza, integridad y concentracion. La concentracion y el indice
de pureza se midieron a 260/280 nm (Tabla 5.8); mientras que la visualizacién del
ADN total en un gel de agarosa permiti6 comprobar la integridad del material
genético, esto es observando una banda intensa y bien definida sin el barrido

caracteristico de la degradacion (Figura 5.5).

Figura 5.5. ADN total extraido de cultivos liofilizados: Lactobacillus rhamnosus | (R),
Lactobacillus casei (C), Bacillus subtilis (S), Bifidobacterium (B), Lactobacillus rhamnosus Il
(O). Gel de agarosa al 1% (p/v) con 1ug/mL de BrEt. Vol. de carga: 5 pL de ADN totaly 1 pL

6X Orange. Marcador Mas Ruler de bajo rango de Fermentas.
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El método de extraccion con el kit FastID®, resultd ser eficiente para extraer ADN
de calidad, ya que se obtuvo un ADN integro en todos los casos, ademas, las
muestras presentaron una relacion A260/280 dentro del rango 1.9-2.0, lo cual, es un
indicador de alta pureza. Por otro lado, los rendimientos alcanzados en general
fueron elevados, excepto en el caso de Bacillus subtilis, lo cual se puede atribuir a
dos factores: (a) durante el experimento se pesO la misma cantidad de cultivo
liofilizado de todos los microorganismos (200 + 8 mg), sin considerar la posibilidad de
qgue hubiera una menor cantidad de UFC/g en el cultivo liofilizado de B. subtilis (no se

realizé la cuenta en placa) 6 (b) la lisis celular no fue eficiente.

Tabla 5.8. Concentracion y relacion de absorbancias 260/280 obtenidas del ADN de cultivos

liofilizados, extraido usando el kit FastID®.

Muestra Concentracion (ng/ uL) | Relacién 260/280
Lactobacillus rhamnosus | 133.37 1.93
Lactobacillus casei 83.69 1.98
Bacillus subtilis 42.01 2.01
Bifidobacterium 112.57 1.96
Lactobacillus rhamnosus II 146.85 1.93

5.2.4. PCR Tiempo Real

En el disefio de cebadores y sondas para la técnica de PCR tiempo real se
tomaron como referencia las secuencias de cebadores especificos para L.
acidophilus y L. paracasei, publicados por Tabasco vy col. (2007).
Consecutivamente, se ajustaron parametros como el Tm, tamafio de secuencia,
%GC y contenido de G y C en el extremo 3', para asi obtener los cebadores y
sondas presentadas en las Tablas 5.9 y 5.10.
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Tabla 5.9. Cebadores y sondas disefiadas para identificar a Lactobacillus acidophilus.

Genoma

Lactobacillus acidophilus strain BCRC10695

Tipo

ARN ribosomal 16s

Tamaho

1479 pb

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tcctggctca
CAACAGATtc
tggggaacct
AAAGCAGATC
cgcggtgcat
ttgagagact
cagtagggaa
aggttttcgg
ttatttgacg
acgtaggtgg
aagtctgatg
agtgcagaag
aacaccagtg
gtagcgaaca
gggaggtttc
gaccgcaagg
gtttaattcg
agatacggag
gtcgtgagat
ttaagttggg
caagtcatca
ggagcaagcc
tgcaactcga
atacgttccc

gccggtggcece

ggacgaacgc
ACTTCGGTGA
gccccatagt
GCATGATCAG
tagctagttg
gatcggccac
tcttccacaa
atcgtaaagc
gtaatcaacc
caagcgttgt
tgaaagccct
aggagagtgg
gcgaaggcgg
ggattagata
cgcctctcag
ttgaaactca
aagcaacgcg
ttcccttegg
gttgggttaa
cactctaatg
tgccccttat
tgcgaaggca
ctgcacgaag
gggccttgta
taaccttcgg

tggcggegty
TGACGTTGgg
ctgggatacc
Cttataaaag
gtagggtaac
attgggactg
tggacgaaag
tctgttgttg
agaaagtcac
ccggatttat
cggcttaacc
aactccatgt
ctctctggtc
ccctggtagt
tgctgcagct
aaggaattga
aagaacctta
ggacactaag
gtcccgcaac
agactgccgg
gacctgggct
agcgaatctc
ctggaatcgc
cacaccgccc

gaaggagccg

cctaatacat
aacgcgagcg
acttggaaac
gcggegtaag
ggcctaccaa
agacacggcc
tctgatggag
gtgaagaagg
ggctaactac
tgggcgtaaa
gaggaactgc
gtagcggtgy
tgcaactgac
ccatgccgta
aacgcattaa
cgggggceecy
ccaggtcttg
acaggtggtg
gagcgcaacc
tgacaaaccg
acacacgtgc
ttaaagctgt
tagtaatcgc
gtcacaccat
tctaaggc

gcaagtcGAG
gcggatgggt
aggtgctaat
ctgtcgctat
ggcaatgatg
caaactccta
caacgccgcg
atagaggtag
gtgccagcag
gcgagcgcag
atcggaaact
aatgcgtaga
gctgaggctc
aacgatgagt
gcactccgcc
cacaagcggt
acatctagtg
catggctgtc
cttgtcatta
gaggaaggtg
tacaatggac
tctcagttcg
ggatcagcac

gggagtctgc

CGAGCTGAAC
gagtaacacg
accggataag
gggatggccc
catagccgag
cgggaggcag
tgagtgaaga
taactggcct
ccgcggtaat
gcggaagaat
gtttttctty
tatatggaag
gaaagcatgg
gctaagtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
caatccgtag
gtcagctcgt
gttgccagca
gggatgacgt
agtacaacga
gactgcagtc
gccgeggtga
aatgcccaaa

Secuencia b’ -3’
GAGCGAGCTGAACCAACAGAT
GCTGATCATGCGATCTGCTTT

FAM-CTTCGGTGATGACGTTG-MGB

Cebadores
ACIDFOR
ACIDREV

LBACID

Amplicon bp

154

La deteccion de microorganismos probiéticos por PCR tiempo real se realizd
mediante un ensayo duplex. El resultado tipico del analisis de una muestra por PCR
tiempo real con un sistema de deteccion de con 2 fluoroforos 6 daplex, es un grafico
de amplificacién en el que se observan dos tipos de curvas: unas para el FAM (L.
acidophilus) y otras para VIC (L. casei). En la Figura 5.6 se observa ausencia de
amplificacion en el NTC. Por otro lado, las Figuras 5.7 y 5.8 muestran la amplificacion
obtenida cuando se probd el juego de cebadores-sonda para L. casei y L.
acidophilus, contra sus respectivos ADNs. Se observa que la sefal producida se
generd Unicamente por la sonda correspondiente a la especie presente. Las curvas 4
a 6 de las Figuras 3.4 y 3.5 son tipicas de sefial negativa, por lo que se concluye que
no hay sefial del fluoréforo que marca a la sonda de la otra especie, con lo que se

comprueba la especificidad del disefio.
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Tabla 5.10. Cebadores y sondas disefiadas para identificar a Lactobacillus casei.

Genoma

Lactobacillus paracasei BCRC12193

Tipo

ARN ribosomal 16s

Tamanho

1479 pb

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

agagtttgat
gagttctcgt
gtgagtaaca
ATACCGCATA
tttggatgga
tacgtagccg
tacgggaggc
cgtgagtgaa
agtaactgtt
agccgceggta
aggcggtttt
ctgggaaact
gatatatgga
tcgaaagcat
atgctaggtg
cctggggagt
gtggagcatg
tgatcacctg
tcgtcagctc
tagttgccag
tggggatgac
atggtacaac
cggactgtag
acgccgceggt
gtaacacccg

cctggctcag
tgatgatcgg
cgtgggtaac
GATCCAAGAA
cccgeggegt
aactgagagg
agcagtaggg
gaaggctttc
gtcggegtga
atacgtaggt
ttaagtctga
tgagtgcaga
agaacaccag
gggtagcgaa
ttggagggtt
acgaccgcaa
tggtttaatt
agagatcagg
gtgtcgtgag
catttagttg
gtcaaatcat
gagttgcgag
gctgcaactc
gaatacgttc

aagccggtgy

gatgaacgct
tgcttGCACC
ctgcccttaa
ccgcatGGTT
attagctagt
ttgatcggcc
aatcttccac
gggtcgtaaa
cggtatccaa
ggcaagcgtt
tgtgaaagcc
agaggacagt
tggcgaaggc
caggattaga
tccgecectte
ggttgaaact
cgaagcaacg
tttccccttce
atgttgggtt
ggcactctag
catgcccctt
accgcgaggt
gcctacacga
ccgggcecttg
cgtaaccctt

ggcggegtge
GAGATTCAAC
gtgggggata
CTTGGCTGAA
tggtgaggta
acattgggac
aatggacgca
actctgttgt
CcCagaaagcc
atccggattt
ctcggcttaa
ggaactccat
ggctgtctgg
taccctggta
agtgccgcag
caaaggaatt
cgaagaacct
gggggcaaaa
aagtcccgca
taagactgcc
atgacctggg
caagctaatc
agtcggaatc
tacacaccgc

taggagcgag

ctaatacatg
ATGGAAcgag
acatttggaa
AGATGGcgta
atggctcacc
tgagacacgg
agtctgatgg
tggagaagaa
acggctaact
attgggcgta
ccgaggaagc
gtgtagcggt
tctgtaactg
gtccatgccg
ctaacgcatt
gacgggggcc
taccaggtct
tgacaggtgg
acgagcgcaa
ggtgacaaac
ctacacacgt
tcttaaagcc
gctagtaatc
ccgtcacacc
ccgtct

caagtcgaac
tggcggacgg
acagatgctA
agctatcgct
aaggcgatga
cccaaactac
agcaacgccg
tggtcggcag
acgtgccagc
aagcgagcgc
gcatcggaaa
gaaatgcgta
acgctgaggc
taaacgatga
aagcattccg
cgcacaagcg
tgacatcttt
tgcatggttg
cccttatgac
cggaggaagg
gctacaatgg
attctcagtt
gcggatcagc
atgagagttt

Cebadores

Secuencia b’ -3

Amplicon bp

CASFO

R

GCACCGAGATTCAACATGGAA

CASREV

GCCATCTTTCAGCCAAGAACC

LBCAS

VIC-TTCTTGGATCTATGCGGTATT-MGB

151

1.0e-002

1.0e-003

Delta Rn

1.0e-004

1.0e-005

Delta Bn vs Cycle

1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516171819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cyele Mumber

Figura 5.6. Curvas de amplificacion de NTC. No se observa contaminacion.
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1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn
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1.0e-005

Delta Bn vs Cycle

1

23 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 5.7. Curva de amplificacion del ADN de L. casei, (curvas 1 a 3). Las curvas 4 a 6

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

corresponden a la sefial FAM, de la sonda para L. acidophilus.

Delta Rnvs Cycle

1

23 45 6 T 8 91011121314 1516 171819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Mumber

Figura 5.8. Curva de amplificacién del ADN de L. acidophilus, (curvas 1 a 3). Las curvas 4 a

6 corresponden a la sefal VIC, de la sonda para L. casei.
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5.2.5. Construccioén de curvas estandar

Para interpolar los resultados obtenidos por medio de PCR tiempo real, se
construy0 una curva patréon para cada probibtico a partir del liofilizado y una curva
para cada uno a partir de bacterias inoculadas en el yogurt desarrollado en el
laboratorio.

La curva estandar elaborada a partir de liofilizado de L. acidophilus Figura 5.9,
presentd una eficiencia de 105.86%, lo que significa que puede ser empleada para
interpolar los resultados de muestras desconocidas. Sin embargo, en el caso de L.
casei no se presentd una separacion de 3.32 ciclos logaritmicos entre cada dilucién
(Figura 5.10 y 5.11), por lo que la eficiencia de la curva estandar fue del 61.75% y no
pudo ser utilizada en analisis posteriores. Este comportamiento posiblemente se
debe a una ineficiencia inherente a la amplificacion. En lo que respecta a la
reproducibilidad entre réplicas de extracciones independientes, en la Figura 5.11 se
observa que los duplicados son muy similares, lo que indica que la extraccion de

ADN se realizé correctamente.

Standard Curve

Pendiente: -3.186
R°= 0.948

Ct

5} 6.40 6.80 720 760 8 840 880 9.20

Log CO

Figura 5.9. Curva patron por PCR tiempo real de L. acidophilus con una eficiencia de
105.86%.
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24
22‘

20

Ct

Standard Curve

Pendiente -4.783
R?=0.959

G.40 6.80 7.20 7.60

Log CO

5.40

8.80

9.20

Figura 5.10. Curva patron por PCR tiempo real de L. casei con una eficiencia de 61.75%.

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

Delta Rn

1.0e-002

1.0e-003

1.0e-004

Figura 5.11. Curvas de amplificacion de la curva patrén PCR tiempo real de L. casei

Delta Rn vs Cycle

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

(Duplicados de extraccion de ADN). Concentraciones (A) 10° UFC/mL, (B) 108 UFC/mL, (C)

10" UFC/mL, (D) 10° UFC/mL.
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Para la construccion de curvas estdndar a partir de yogurt simbiotico, la
recuperacion celular se realiz6 empleando el Protocolo IV; sin embargo, el pellet
celular obtenido no se separ6 adecuadamente ya que aun se encontraba suspendido
en la matriz del alimento, esto se observd después de la primera centrifugacion del
método, ya que se formd un sedimento grande de coloracién blanca, con estructura
muy similar a la del yogurt. La razén por la que no se logré recuperar las células del
alimento, es que a diferencia del yogurt comercial, el yogurt desarrollado por en el
laboratorio contiene fibra soluble. La fibra soluble empleada estd formada
polisacaridos que pueden impedir que los componentes del yogurt como las
proteinas y la grasa se separen de las células, ya que es posible que queden
atrapados entre la estructura.

Una estrategia experimental debe contemplar que los resultados obtenidos sean
reproducibles y repetibles para que otros investigadores puedan llevarlo a cabo, ya
gue de lo contrario, el experimento no tiene validez interna.

Al analizar de manera general cada una de las etapas para llevar a cabo la
cuantificacion por PCR tiempo real, se observo que la metodologia implicaba muchas
desventajas, ya que ademas de que el procedimiento para la recuperacién celular
debia ser estandarizado nuevamente, los resultados presentaron un elevado
coeficiente de variacion (43.87), lo que significa que la matriz del alimento representa
una barrera para el analisis por PCR tiempo real, debido a la interferencia que
producen los componentes de dicho alimento. Por otra parte, la curva patron para L.
casei demostré una baja eficiencia en la amplificacion, por lo cual no podria ser
empleada. Finalmente, la utilizacion del PMA no reflej6 la misma disminucion de
viabilidad que se observo por medio de cuenta en placa. Por tales razones se decidio

medir la viabilidad los microorganismos probiéticos Unicamente por cuenta en placa.

5.3. Evaluacion de la viabilidad de probidticos durante la vida de

anaquel de un yogurt funcional.

Una vez elegida la estrategia mas adecuada para cuantificacion de los

microorganismos probioticos presentes en el yogurt simbidtico, se llevdé a cabo la
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evaluacion de la viabilidad de dichas bacterias a lo largo de la vida de anaquel en
cuatro distintas formulaciones de yogurt: natural, endulzado, con mango y con frutos
del bosque.

La viabilidad de las células probidticas presentd un comportamiento similar en
todas las formulaciones de yogurt. Los resultados presentados en las Tabla 5.11,
5.12, 5.13 y 5.14 son los promedios y las desviaciones estandar de los dos lotes de
yogurt analizados durante 50 dias. En general se observa poca variabilidad entre los
lotes, no obstante entre algunos datos la desviacion estandar fue mayor a 0.55, lo
cual posiblemente se debe a una falta de homogenizacién al momento de tomar las
muestras para llevar a cabo la cuenta en placa.

En relacion a la viabilidad de L. casei, este microorganismo presenta una buena
estabilidad a lo largo de la vida de anaquel. No obstante, L. acidophilus presenta una
disminucién mayor a un orden de magnitud en este periodo. Existen reportes sobre la
sensibilidad de esta especie debido a la presencia de Lactobacillus delbruekii ssp.
bulgaricus, ya que dicho iniciador produce concentraciones altas de H,O, durante el
almacenamiento, por la accion de NADH: H,O, oxidasa. A diferencia de L.
acidophilus, S. thermophilus es capaz de descomponer H,O, via NADH peroxidasa
ya que esta enzima convierte H,O, en agua para regenerar NADH", sin embargo, la
actividad de esta enzima disminuye notoriamente a pH 4.5. Debido a que el pH del
yogurt en este estudio presentd valores entre 4.1 — 4.2, es probable que dicha
enzima haya sido desactivada durante el almacenamiento (Ng. et al., 2010).

No se observa la influencia del pH y la acidez del yogurt en la viabilidad de los
microorganismos probioticos, esto se debe a que las BAL se distinguen por presentar
caracteristicas que contrarrestan el estrés por la alta acidez, por ejemplo: su
citoplasma muestra una elevada capacidad amortiguadora (pH 3.72-7.73) (Rius et
al., 1994); en presencia de acidos organicos, la F;Fo-ATPasa ayuda a mantener el
pH (Kullen et al.,, 1999). Ademas, a partir del andlisis de secuencia seguida por
experimentos de mutagénesis L. acidophilus demostr6 ser capaz de usar la
descarboxilacion de aminoacidos como medio para aumentar el pH (Azcarate et al.,
2004).

A pesar de la disminucién de la viabilidad de L. acidophilus, la suma de bacterias

probioticas presentes en el yogurt después de los 50 dias de almacenamiento, se
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encuentra dentro de las especificaciones establecidas por la NOM-181-SCFI-2010
(Direccién General de Normas, 2011) e incluso, aun presenta la dosis terapéutica
diaria recomendada por Kailasapathy (Ng. et al., 2010), ya que al final del monitoreo
todas las formulaciones de yogurt contenian un numero de bacterias probioticas
mayor a 10° UFC/mL.

Tabla 5.11. Resultados de cuenta en placa de L. casei y L. acidophilus presentes en yogurt

simbidtico natural almacenado a 4°C durante 50 dias.

Cuentas (Logio UFC/mL) en yogurt simbiotico

Especies/Dia 1 8 15 22 29 36 44 51
6.94| 655 | 6.61 | 6.80 | 6.59 | 6.59 | 6.68 | 6.80

L. casei (--) |(0.10) | (0.17) | (0.13) | (0.00) | (0.02) | (0.04) | (0.05)
6.99| 6.60 | 6.29 6.41 5.90 | 5.60

L. acidophilus (-) 1(0.02) | (0.51)| () |(0.02)| (-) |(0.20) | (0.24)
7.27| 6.88 | 6.78 6.81 6.75 | 6.83

Total (--) |(0.06) | (0.26) | (--) |(0.01)| (--) |(0.01)|(0.06)

"Se presenta el promedio de 2 lotes y la desviacion estandar en paréntesis. Los datos que no
se presentan fueron descartados por errores experimentales.

Tabla 5.12. Resultados de cuenta en placa de L. casei y L. acidophilus presentes en yogurt

simbidtico endulzado almacenado a 4°C durante 50 dias.

Cuentas (Logio UFC/mL) en yogurt simbiotico

Especies 1 8 15 22 29 36 44 51
6.80 | 6.50 | 6.58 | 6.60 | 6.74 | 6.58 | 6.66 | 6.62
L. casei () |(0.04) | (0.12) | (0.05) | (0.24) | (0.08) | (0.03) | (0.03)

6.87 | 652 | 652 | 6.34 | 583 | 6.28 | 554 | 5.68
L. acidophilus (--) 1(0.20) | (0.15) | (0.93) | (-) |(0.13) | (0.55) | (0.24)
7.18 | 681 | 685 | 6.79 | 6.79 | 6.76 | 6.69 | 6.66
Total (-) | (0.22) | (0.00) | (0.24) | (-) | (0.10) | (0.03) | (0.05)

"Se presenta el promedio de 2 lotes y la desviacion estandar en paréntesis. Los datos que no

se presentan fueron descartados por errores experimentales.
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Tabla 5.13. Resultados de cuenta en placa de L. casei y L. acidophilus presentes en yogurt

simbi6tico con mango almacenado a 4°C durante 50 dias.

Cuentas (Logip UFC/mL) en yogurt simbiético

Especies 1 8 15 22 29 36 44 51
6.95 | 666 | 6.61 | 6.83 | 691 | 687 | 6.85 | 6.85
L. casei (-) |(0.02) | (0.04) | (0.09) | (0.01) | (0.08) | (0.16) | (0.02)
6.99 | 6.32 | 6.02 | 660 | 6.36 | 6.34 | 6.35 | 5.97
L. acidophilus (-) | (0.16) | (0.21) | (0.09) | (0.55) | (0.20) | (0.01) | (0.19)
727 | 682 | 671 | 7.03 | 7.01 | 6.98 | 6.97 | 6.90
Total (-) | (0.07) | (0.07) | (0.02) | (0.11) | (0.12) | (0.22) | (0.00)

"Se presenta el promedio de 2 lotes y la desviacién estandar en paréntesis. Los datos que no

se presentan fueron descartados por errores experimentales.

Tabla 5.14. Resultados de cuenta en placa de L. casei y L. acidophilus presentes en yogurt

simbidtico con frutos del bosque almacenado a 4°C durante 50 dias.

Cuentas (Logip UFC/mL) en yogurt simbiético

Especies 1 8 15 22 29 36 44 51
7.05 6.63 6.53 6.94 6.46 6.79 6.67 6.56
L. casei (-) |(0.05) | (0.05) | (0.09) | (0.01) | (0.03) | (0.07) | (0.04)
6.89 | 630 | 640 | 6.66 | 599 | 554 | 6.07 | 5.68

L. acidophilus (-) |(0.10) | (0.29) | (0.05) | (0.53) | () | (0.09) | (-)
7.28 6.80 6.77 7.12 6.58 6.81 6.76 6.63

Total (-) | (0.00) | (0.24) | (0.08) | (0.11) | (=) | (0.20) | ()

"Se presenta el promedio de 2 lotes y la desviacion estandar en paréntesis. Los datos que no

se presentan fueron descartados por errores experimentales.
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Figura 5.12. Resultados de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos del yogurt

simbidtico natural a lo largo de la vida de anaquel.
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Figura 5.13. Resultados de parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos del yogurt

endulzado a lo largo de la vida de anaquel.
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Figura 5.14. Resultados de parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos del yogurt con

mango a lo largo de la vida de anaquel.
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Figura 5.15. Resultados de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos del yogurt con frutos

del bosque a lo largo de la vida de anaquel.

85



Capitulo V Analisis de resultados y discusion

En este apartado se presentaron los resultados de la evaluacion de la viabilidad
de las bacterias probioticas L. acidophilus y L. casei, afladidas al yogurt simbidtico
desarrollado en el laboratorio. Estos resultados indican una viabilidad aceptable de
las especies a lo largo de la vida de anaquel ya que aun después de los 50 dias de
almacenamiento a 4°C, presentaron una concentracion total de 10° UFC/mL.

La vida de anaquel de los productos determinada experimentalmente en el
laboratorio, fue entre 30 y 40 dias, dependiendo de la formulacién (Mancilla, 2011),
por lo que podemos asegurar que los yogurts desarrollados cumplen con las
especificaciones de la NOM-181-SCFI-2010 en lo que respecta a la cantidad minima
de cultivos alternativos adicionales.

El recuento selectivo de bacterias probidticas, permiti6 observar que L.
acidophilus es la especie mas sensible ya que su supervivencia puede verse
afectada por el H,O, producido por L. bulgaricus, sin embargo esta hipotesis no se
puede comprobar debido a que no se midié la concentracibn de peréxido de

hidrogeno a lo largo de la vida de anaquel.
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Capitulo VI

Conclusiones

Los métodos dependientes de cultivo permitieron llevar a cabo la cuantificacion

de los microorganismos probiéticos presentes en el yogurt simbiético.

Lactobacillus casei presenta buena estabilidad durante la vida de anaquel del
yogurt. No obstante, Lactobacillus acidophilus presenta una disminucién mayor a
un orden de magnitud, lo cual puede atribuirse a la presencia de H,O, producido

Lactobacillus delbruekii ssp. bulgaricus.

La viabilidad de las bacterias probiéticas no se vio influida por la diferencia en

composicién de cada una de las formulaciones analizadas.

La concentracion total de microorganismos probidticos en el yogurt simbidtico
después de 50 dias de almacenamiento a 4°C, fue de 10° UFC/mL; esta cantidad
cumple con las especificaciones de la NOM-181-SCFI-2010 y demuestra la

resistencia de las BAL a ambientes de alta acidez.

El método de extraccion y purificacion de ADN directamente de yogurt simbidtico
no se logré implementar debido a la interferencia de la fibra soluble para el

aislamiento de las células.

El reactivo PMA es capaz de discriminar las células viables de las no viables en la

técnica de PCR tiempo real.

El empleo de métodos moleculares para cuantificar células viables en una matriz

compleja como es el yogurt, present6 poca reproducibilidad en los resultados.
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Anexo A

Soluciones, medios de cultivo y

reactivos empleados

Tabla A.1. Especificaciones de reactivos y medios de cultivo.

Reactivo o medio de cultivo

Marca

Agua grado biologia molecular

Mo Bio Laboratorios, Inc.

Agar MRS

Becton, Dickson and Company

Bacto-peptona

Becton, Dickson and Company

Bacto-agar

Becton, Dickinson and Company

Caldo MRS

Oxoid

Cebadores para PCR tiempo real

Applied Biosystems

Citrato trisédico (CsHsNazO7¢H,0)

Sigma-Aldrich

L-Cisteina (C3H;NO,S)

Aldrich Chemical Company, Inc.

Cloroformo (CHClIs) J.T. Baker
Cloruro de sodio (NaCl) J.T. Baker
Dimetilsulfoxido o DMSO (CH3SOCHs3) Sigma-Aldrich
Etanol (C;HsO) J.T. Baker
Fenolftaleina (C29H1404) Merk

Generador de anaerobiosis

AnaeroGen Oxoid

Hidréxido de sodio 0.1 N (NaOH)

J.T. Baker

Maltosa (C12H22011)

DIFCO Laboratories

Neutrasa

Novo Nordisk

PMA

Biotium

Sondas Tagman

Applied Biosystems

Twen 80

Drogeria cosmopolita, S.A de C.V.)
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Anexo A

Soluciones, medios de cultivo y reactivos empleados

Tabla A.2. Agua peptonada.

Componente Cantidad
Peptona de caseina 19
NacCl 85¢g
Agua destilada 1L
Volumen final 1L

Tabla A.3. Citrato trisédico 1 M.

Componente | Cantidad
Citrato trisédico | 29.4 ¢
Agua destilada | 100 mL

Volumen final 100 mL

Tabla A.4. DMSO 20% (v/v).

Componente Cantidad
DMSO 200 pL
Agua grado biologia molecular | 800 pL
Volumen final 1mL
Tabla A.5. Etanol 75% (v/v).
Componente Cantidad
Etanol 75 mL

Agua grado biologia molecular | 25 mL

Volumen final

100 mL

Tabla A.6. Fenoftaleina 1% (m/v).

Componente | Cantidad
Fenoftaleina 05g¢g

Agua destilada | 50 mL
Volumen final 50 mL
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Anexo A

Soluciones, medios de cultivo y reactivos empleados

Tabla A.7. Medio de cultivo MRS (MRS normal).

Componente Cantidad
Caldo MRS 52 ¢
Bacto agar 159

Agua destilada 1L

Tabla A.8. Medio de cultivo MRS (MRS enriquecido).

Componente Cantidad
Caldo MRS 52 ¢
Bacto agar 15¢g
Tween 80 2 mL

Maltosa 109
Cisteina 05¢g
Agua destilada 1L

Tabla A.9. PMA 20 mM.

Componente | Cantidad
DMSO 20% | 97.85 pL
PMA 1 mg

Tabla A.10. Solucion salina 0.85% SSI (m/v).

Componente | Cantidad
NaCl 85¢

Agua destilada | 1000 mL

Volumen final 1L

Tabla A.11. Solucion salina 1.5% (m/v).

Componente | Cantidad
NacCl 10.5¢

Agua destilada | 1000 mL

Volumen final 1L
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Anexo B

Métodos de recuperacion celular

v

Protocolo |
Garcia-Cayuela, 2009

A

Dispersion de
micelas de caseina
Citrato trisédico 1 M

Recuperacion celular

4

Protocolo Il
Garcia-Cayuela +
Neutrasa

v

Dispersion de
micelas de caseina
Citrato trisédico 1 M

v
v Ajuste de pH
Ajuste de pH NaOH 50%
NaOH 50% I
Proteolisis
Neutrasa

A

A

A

4

Protocolo V
Calles Enriquez
modificado

v

Dispersion de
micelas de caseina
Citrato trisédico 50 %

v

Ajuste de pH
NaOH 50%

v

Dilucion de muestra
SS|

Protocolo Il

Protocolo IV

Figura B.1. Esquema general de los protocolos probados para la recuperacion celular a

Calles Enriquez, 2010

\ 4

Calles Enriquez +
Garcia-Cayuela

v

Dispersion de
micelas de caseina
Citrato trisédico 50%

Dispersion de
micelas de caseina
Citrato trisdédico 50 %

Ajuste de pH
NaOH 50%

partir de yogurt.
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Anexo B Métodos de recuperacion celular

1. Pesar en balanza analitica (Ohaus, Voyager) 750 mg de Lactobacillus
acidophilus, 750 mg Lactobacillus casei (Christian Hansen®) y disolver en 5 mL
de agua peptonada.

2. Llevar volumen de agua peptonada hasta 10 mL y homogenizar la solucién (10°
UFC/mL).

3. Inocular 1 mL en 150 g de yogurt Alpura natural, para obtener una concentraciéon
final 10° UFC por g de yogurt.

4. Homogenizar el in6culo con una espatula estéril mediante movimientos circulares
y verticales.

5. Pesar 15 g de yogurt con probiéticos para los Protocolos I, lll y IV; 7.5 g para el
Protocolo V; y 1.5 g para el Protocolo Il. (Balanza granataria Adam, AQT).

6. Tratamiento particular de cada protocolo:

I. Garcia-Cayuela, 2009

1. Adicionar 20 mL de citrato trisodico 1 M (Sigma-Adrich) y agitar
vigorosamente en vortex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2).

2. Ajustar pH (Potenciobmetro Hanna, HI 4211) a 6.7 £ 0.2 con una
solucién de NaOH al 50% p/v (J.Y. Baker).

3. Centrifugar 10 min a 3,500 rpm (1,500 g) en Centrifuga Beckman J2-
MC, rotor JA-20.
Retirar grasa con hisopo.
Repetir pasos 3 y 4 hasta eliminar la mayor cantidad de grasa.
Transferir sobrenadante a microtubo para centrifuga (Eppendorf) limpio
y centrifugar a 14,000 rpm (24,000 g) durante 10 min en Centrifuga
Beckman J2-MC, rotor JA-20.
Retirar grasa con hisopo y eliminar sobrenadante.

8. Resuspender en 1 mL de SSI 0.85% p/v y trasvasar a un microtubo.

II. Calles-Enriquez, 2010
1. Adicionar 60 pL de citrato trisdédico al 50% p/v (Sigma-Adrich) y agitar
vigorosamente en vortex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2).
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Anexo B

Métodos de recuperacion celular

lll. Garcia-Cayuela + Neutrasa

1.

10.

Adicionar 20 mL de citrato trisddico al 1 M (Sigma-Adrich) y agitar
vigorosamente en voértex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2).
Ajustar pH (Potenciémetro Hanna, HI 4211) a 6.7 £ 0.2 con 100 uL de
una solucion de NaOH al 50% p/v (J.Y. Baker).

Adicionar 500 pL de neutrasas Novo Nordisk y homogenizar solucion.
Incubar a 45°C durante 90 min.

Centrifugar 10 min a 3,500 rpm (1,500 g) en Centrifuga Beckman J2-
MC, rotor JA-20.

Retirar grasa con hisopo.

Repetir pasos 5y 6 una vez mas.

Transferir sobrenadante a microtubo limpio y centrifugar a 14,000 rpm
(24,000 g) durante 10 min en Centrifuga Beckman J2-MC, rotor JA-20.
Retirar grasa con hisopo y eliminar sobrenadante.

Resuspender en 1 mL de SSI 0.85% p/v y trasvasar a un microtubo.

IV. Calles-Enriquez + Garcia-Cayuela

1.

Adicionar 600 pL de citrato trisddico al 50% p/v (Sigma-Adrich) y agitar
vigorosamente en voértex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2).
Ajustar pH (Potenciémetro Hanna, HI 4211) a 6.7 £ 0.2 con 100 uL de
una solucion de NaOH al 50% p/v (J.Y. Baker).

Centrifugar 10 min a 13,200 rpm (21,000 g) a una temperatura de 18°C
(Centrifuga Beckman J2-MC, rotor JA-20).

Retirar capa superior de grasa con hisopo y eliminar sobrenadante, sin
tocar el sedimento en el fondo del microtubo (pellet celular).
Resuspender pellet celular en 500 pL de SSI 0.85% p/v y transvasar

volumen a microtubo estéril. Repetir este procedimiento 2 veces mas.

V. Calles-Enriquez modificado

1.

Adicionar 300 pL de citrato trisédico al 50% p/v (Sigma-Adrich) y agitar

vigorosamente en vortex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2).
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Anexo B Métodos de recuperacion celular

2. Ajustar pH (Potencidmetro Hanna, HI 4211) a 6.7 £ 0.2 con 100 pL de
una solucion de NaOH al 50% p/v (J.Y. Baker).
Adicionar 20 mL de SSI 0.85% p/v.
Centrifugar 10 min a 13,200 rpm (21,000 g) a una temperatura de 18°C
(Centrifuga Beckman J2-MC, rotor JA-20).

5. Retirar capa superior de grasa con hisopo y eliminar sobrenadante, sin
tocar el sedimento en el fondo del microtubo (pellet celular).

6. Resuspender pellet celular en 500 pL de SSI 0.85% p/v y transvasar

volumen a microtubo estéril. Repetir este procedimiento 2 veces mas.

7. Centrifugar 1 min a 14,000 rpm (16,000 g) en microcentrifuga (Eppendorf 5415
C). Las muestras del Protocolo IV y V, se centrifugaron 10 min.

8. Retirar capa superior de grasa y desechar sobrenadante.
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Anexo C
Tratamiento para eliminar células

no viables empleando PMA

Preparacion de
muestra
Solucion de liofilizado

v

Produccion de
células no viables
T= 20, 50,60, 70°C

:

Adicion de PMA

v

Lavados
SS10.85% y 1.5% p/v

v

Evaluacion de
resultados
PCR tiempo real

Figura C.1. Protocolo para llevar a cabo el tratamiento con PMA.




Anexo C Tratamiento para eliminar células no viables empleando PMA

1. Pesar 900 mg de L. casei y disolver en 8.10 mL de agua peptonada.

2. Distribuir 1 mL de la solucién anterior en microtubos para centrifuga estériles.

3. Calentar un par de muestras a 50°C, otro 60°C y uno mas 70°C en termomixer
(Eppendorf, Compact Thermomixer), durante 15 min a 650 rpm. Un par
permanecera sin tratamiento para ser usado como control.

4. Dejar enfriar muestras a temperatura ambiente.

5. Centrifugar las muestras 14,000 rpm (16,000 g) en microcentrifuga (Eppendorf
5415 C) durante 10 min. Desechar sobrenadante.

6. Resuspender pellet en 500 pL de SSI al 0.85% plv, y agitar vigorosamente en
vortex (Scientific Industries, Vortex Mixer Genie 2) hasta alcanzar la disolucién
total.

7. Centrifugar a 10,000 rpm (8,000 g) por 10 min en Microcentrifuga. Desechar
sobrenadante.

8. Resuspender pellet en 500 pL de agua MilliQ y agitar vigorosamente en vortex
hasta alcanzar la disolucion total.

9. Adicionar 1.25 pyL de PMA 20 mM a cada muestra, en la oscuridad.

10.Incubar 10 min en la oscuridad, agitando ocasionalmente.

11.Colocar los microtubos sobre hielo y en posicion horizontal.

12.Exponer los microtubos a una fuente de luz de halégeno de 500 W por 15 min
a 20 cm de distancia.

13.Centrifugar muestras a 10,000 rpm (8,000 g) durante 10 min. Desechar
sobrenadante.

14.Afadir 500 yL de SSI al 1.5% p/v y agitar vigorosamente en voértex hasta
disolucion total.

15.Centrifugar muestras a 10,000 rpm (8,000 g) por 10 min. Desechar
sobrenadante.

16.Afadir 500 puL de SSI al 0.85% p/v y agitar vigorosamente en voOrtex hasta
disolucion total.

17.Centrifugar muestras a 10,000 rpm (8,000 g) por 10 min. Desechar
sobrenadante.

18.Repetir pasos 12 y 13 dos veces mas.
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Anexo D
Metodologias de medicion de pH 'y

acldez

Medicion de pH (NMX-F-317-S-1978)

Los productos alimenticios podran consistir de un liquido, una mezcla de liquido y
sélido, los que pueden diferir en acidez. Otros productos alimenticios podran ser
semisolidos o de caracter solido.

1. Mezclar cuidadosamente la muestra hasta su homogeneizacion.

2. Calibrar el potenciémetro con las soluciones reguladoras de pH 4, pH 7 y pH
10 segun la acidez del producto.

3. Tomar una porcion de la muestra ya preparada, mezclarla bien por medio de
un agitador y ajustar su temperatura a 20°C + 0.5°C.

4. Sumergir él (los) electrodo (s) en la muestra de manera que los cubra
perfectamente. Hacer la medicion del pH. Sacar el (los) electrodo (s) y lavarlo
(s) con agua.

5. El valor del pH de la muestra se lee directamente en la escala del

potenciometro.

Medicién de acidez (NOM-185-SSA1-2002)

La acidez se mide con base a una titulacién alcalimétrica con NaOH 0.1 N

utilizando fenolftaleina como indicador. Todos los reactivos deben ser grado analitico
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Anexo D Metodologia de pH y acidez

a menos que se indigue otra especificacion y por agua se entiende agua destilada

recientemente hervida y se lleva a cabo el siguiente procedimiento:

1. Medir 9 mL (si se emplea la pipeta estandar de crema) o pesar 18 g de
muestra perfectamente mezclada en un matraz Erlenmeyer o una capsula de
porcelana. Si la muestra es medida volumétricamente, enjuagar la pipeta con
veces su volumen de agua y adicionar los enjuagues al matraz o capsula y
mezclar bien.

2. Si la muestra es pesada, afadir 2 veces el peso de la misma en agua y
mezclar bien.

3. Adicionar 0.5 mL de indicador de fenolftaleina y titular con solucion de
hidroxido de sodio 0.1 N hasta la aparicion de un color rosa permanente por lo
menos 30 segundos (se recomienda emplear siempre una cantidad constante

de indicador ya que su concentracién puede influir en los resultados).

El resultado final se obtiene a través de la férmula VxNx(9M) donde: V equivale a
los mL de NaOH 0.1 N gastados en la titulacion, N es la normalidad de la solucion de
NaOHy M es el volumen o peso de la muestra.

Finalmente el resultado se expresa como % Acidez titulable expresada como

acido lactico.
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Anexo E

Calculo de dosis terapéutica

De acuerdo a la NOM-181-SCFI-2010 la cantidad minima de microorganismos
adjuntos que debe adicionar al yogurt es de 10° UFC/g o 10® UFC/100 g, esto es
equivalente a la dosis terapéutica reportada por Kailasapathy (Ng. et. al., 2010),
quien sefala que la concentracion de microorganismos probidticos necesarios
para producir un efecto benéfico es de 10® UFC/dia. Por otro lado un mexicano
consume 8 kg de yogurt anualmente, es decir 22.2 g al dia. Considerando estos

datos:

Consumo promedio x Especificacion
g 10° UFC ,UFC ,UFC
(22.2 , )x = 2.22x107 — = 107 ——
dia g dia g

UFC UFC
1077x100 g de yogurt = 10°

100 g de yogurt

De acuerdo a las especificaciones del proveedor de probidticos liofilizados
(Christian Hansen ®), cada gramo de liofilizado contiene alrededor de 10 UFC.
Por lo tanto se deberd agregar un gramo de liofilizado por cada kilogramo de
yogurt. Considerando que se utilizaran dos probiéticos, se tendrian que agregar

500 mg de L. acidophilus y 500 mg de L. casei.
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Anexo F

Resultados de evaluacién de la
viabilidad

Tabla F.1. Resultados de viabilidad de probi6ticos durante la vida de anaquel del yogurt

Fecha |Dia

natural.

Natural

2903 | 1 |Lactobacilluscasei| L.casei+L. Lactobacillus pH %
2011 (UFC/mL) acidophilus acidophilus Acidez
(UFC/mL) (UFC/mL)
Lote 1 90x10° 19x10° 97x10° 4.389| 1.12
83 x10° 18x10° 10x10° 4381 1.14
Promedio 87x10° 19x10° 99x10° 4.385| 1.13
Lote 2 4.429| 1.15
4.411| 1.7
Promedio 4.420| 1.16
R. FINAL 87x10° 19x10° 99x10° 4.403| 1.15
504 8 C CA A pH % A
2011
Lote 1 46x10° 76x10° 30x10° 4272 1.13
37x10° 90x10° 53x10° 4.223| 1.08
Promedio 42x10° 83x10° 42x10° 4248 1.11
Lote 2 32x10° 74x10° 42x10° 4.248| 1.18
28x10° 63x10° 35x10° 4282 1.11
Promedio 30x10° 69x10° 39x10° 4.265( 1.15
R. FINAL 36x10° 76x10° 40x10° 4256 1.13
1204 | 15 C CA A pH % A
2011
Lote 1 52x10° 87x10° 35x10° 4.389| 1.12
52x10° 83x10° 31x10° 4381 1.14
Promedio 52x10° 85x10° 33x10° 4.385| 1.13
Lote 2 32x10° 37x10° 54x10* 4.429| 1.15
29x10° 36x10° 71x10* 4.411| 1.17
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Anexo F Tabla de resultados de evaluacién de la viabilidad

Promedio 30x10° 36x10° 63x10* 4.420| 1.16
R. FINAL 41x10° 61x10° 20x10° 4.403| 1.15
1904 | 22 C CA A pH % A
2011
Lote 1 53x10° 73x10* -46x10° 4.318| 1.17
48x10° 71x10* -41x10° 4.364| 1.17
Promedio 51x10° 72x10* -43x10° 4341 1.17
Lote 2 76x10° 73x10* -69x10° 4.366| 1.18
77x10° 10x10° -67x10° 4.333| 1.15
Promedio 77x10° 88x10* -68x10° 4.350| 1.17
R. FINAL 64x10° 80x10* 4.345( 1.17
2604 | 29 C CA A pH % A
2011
Lote 1 35x10° 59x10° 24x10° 4.355| 1.22
43x10° 68x10° 25x10° 4.345( 1.20
Promedio 39x10° 64x10° 25x10° 4.350| 1.21
Lote 2 44x10° 66x10° 22x10° 4.360| 1.34
34x10° 65x10° 31x10° 4.315( 1.15
Promedio 39x10° 66x10° 27x10° 4.338| 1.25
R. FINAL 39x10° 65x10° 26x10° 4.344| 1.23
304 |36 C CA A pH % A
2011
Lote 1 38x10° 11x10° -27x10° 4317 1.18
43x10° 13x10° -30x10° 4.202| 1.19
Promedio 41x10° 12x10° -28x10° 4.260| 1.19
Lote 2 36x10° 29x10° -70x10* 4.314| 1.32
39x10° 32x10° -70x10* 4.239| 1.22
Promedio 38x10° 31x10° -70x10* 4277 1.27
R. FINAL 39x10° 21x10° 4.268| 1.23
1004 | 44 C CA A pH % A
2011
Lote 1 50x10° 53x10° 30x10* 4.237| 1.22
53x10° 61x10° 80x10* 4.202| 1.27
Promedio 52x10° 57x10° 55x10* 4.220| 1.25
Lote 2 42x10° 43x10° 10x10* 4.292| 1.25
48x10° 68x10° 20x10° 4.219| 1.28
Promedio 45x10° 56x10° 11x10° 4.256| 1.27
R. FINAL 48x10° 56x10° 80x10* 4.238| 1.26
1704 | 51 C CA A pH % A
2011
Lote 1 60x10° 63x10° 30x10* 4.407| 1.27
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57x10° 59x10° 20x10* 4.385( 1.23
Promedio 59x10° 61x10° 25x10* 4.396| 1.25
Lote 2 78x10° 83x10° 50x10* 4.470| 1.27
59x10° 65x10° 60x10* 4.386| 1.27
Promedio 69x10° 74x10° 55x10* 4.428| 1.27
R. FINAL 64x10° 68x10° 40x10* 4.412| 1.26

Tabla F.2. Resultados de viabilidad de probioticos durante la vida de anaquel del yogurt

endulzado.

Fecha |D|'a Endulzado

29 03 1 | Lactobacillus casei L. casei + L. Lactobacillus pH %
2011 (UFC/mL) acidophilus acidophilus Acidez
(UFC/mL) (UFC/mL)
Lote 1 70x10° 11x10° 42x10° 4.343( 1.02
85x10° 19x10° 11x10° 4.336| 1.06
Promedio 78x10° 15x10° 75x10° 4.340( 1.04
Lote 2 4.391| 1.02
4.392| 1.05
Promedio 4392 1.04
R. FINAL 78x10° 15x10° 75x10° 4.366| 1.04
5 04 8 C CA A pH % A
2011
Lote 1 34x10° 80x10° 46x10° 4.256| 1.12
32x10° 74x10° 42x10° 4.264| 1.02
Promedio 33x10° 77x10° 44x10° 4.260| 1.07
Lote 2 30x10° 51x10° 21x10° 4.257| 1.01
32x10° 54x10° 22x10° 4.264| 0.92
Promedio 31x10° 53x10° 22x10° 4.261| 0.97
R. FINAL 32x10° 65x10° 33x10° 4.260( 1.02
1204 |15 C CA A pH % A
2011
Lote 1 46x10° 73x10° 27x10° 4.432| 1.06
45x10° 69x10° 24x10° 4.404| 1.07
Promedio 46x10° 71x10° 25x10° 4.418( 1.07
Lote 2 31x10° 72x10° 41x10° 4.408| 1.02
30x10° 69x10° 39x10° 4.417( 1.07
Promedio 31x10° 71x10° 40x10° 4.413( 1.05
R. FINAL 38x10° 72x10° 33x10° 4.415( 1.06
1904 |22 C A A pH % A
2011
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Lote 1 39x10° 41x10° 20x10* 4.381| 1.05
34x10° 36x10° 20x10* 4.339( 1.03
Promedio 37x10° 39x10° 20x10* 4.360| 1.04
Lote 2 45x10° 86x10° 41x10° 4.363| 1.03
42x10° 84x10° 42x10° 4.343( 1.04
Promedio 44x10° 85x10° 42x10° 4.353| 1.04
R. FINAL 40x10° 62x10° 22x10° 4.357| 1.04
2604 |29 C CA A pH % A
2011
Lote 1 73x10° 70x10° -30x10* 4.333| 1.19
76x10° 71x10° -50x10* 4.335( 1.08
Promedio 75x10° 71x10° -40x10* 4.334| 1.14
Lote 2 33x10° 46x10° 13x10° 4.354( 1.09
36x10° 37x10° 11x10* 4.326| 1.05
Promedio 35x10° 41x10° 68x10* 4.340| 1.07
R. FINAL 55x10° 61x10° 68x10° 4.337| 1.10
305 |36 C CA A pH % A
2011
Lote 1 36x10° 52x10° 16x10° 4.287| 1.12
30x10° 44x10° 14x10° 4.197| 1.08
Promedio 33x10° 48x10° 15x10° 4.242| 1.10
Lote 2 38x10° 66x10° 28x10° 4.293( 1.02
49x10° 67x10° 18x10° 4232 1.11
Promedio 44x10° 67x10° 23x10° 4.263| 1.07
R. FINAL 38x10° 57x10° 19x10° 4.252| 1.08
1105 | 44 C CA A pH % A
2011
Lote 1 42x10° 40x10° -20x10* 4232 1.20
45x10° 46x10° 10x10* 4.143( 1.10
Promedio 44x10° 43x10° 10x10* 4.188| 1.15
Lote 2 46x10° 39x10° -70x10* 4.184| 1.16
50x10° 56x10° 60x10* 4.183( 1.16
Promedio 48x10° 48x10° 60x10* 4.184| 1.16
R. FINAL 46x10° 49x10° 35x10* 4.186| 1.16
1805 | 51 C CA A pH % A
2011
Lote 1 37x10° 45x10° 80x10* 4399 1.25
50x10° 55x10° 50x10* 4.403( 1.06
Promedio 44x10° 50x10° 65x10* 4.401| 1.16
Lote 2 34x10° 36x10° 20x10* 4417 1.11
44x10° 48x10° 40x10* 4.416| 1.50
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Promedio 39x10° 42x10° 30x10* 4417 1.31
R. FINAL 41x10° 46x10° 48x10* 4.409( 1.23

Tabla F.3. Resultados de viabilidad de probi6ticos durante la vida de anaquel del yogurt con

Fecha |Dia

mango.

2903 | 1 |Lactobacillus casei L. casei + L. Lactobacillus pH %
2011 (UFC/mL) acidophilus acidophilus Acidez
(UFC/mL) (UFC/mL)
Lote 1 94x10° 17x10° 73x10° 4.267| 1.06
86x10° 21x10° 12x10° 4251 1.08
Promedio 90x10° 19x10° 97x10° 4.259| 1.07
Lote 2 4.306| 1.13
4.336| 1.08
Promedio 4321 111
R. FINAL 90x10° 19x10° 97x10° 4.290| 1.09
504 8 C CA A pH % A
2011
Lote 1 50x10° 81x10° 31x10° 4.210| 1.07
44x10° 66x10° 22x10° 4.187| 1.05
Promedio 47x10° 74x10° 27x10° 4.199| 1.06
Lote 2 38x10° 56x10° 18x10° 4.244( 1.01
49x10° 62x10° 13x10° 4.140| 1.06
Promedio 44x10° 59x10° 16x10° 4.192( 1.04
R. FINAL 45x10° 66x10° 21x10° 4.195| 1.05
1204 |15 C CA A pH % A
2011
Lote 1 41x10° 54x10° 13x10° 4.399| 1.04
36x10° 37x10° 10x10* 4.361| 1.07
Promedio 39x10° 46x10° 70x10* 4.380| 1.06
Lote 2 37x10° 56x10° 19x10° 4.341| 1.06
50x10° 59x10° 90x10* 4351 1.05
Promedio 44x10° 58x10° 14x10° 4.346| 1.06
R. FINAL 41x10° 52x10° 11x10° 4.363| 1.06
1904 |22 C A A pH % A
2011
Lote 1 60x10° 11x10° 49x10° 4.369| 1.66
54x10° 96x10° 42x10° 4.373| 1.07
Promedio 57x10° 10x10° 46x10° 4.371| 1.07
Lote 2 77x10° 11x10° 37x10° 4.325| 1.07
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77x10° 11x10° 31x10° 4.343| 1.06
Promedio 77x10° 11x10° 34x10° 4.334| 1.07
R. FINAL 67x10° 11x10° 40x10° 4.353| 1.07
2604 |29 C CA A pH % A
2011
Lote 1 88x10° 13x10° 40x10° 4.331( 1.08
77x10° 12x10° 38x10° 4322 1.15
Promedio 83x10° 12x10° 39x10° 4.327| 1.12
Lote 2 76x10° 81x10° 50x10* 4311 1.07
82x10° 90x10° 80x10* 4.293| 1.07
Promedio 79x10° 86x10° 65x10* 4.302| 1.07
R. FINAL 81x10° 10x10° 23x10° 4.314| 1.09
305 |36 C CA A pH % A
2011
Lote 1 83x10° 11x10° 27x10° 4.289| 1.13
83x10° 11x10° 31x10° 4.181| 1.17
Promedio 83x10° 11x10° 29x10° 4.235| 1.15
Lote 2 65x10° 84x10° 19x10° 4.329( 1.01
63x10° 74x10° 11x10° 4.222| 1.10
Promedio 64x10° 79x10° 15x10° 4.276| 1.06
R. FINAL 74x10° 96x10° 2.2E+06 4255 1.10
1105 | 44 C CA A pH % A
2011
Lote 1 77x10° 95x10° 18x10° 4.167| 1.12
99x10° 13x10° 28x10° 4.144| 1.05
Promedio 88x10° 11x10° 23x10° 4.156| 1.09
Lote 2 45x10° 68x10° 23x10° 4.190| 1.11
59x10° 80x10° 21x10° 4.133( 1.14
Promedio 52x10° 74x10° 22x10° 4.162| 1.13
R. FINAL 70x10° 93x10° 23x10° 4.159| 1.11
1805 | 51 C CA A pH % A
2011
Lote 1 65x10° 72x10° 70x10* 4.396( 1.11
81x10° 87x10° 60x10* 4.440( 1.12
Promedio 73x10° 80x10° 65x10* 4.418| 1.12
Lote 2 74x10° 85x10° 11x10° 4.330( 1.10
62x10° 75x10° 13x10° 4.433( 1.09
Promedio 68x10° 80x10° 12x10° 4.382| 1.10
R. FINAL 71x10° 80x10° 93x10* 4.400( 1.11
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Tabla F.4. Resultados de viabilidad de probi6ticos durante la vida de anaquel del yogurt con

frutos del bosque.

Fecha Dia Frutos del Bosque
29 03 1 Lactobacillus | L. casei + |Lactobacillus pH % Acidez
2011 casei L. acidophilus
(UFC/mL) |acidophilus| (UFC/mL)
(UFC/mL)
Lote 1 13x10° 20x10° 73x10° 4.201 1.07
97x10° 18x10° 83x10° 4.198 1.05
Promedio 11x10° 19x10° 78x10° 4.200 1.06
Lote 2 4271 1.09
4.265 1.10
Promedio 4.268 1.10
R. FINAL 11x10° 19x10° 78x10° 4.234 1.08
504 2011 8 C CA A pH % A
Lote 1 44x10° 70x10° 26x10° 4.234 1.02
35x10° 55x10° 20x10° 4.221 1.04
Promedio 40x10° 63x10° 23x10° 4.228 1.03
Lote 2 45x10° 50x10° 50x10* 4.191 1.05
48x10° 76x10° 28x10° 4.157 1.04
Promedio 47x10° 63x10° 17x10° 4.174 1.05
R. FINAL 43x10° 63x10° 20x10° 4.201 1.04
12 04 15 C CA A pH % A
2011
Lote 1 37x10° 80x10° 43x10° 4.383 1.03
36x10° 65x10° 29x10° 4.378 1.07
Promedio 37x10° 73x10° 36x10° 4.381 1.05
Lote 2 32x10° 52x10° 20x10° 4.381 1.06
31x10° 39x10° 80x10* 4.363 1.01
Promedio 32x10° 46x10° 12x10° 4.372 1.04
R. FINAL 34x10° 59x10° 25x10° 4.376 1.04
19 04 22 C A A pH % A
2011
Lote 1 11x10° 17x10° 57x10° 4.341 1.06
91x10° 13x10° 42x10° 4.351 1.09
Promedio 10x10° 15x10° 50x10° 4.346 1.08
Lote 2 75x10° 12x10° 43x10° 4.314 1.03
73x10° 12x10° 42x10° 4.312 1.01
Promedio 74x10° 12x10° 43x10° 4.313 1.02
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R. FINAL 87x10° 13x10° 46x10° 4.330 1.05

26 04 29 C CA A pH % A
2011

Lote 1 30x10° 47x10° 17x10° 4.295 1.08

28x10° 44x10° 16x10° 4.271 1.20

Promedio 29x10° 46x10° 17x10° 4.283 1.14

Lote 2 28x10° 32x10° 41x10* 4.303 1.02

29x10° 31x10° 18x10* 4.261 1.07

Promedio 29x10° 31x10° 29x10* 4.282 1.05

R. FINAL 29x10° 38x10° 97x10* 4.283 1.09

3052011 36 C CA A pH % A

Lote 1 71x10° 30x10° -41x10° 4.062 1.14

59x10° 43x10° -16x10° 4.126 1.08

Promedio 65x10° 37x10° -29x10° 4.094 1.11

Lote 2 64x10° 68x10° 40x10* 4.086 1.04

53x10° 56x10° 30x10* 4.124 1.10

Promedio 59x10° 62x10° 35x10* 4.105 1.07

R. FINAL 62x10° 65x10° 35x10* 4.100 1.09

11 05 44 C CA A pH % A
2011

Lote 1 59x10° 70x10° 11x10° 4.123 1.08

44x10° 54x10° 10x10° 4.183 1.12

Promedio 52x10° 62x10° 11x10° 4.153 1.10

Lote 2 40x10° 34x10° -60x10* 4.171 1.09

42x10° 56x10° 14x10° 4.126 1.10

Promedio 41x10° 45x10° 14x10° 4.149 1.10

R. FINAL 46x10° 58x10° 12x10° 4.151 1.10

18 05 51 C CA A pH % A
2011

Lote 1 38x10° 30x10° -78x10* 4.326 1.15

39x10° 32x10° -72x10* 4.402 1.11

Promedio 39x10° 31x10° -75x10* 4.364 1.13

Lote 2 29x10° 35x10° 60x10* 4.221 1.05

39x10° 45x10° 60x10* 4.420 1.24

Promedio 34x10° 40x10° 60x10* 4.321 1.15

R. FINAL 36x10° 42x10° 60x10* 4.342 1.14
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