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RESUMEN

Los probioticos son microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren en beneficio a la salud del hospedador. El
presente trabajo se realizd6 con la finalidad de detectar la presencia de
Lactobacillus (Lactobacillus acidophillius y Lactobacillus bulgaricus) en productos
lacteos que reportan en su etiquetado la presencia de cada uno de ellos, ya que
las bacterias acido lacticas son esenciales en la industria lactea, donde son
utilizados en la elaboracion de quesos, yogurt y otros productos fermentados.
Como algunas bacterias lacticas tienen necesidades de crecimiento nutricionales
similares y, a menudo es dificil de usar métodos microbiologicos clasicos para
identificar a nivel de género. Nuestra investigacion se enfoca en la aplicacion de
técnicas de biologia molecular para la rapida identificacion y deteccién. Al alcanzar
este objetivo se recurrid a la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
primers especificos que codifican acido ribonucleico ribosémico (rRNA) debido a la
alta variabilidad entre esta region de secuencias de ADNr que codifican para los
16 y los 23 s rRNA.

Asi mismo se utilizé un kit de PCR directo para 10 muestras de yogur comerciales
lo cual significo ahorros econdmicos significativos asi como disminucion en
tiempos de experimentacion. El objeto de este trabajo fue encontrar la presencia
de Lactobacillus en diferentes marcas comerciales de yogurt, los resultados
obtenidos fueron la presencia de ambas especies de Lactobacillus, sin embargo
se detectaron dobles bandas en cada una de ellas debido a que ambas especies
pueden amplificar en las dos regiones del genoma, Por otra parte, se observo que
otras especies de Lactoballicus se encuentran presenten en los diversos yogurts

estudiados.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, ha aumentado el interés en el desarrollo y la produccion de
nuevos alimentos que contienen microorganismo probidticos debido a sus aportes
a la salud humana. (Kourkoutas et al.,, 1988). La calidad de los productos que
contienen las bacterias lacticas es variable, depende de las condiciones de
preparacion, estdandares de almacenamiento y la manipulacion de los
consumidores (Ozen, et al., 1992). Las bacterias lacticas (LAB) se utilizan
ampliamente en la industria alimentaria, las cuales contribuyen significativamente
a la salud y a la nutricion humana, Las bacterias lacticas estan involucradas en los
grandes procesos de fermentacion para la preservacién y transformacion de
muchas materias primas alimentarias como el yogurt (Chavan and Kadam, 1989).
Las especies de Lactobacillus spp son esenciales para la industria lactea donde se
utilizan en la preparacion de yogurt y otros lacteos fermentados, estas bacterias
lacticas son beneficiosas para el tracto intestinal ya que refuerzan la respuesta
inmune. Recientemente se han desarrollando muchos productos funcionales
usando bacterias lacticas. Entre estas bacterias lacticas, los Lactobacillus spp se
utilizan con frecuencia para productos probidticos (Hamilton-Miller, 2002). La
verificacion de la presencia de las bacterias lacticas en yogur es un tema
importante para la evaluacion de la calidad y la confirmacion del caracter
probiotico del producto. Ademas, el etiquetado debe ser preciso y claro en lo que
respecta al contenido de estos Lactobacillus spp en los productos lacteos
fundamentalmente para las personas que los consumen. Sin embargo, las
bacterias lacticas tienen los mismos requerimientos nutricionales y de crecimiento,
lo que dificulta su identificacion por métodos microbiolégicos convencionales y
bioquimicos, estos son laboriosos, consumen mucho tiempo y muestran menos
sensibilidad. (Mohania et al., 2008).
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[INGENIERIA EN ALIMENTOS]

JUSTIFICACION

En los ultimos anos, la preocupacion de los consumidores respecto a la calidad de
los alimentos que consume, ha dado lugar a la adopcion de medidas por parte de
las administraciones en lo que a materia de legislacion se refiere para garantizar
un etiquetado completo y veraz de los alimentos. Este hecho ha motivado la
aparicion de numerosos laboratorios que utilizan técnicas moleculares para
controlar la calidad de los alimentos. La utilizacién de éste tipo de técnicas es
especialmente util para detectar fraudes alimentarios, ya que suele
comercializarse una especie por otra similar, generalmente de menor valor

economico.

En la actualidad la industria alimenticia cuenta con una amplia variedad de
productos cuyo etiquetado no cuenta con la informacién completa que permita
identificar su composicion. Para el caso de los yogurts comerciales que reportan
adicion de microorganismos probidticos es importante poder corroborar la
presencia de los mismos, razéon por la cual los ingenieros en alimentos buscan
mejoras en la calidad nutrimental del ser humano; es por esto que nos enfocamos
al desarrollo de una técnica que permita identificar este tipo de microorganismos y

determinar la presencia de los mismos en el producto.

Con el fin de identificar las bacterias lacticas, en este se objetivo evaluara la
presencia del género Lactobacillus spp en yogurts comerciales, mediante la

aplicacion de la técnica de PCR directa.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1. Importanciay generalidades de productos probidticos

Historia

Hipocrates (460 a.c- 377 a.c), el médico griego considerado como el creador de la
verdadera Medicina, decia: "Haz que tus alimentos sean tus medicinas y que tus

medicinas sean tus alimentos"(Farid, 2003).

La observacion original de la funcion positiva desempefiada por algunas bacterias
se atribuye a Eli Metchnikoff (1907), ruso galardonado con el premio Nobel por sus
trabajos en el Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmé que "la
dependencia de los microbios intestinales con respecto a los alimentos hace
posible adoptar medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los

microbios nocivos por microbios utiles".

El Bifidobacterium fue descubierto en 1899 - 1900 por el doctor Tissier, del
Instituto Pasteur de Francia. (Jayamanne, 2006). Para entonces el pediatra francés
Henry Tissier observo que los nifios con diarrea tenian en sus heces un escaso
numero de bacterias caracterizadas por una morfologia peculiar en forma de Y.
Estas bacterias “bifidas” eran, por el contrario, abundantes en los nifios sanos
(Tissier, 1906). Sugirié la posibilidad de administrar estas bacterias a pacientes
con diarrea para facilitar el restablecimiento de una flora intestinal sana. Las obras
de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron propuestas
cientificas con respecto a la utilizacion probiodtica de bacterias, aun cuando la
palabra "probidtico" no se acufid hasta 1960, para designar las sustancias
producidas por microorganismos que promovian el crecimiento de otros
microorganismos. En 1965 Lilly y Stillwell utilizaron por primera vez el término de
probidtico, para nombrar a los productos de la fermentacién gastrica. Esta palabra
se deriva de dos vocablos, del latin -pro- que significa por o en favor de, y del
griego - bios - que quiere decir vida. (Cruz, 2005).
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Las observaciones de Metchnikoff y Tissier resultaron tan atractivas que,
inmediatamente después, sus obras cientificas fueron objeto de explotacion
comercial. Lamentablemente, los resultados no siempre fueron positivos y la
mayoria de esas observaciones tuvieron un caracter anecdotico. Por consiguiente
se considerd que el concepto de probidtico no estaba demostrado cientificamente
y durante decenios recibié escasa atencion, aparte de algunas investigaciones
sobre piensos encaminadas a encontrar sucedaneos saludables para los agentes
promotores del crecimiento. Sin embargo, en los ultimos 20 afios la investigacion
sobre los probidticos ha progresado considerablemente y se han realizado
avances notables en la seleccién y caracterizacion de cultivos de probidticos
concretos y la justificacion de las declaraciones de propiedades saludables en

relacién con su consumo (Farid, 2003).

1.1.1. Definicion de microorganismos probiodticos

Es una palabra de origen griego que significa "a favor de la vida”. De acuerdo a la
definicion adoptada por la FAO/WHO, los probidticos son “microorganismos vivos
los cuales, al ser administrados en cantidades adecuadas, confieren efectos
benéficos en la salud del huésped”. Son considerados reguladores bioldgicos.
También incluye una definicién de género, especie y cepa, tanto como estudios de

seguridad y eficacia en humanos (Madsen, 2001).

Fuller (1989), con objeto de recalcar el caracter microbiano de los probidticos,
definié de nuevo el término como "un suplemento dietético a base de microbios
vivos que afecta beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio

intestinal".

Segun el ISAPP* (Asociacion Cientifica Internacional para Probioticos vy
Prebidticos) la definicion de Fuller sigue siendo aplicable dentro de las
comunidades cientificas, industriales y reguladoras pero deja lugar a malas
interpretaciones (como por ejemplo usar el término para componentes
bacterianos, bacterias muertas, o bacterias con efectos no caracterizados para la
salud) (Madsen, 2001).
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En 1998 el ILSI (International Life Science Institute, de la Union Europea) en
Bruselas definié a los Probidticos como microorganismos vivos, que cuando son
ingeridos en cantidades suficientes, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, lo
que va mas alla de los efectos nutricionales convencionales. Afectan
beneficiosamente a una o varias funciones del organismo. Proporcionan un mejor
estado de salud y bienestar y/o reducen el riesgo de enfermedad. Pueden ser
funcionales para la poblacion en general o para grupos particulares de la misma
(Czeurecka, 2000). Hay que mencionar que, para ser considerada como
Probidtica, una bacteria tiene que sobrevivir al medio fuertemente acido del

estdmago y colonizar el intestino delgado y grueso (Madsen, 2001).

1.1.2. Definicion de alimentos probiéticos

El término probidtico actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen
efectos beneficiosos para los seres humanos y los animales. Los alimentos que
contienen microorganismos probidticos en numero suficiente para alterar o
modificar la flora intestinal y asi ejercer efectos beneficiosos para la salud. Son
productos alimenticios que, ademas de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a
mantener el estado de salud general del organismo y a la vez pueden tener un
efecto benéfico adicional, terapéutico o preventivo en el huésped (Czeurecka,
2000).

Una definicion muy similar: "un monocultivo o cultivo mixto viable de bacterias que,
cuando se aplica a animales o seres humanos, afecta beneficiosamente al
huésped mejorando las propiedades de la flora autdéctona". Una definicion mas
reciente, aunque probablemente no sera la ultima, es la siguiente:
"microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades apropiadas,
confieren al huésped efectos saludables” (Havenaar y Huis in 't Veld 1992). Es

evidente que estas definiciones:

e Han circunscrito la utilizacion del término probidtico a los productos que

contienen microorganismos Vivos.
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e Indican la necesidad de proporcionar una dosis apropiada de bacterias

probioticas para obtener los efectos deseados.

1.1.3. Caracteristicas de alimentos probioticos

Los requisitos que deben cumplir los alimentos probidticos son:

Sinergismo entre los cultivos de microorganismos y los iniciadores de la
fermentacion (fermentos, cultivos iniciadores), para obtener un producto
fermentado con O&ptimas caracteristicas sensoriales. Los microorganismos
probidticos deben permanecer viables y activos en el alimento y durante el transito
gastrointestinal, para garantizar su potencial efecto benéfico en el huésped. En
este aspecto, son importantes el pH derivado del proceso de fermentacion, el
oxigeno disuelto (especialmente para las bifidobacterias), el antagonismo entre
especies, la composicion quimica del medio de cultivo, la concentracién de
azucares, las practicas de inoculacion del cultivo probidtico, la temperatura y
duracion de la fermentacién, y las condiciones de almacenamiento del producto
(Czeurecka, 2000).

1.1.4. Tipos de probidticos

Probidéticos Naturales: Se encuentran en lacteos fermentados, como yogurt,
leche y quesos, vegetales fermentados (aceitunas, chucrut, soya y cereales),
carnes, pescados fermentados y bebidas alcohdlicas artesanales. El problema de
los probidticos naturales es que es dificil usarlos en condiciones terapéuticas y en
entornos meédicos, porque la mayoria de ellos necesita de condiciones de
almacenamiento a bajas temperaturas y tienen una vida media, en buenas
condiciones, limitada. Sin embargo, la principal limitante para su uso es que la
cantidad de microorganismos que contienen es tan baja que habria que tomar
varios litros de yogurt cada dia, por ejemplo, para obtener algun efecto
terapéutico. Entonces, estos productos pueden ser parte de una alimentacion
sana, pero no tienen eficacia terapéutica (Farid, 2003).
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Probidéticos comercializados: Son los probidticos naturales pero incorporados en
algun producto alimenticio, por ejemplo yogurt en formato comercial, obtenido a
partir de diferentes cepas de microorganismos, y algunas leches maternizadas
(Farid, 2003).

Suplementos alimenticios con probidticos: Son microorganismos viables, en
forma seca, incorporados en granulos o capsulas. Su distribucion se rige por

criterios de las leyes de alimentos, no de medicamentos (Farid, 2003).

Agentes Psicoterapéuticos: Son probiéticos con efecto terapéutico comprobado.
Se consideran medicamentos. Deben tener efectos terapéuticos inmediatos, ser
resistentes a los antibiéticos de uso comun, impedir la adhesion de patégenos,
presentar efectos de inmunomodulacion, competencia con las toxinas por los

receptores de éstas y competencia por los nutrientes (Farid, 2003).

1.1.5. Microorganismos empleados como probiéticos

Tabla 1. Microorganismos usados como probiéticos

Lactobacillus Bifidobacteriu  Lactococcus  Streptoco  Enteroco Bacill Otras especies
spp. m spp. spp. ccus spp.  ccus spp.
L. acidophilus B. bifidum L. lactis S. E. B. Saccharomyces
thermophi  faecium subtil  cerevisiae
lus is
L. lactis B. longum L. cremoris S. lactis E. B. Saccharomyces
faecalis coag boulardii
ulans

L. bulgaricus B. infantis L. Leuconostoc spp.

diacetylactis Saccharomyces
L. rhamnosus B. breve

GG
L. casei B. lactis
L. kefir B.
adolescentis

L. brevis
L. reuteri
L. helveticus
L. plantarum
L. johnsonii

L. salivarius

FUENTE: Guadalini, 2000.
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La seleccion de una cepa como probidtico requiere que sus efectos fisiologicos
beneficiosos sean demostrados cientificamente, que la cepa sea de origen
humano y segura para uso humano, que sea estable al acido y la bilis, y que se
adhiera a las células de la mucosa intestinal, asi como también excluya o reduzca
la presencia de agentes patégenos y colabore en la formacion de una flora normal
equilibrada. Entre los microorganismos comunmente empleados como probidticos
se encuentran las bacterias acido-lacticas, que agrupan una gran cantidad de

géneros que incluyen un considerable numero de especies (Tabla 1) (Farid, 2003).

Una caracteristica de los microorganismos considerados probioticos es que son
bacterias aisladas del tracto intestinal de un individuo saludable e introducido
nuevamente en el intestino, generalmente por medio de algun tipo de vehiculo
alimenticio. El tipo de vehiculo mas comun es el de las leches fermentadas, como
el popularmente conocido yogur, de textura cremosa caracteristica y ligero sabor
acido. Otra leche fermentada tradicional es el kéfir, originario del Caucaso,
elaborado a partir de la leche fermentada con una mezcla compleja de bacterias y
levaduras, de textura algo espesa, de sabor mas o menos acido y ligeramente

efervescente como se muestra en la Tabla 2, (Guadalini, 2000).

En general, las leches fermentadas pueden ser el resultado de una fermentacion
desarrollada con un solo tipo de microorganismo probioético y contener bacterias
vivas y diversos compuestos generados durante la fermentaciéon (Yakult®, LC1-
go®), o bien contener bacterias vivas que son agregadas durante alguna etapa del
proceso (Actimel®). Existen también presentaciones comerciales con una mezcla
de microorganismos probidticos (Protexin®, Nature Sun- shine®) (Jayamanne,
2006).
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Tabla 2. Productos tradicionales y otros mas modernos con cepas probidticas

Nombre Descripcion Cultivo
Kéfir Leche fermentada L. lactis, L. kefir, L.
efervescente acida y casei, L. acidophilus, L.
ligeramente alcohdlica bulgaricus, L. brevis, L.
cremoris, hongos
Kishk Mezcla desecada de leche S. thermophilus, L.

fermentada con cereal, bulgaricus,

algunas veces sazonada o L.plantarum, L. casei,
condimentada, que se L. brevis
reconstituye con agua, en

sopa
M’Bannick Bebida como el kéfir, con un L. lactis, L. cremoris, L.
Actimel® agradable aroma y plantarum, L. casei,
refrescante sabor hongos
Yakult® Bebida fermentada S. thermophilus, L.
condimentada, consistencia bulgaricus, L. casei
liquida,
agradable sabor
Kishk Bebida fermentada L. casei

condimentada, consistencia
liquida, agradable sabor
FUENTE: Guadalini, 2000.

1.1.6. Mecanismos de accidén

Diversas pruebas realizadas con animales y estudios in vitro han demostrado que
las cepas probidticas ejercen una accion protectora contra la adherencia, la
colonizacion, la reproduccion y la accion patdégena de agentes enteropatogenos
especificos mediante distintos mecanismos de accién que aun no han sido
completamente esclarecidos. No obstante, entre los mecanismos mas
significativos (Tabla 3) (Brook, 1999), que se han propuesto destaca la privacion a
los agentes patdégenos de los nutrientes especificos. Los nutrientes estan
presentes en cantidad limitada en el intestino; si las bacterias beneficiosas
consumen estos nutrientes necesarios para el desarrollo de agentes patégenos,

limitan asi su proliferacion (Fons, 2000; Rao Pulsani, 1981).
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Tabla 3. Principales mecanismos de accién propuestos de los probidticos

Accion Mecanismo Ejemplo
Prevencion de Ila Bloqueo de receptores L. rhamnosus GG, L.
colonizacion por especificos (adherencia) y plantarum, S. boulardii
microorganismos competencia por nutrientes.
patéogenos
Actividad Produccion de sustancias con L. rhamnosus GG, S.
microbiana accion  antimicrobiana  (H20,, boulardii

bacteriocinas, acidos grasos)
Inmunomoduladora Regulacion de la respuesta L. rhamnosus GG, L.

inmunitaria humoral y celular. acidophilus, Bifidobacterium
spp., L. reuteri
Actividad Disminucion en la actividad de S. thermophylus,
enzimatica enzimas asociadas con la Lactobacillus spp.,
sintesis de lactosas, Bifidobacterium spp.

procarcindgenos, etc.
FUENTE: Brook, 1999

También pueden llegar a producir una disminucion en la actividad enzimatica en la
concentracion de lactosa en la leche fermentada por la actividad de la lactasa
bacteriana durante la fermentacion. Los microorganismos probidticos compiten
con los patdégenos no soélo por los nutrientes sino también por el espacio fisico
(Famuralo, 1999).

Algunas bacterias pueden inhibir la adherencia de los agentes patdégenos a los
sitios receptores por un mecanismo de obstruccion estérica o de bloqueo
especifico del receptor, con lo que se produce una prevencion de la colonizacién
de microorganismos patdogenos por inhibicion competitiva en los lugares de
adhesion. Estos mecanismos han sido estudiados en un modelo que recurre al

cultivo de células intestinales humanas (Chauviére, 1992).

Por otro lado, los probiéticos producen numerosas sustancias antimicrobianas
especificas, como las bacteriocinas acidos grasos volatiles de cadena corta,
peréxido de hidrogeno y acido lactico (Bifidobacterium, Lactobacillus,
Streptococcus), por lo que se reduce el pH luminal (Fons, 2000; Rao Pulsani,
1981).
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Se considera el principal mecanismo por el cual las bacterias lacticas inhiben el
crecimiento de diferentes bacterias patdgenas como E. coli, Streptococcus y
Salmonella (Madsen, 2001).

Un reciente estudio in vitro ha demostrado que algunos probidticos producen
metabolitos que modifican directamente la permeabilidad epitelial y refuerzan la
integridad de la barrera (Madsen, 2001).

Otros estudios, tanto in vitro como in vivo, han mostrado este mecanismo y
refuerzan la hipétesis de que los probiéticos pueden restaurar una permeabilidad

epitelial perturbada y fortalecer la barrera intestinal (Czeurecka, 2000).

Meydani y colaboradores (2000) realizaron estudios en animales y en humanos,
indicando que las bacterias lacticas influyen en la modulacién inmunitaria, y a su
vez incrementan la resistencia del organismo a las enfermedades del sistema

inmunitario.

En los estudios llevados a cabo en seres humanos, la producciéon de citocina, la
actividad fagocitica, la produccion de anticuerpos y de células NK aumentan con
el consumo de yogur (Links,1994) También se ha demostrado que los probidticos
son capaces de regular la proliferacion de linfocitos in vitro (Nagafuchi y col.,
1999). Al igual que la produccion de anticuerpos especificos (Marteau, 1997) y no

especificos, tanto en humanos como en ratones (Vitini y col., 2006).

Los estudios in vitro muestran que los probidticos también fortalecen la
produccion de citocina (Pessi et al., 2000). Aunque todavia no se sabe con
exactitud el mecanismo antitumoral de los probidticos, algunos estudios (Pessi et
al., 2000) han demostrado la capacidad de cepas probidticas de producir una
disminuciéon en las actividades enzimaticas de la B-glucuronidasa y la B-

glucosidasa, asociadas con la sintesis de procarcindgenos (Spanhaak et al, 1998).
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1.1.7 Beneficios para la salud

Al uso de probidticos se le atribuyen numerosos efectos saludables, y son muchos
los trabajos que demuestran los beneficios de éstos para la salud humana (Tabla
4) (Chandan, 1999). La utilizacion de Probidticos se recomienda a cualquier
persona que quiera favorecer el equilibrio de la flora intestinal (Takahashi et al.,
1993). Los alimentos funcionales elaborados con Probidticos deben contener por
lo menos 10 millones de células viables por cada 100 ml, dosis ideal para lograr
los efectos deseados y aumentar las defensas naturales, sin embargo la dosis
dependera del microorganismo utilizado, de la forma de consumo y del efecto que
se desee obtener (Takahashi et al., 1993).

Tabla 4. Principales microorganismo probidticos y algunos de sus efectos

beneficiosos para la salud.

Microorganismo Efecto Beneficioso

L. acidophilus LC1

L. acidophilus NCFCO1748

L. acidophilus NCFM
L. jonsonni LA1

L. rhamnosus GG

L. Bulgaricus

L. casei

B. bididum

S. thermophilus

S. Boulardii

FUENTE: Saarela et al, 2000

Equilibrio flora intestinal, efecto en
sistema inmunitario.

Reduccion actividad enzimas
procancerigenas, diarrea y
constipacion.

Reduccion actividad enzimas
procancerigenas.
Inmunoestimulador, tratamiento de
gastritis y ulceras.
Inmunoestimulador, diarrea, inflamacion
del intestino.

Inmunoestimulador, absorcion de
lactosa.

Promotor del crecimiento y de la
viabilidad de probidticos.

Diarrea por rotavirus, equilibrio de la
microbiota.

Inmunoestimulador, absorcion de
lactosa.

Prevencion de diarrea y tratamiento de
colitis.
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1.2. GENERALIDADES: YOGUR, PROCESAMIENTO Y BACTERIAS
LACTICAS

1.2.1. Productos acido lacticos

Los productos lacteos preparados por medio de la fermentacién del acido lactico
(yogurt) o una combinacién de ésta y fermentacién con levaduras (ejemplo kéfir)

se denominan leches fermentadas o acidificadas (Mufioz, 2007).

Leche acidificada es el nombre del colectivo que incluye productos tales como el
yogurt, ymer, kéfir, mazada acidificada, fimjoik (leche escandinava), nata
acidificada y koumiss (un producto de leche de yegua). Este nhombre genérico
deriva del hecho de ser la leche prima que se inocula con un cultivo de fermentos
que convierte parte de la lactosa en acido lactico. En ese proceso de conversion
se producen también otras sustancias tales como el anhidrido carbodnico, acido
acético, diacetilo, acetaldehido, y algunas otras que dan a los distintos productos
sus caracteristicas de fresco sabor y aroma. Los microorganismos utilizados en la
produccion de kéfir y koumiss producen también alcohol etilico (Lopéz, 2003;
Okonkwo y Kinsella, 1969).

Los productos lacteos acidificados proceden de oriente proximo y se hicieron muy
populares en la Europa central y oriental. El primer ejemplo de leche acidificada
fue presumiblemente producido de forma accidental por ndmadas. La leche se
volvia “acida” y congelaba bajo la influencia de ciertos microorganismos. Por
suerte, las bacterias eran del tipo aciddfilo, no dafinas, en vez de ser organismos

productores de sustancias toxicas (Mufioz, 2007).

1.2.2. BACTERIAS ACIDOLACTICAS: Lactobacillus acidpohillus y
Lactobacillus bulgaricus

Las bacterias acidolacticas se encuentran sobre las plantas en la naturaleza, pero
algunas especies estan en la leche en grandes cantidades. Otras se encuentran
en los intestinos de los animales. El grupo incluye bacilos y cocos, que pueden
formar cadenas de longitud variable pero que nunca dan lugar a esporas. Las
bacterias acidolacticas son anaerobias facultativas. La mayor parte de ellas
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mueren por calentamiento a 70°C, aunque la temperatura letal para algunas es
hasta 80°C. Las bacterias acidolacticas prefieren la lactosa como fuente de
carbono (Mufioz, 2007).

La fermentan dando lugar a acido lactico. La fermentacion puede ser pura o
impura, es decir, el producto final puede ser casi exclusivamente acido lactico
(fermentacién homofermentativa), o bien otras sustancias pueden ser producidas,
tales como el acido lactico, anhidrido carbonico e hidrogeno (fermentacidn

heterofermentativa) (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.2.1. Lactobacillus: ORIGEN

Lactobacilo, Lactobacillus o bacteria del acido lactico es un género de bacterias
Gram positivas anaerobias facultativas, denominadas asi debido a que la mayoria
de sus miembros convierte lactosa y otros monosacéaridos en acido lactico. La
produccion de acido lactico hace que su ambiente sea acido, lo cual inhibe el
crecimiento de bacterias dafinas. Algunas especies de Lactobacillus son usadas
industrialmente para la produccion de yogurt y otros alimentos fermentados.
(Takahashi et al., 1993). En la Tabla 5 se muestra una relacion de las especies de
Lactobacilos mas comunmente utilizadas como probioticos en humanos. En la
actualidad una de las principales areas de investigacion en el género
Lactobacillus, se basa en la comprobacion de las propiedades probidticas que
tienen muchos de sus miembros. El descubrimiento de nuevos probidticos o
nuevas aplicaciones de los ya existentes, genera grandes expectativas para el
desarrollo en campos como la nutricién, la salud y la industria alimentaria.
(Takahashi et al. 1993).
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Tabla 5. Clasificacion cientifica de Lactobacillus

Domini Bacteria Homofermenta Heterofermenta Heterofermenta
0 tivo obligado  tivo facultativo tivo obligado
Filo: Firmicutes L. acidophilus L. casei L. fermentum
Clase: Bacilli L. crispatus L. paracasei L. reuteri

subsp. paracasei
Orden: Lactobacillale L. amylovorus L. paracasei

S subsp. tolerans
Familia: Lactobacillac L. gallinarum L. plantarum
eae
Género: Lactobacillus L. gasseri L. rhamnosus
L. johnsonii

L. helveticus
L. delbrueckii
subsp.
bulgaricus

L. salivarius
subsp.
salivarius

Fuente: Takahashi et al. 1993.

1.2.2.2. El género Lactobacillus

El género Lactobacillus esta conformado por bacilos o cocobacilos Gram positivos,
no formadores de esporas, estrictamente fermentativos, anaerobios facultativos,
con importantes requerimientos nutricionales y un contenido de G+C en su DNA
inferior al 50%. Beijerinck en 1901 propone el género Lactobacillus y Orlan-Jensen
en 1919 hace una primera clasificacion de este grupo basado en caracteristicas

morfoldgicas, de crecimiento y la utilizacion de algunos azucares (Mufoz, 2007).

Con glucosa como fuente de carbono, los Lactobacillus pueden ser
homofermentativos, cuando el producto final de su metabolismo es casi
exclusivamente acido lactico, o heterofermentativos cuando producen una mezcla
de acido lactico, CO,, etanol y/o acido acético. Esta caracteristica permitié a
Kandler y Weiss en 1986 clasificar los Lactobacillus en tres grupos (Tabla 6):
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1. Grupo A: homofermentativos obligados, solo pueden fermentar los
azucares por la via de la glucdlisis, poseen la enzima fructosa-1,6-difosfato
aldolasa, pero carecen de fosfocetolasa, por lo que no fermentan pentosas
ni gluconato.

2. Grupo B: heterofermentativos facultativos, poseen tanto fructosa-1,6-
bifosfato aldolasa como fosfocetolasa.

3. Grupo C: heterofermentativos estrictos, solo pueden fermentar las hexosas
por la via de las pentosas fosfato, también denominada via del

fosfogluconato, debido a que carecen de fructosa-1,6-difosfato aldolasa.

En 1991 Collins y colaboradores, basandose en el analisis de las relaciones
filogenéticas de acuerdo a la secuencia del gen que codifica para el 16S rRNA,
forman tres subgrupos que no difieren mucho de la primera clasificacion: grupo a
de Lactobacillus delbrueckii; grupo b de Lactobacillus casei- Pediococcus; y grupo

¢ de Leuconostoc (Takahashi et al., 1993)

La utilizaciéon de letras mayusculas para asignar los grupos segun las
caracteristicas fenotipicas y las letras minusculas para los grupos filogenéticos se
debe a Hammes and Vogel, que en 1995 propusieron una nomenclatura basada

en la combinacion de ambas propiedades (Takahashi et al., 1993).

Los Lactobacillus son habitantes normales del tracto gastrointestinal y mucosas de
mamiferos y otros animales, también se encuentran en vegetales y en alimentos
fermentados de origen animal y vegetal, en la industria alimentaria y desde
tiempos antiguos los lactobacilos han sido utilizados para la elaboracién y

conservacion de alimentos (Takahashi et al., 1993).

Se cree desde la antigledad y actualmente se ha comprobado, que algunos
Lactobacillus tienen propiedades beneficiosas para la salud resultado de su
consumo y permanencia en el tracto gastrointestinal, en algunas cepas del género
Lactobacillus se ha comprobado cientificamente dichas propiedades beneficiosas
(cepas probidticas).
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1.2.2.3. Especies de Lactobacillus

L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. delbrueckii, L. fermentum, L. gasseri, L.
Jjohnsonii, L. lactis, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L.
salivarius y Rhamnousus

1.2.2.4.Caracteristicas morfologicas

Se caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos,
aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o0 coco-bacilos
corineformas (Kandler, 1983). La pared celular de los lactobacilos, observada al
microscopio electronico es tipicamente Gram positiva y contiene peptidoglicanos
(mureinas) de varios quimiotipos, de ahi que el peptidoglicano del tipo Lisina-D-
Asparagina sea el mas ampliamente distribuido. Esta pared también contiene
polisacaridos unidos al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, pero sélo
presenta acidos teicoicos relacionados a ella en algunas especies (Knox y Wicken,
1973; citados por Bergey, 1992). También pueden apreciarse al microscopio
electrénico grandes mesosomas que caracterizan a este género (Takahashi et al.
1993).

Las colonias de Lactobacillus en medios solidos son pequeias (2-5 mm),
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Solo en

algunos casos presentan coloracion amarillenta o rojiza (Takahashi et al. 1993).

Estos bacilos se presentan comiunmente formando cadenas y en general son no
moviles, pero cuando tienen movilidad es por la presencia de flagelacion peritrica.
Son gram positivos y solo las células muertas pueden dar resultados variables a la
tincion de gram. Ademas, no esporulan y algunas cepas presentan cuerpos
bipolares que probablemente contengan polifosfato. Los grandes bacilos
homofermentativos presentan granulos internos revelados por tincion de gram o

por tincion con azul de metileno (Kandler, 1983).

Son sacaroliticos obligados. Su caracteristica principal es la de fermentar
azucares con produccién de acido lactico, pudiendo ser homofermentadores u
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heterofermentadores (Kandler, 1983). Su crecimiento se ve favorecido por la
anaerobiosis o por tensiones de oxigeno reducidas. Crecen entre 2°C y 53°C,
aunque su temperatura 6ptima es de 30 a 40°C. Son aciduricos, creciendo
optimamente a pH comprendidos entre 5.5 a 6.2. Se han descrito siete grupos
serologicos (A-G) de lactobacilos, basandose en sus determinantes antigénicos
especificos. Se han descrito mas de 102 especies y la especie tipo es

Lactobacillus delbrueckii que pertenece al grupo E (Kandler, 1983).

Los Lactobacilos se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales, carnes
y pescados. Forman parte de la flora normal de la boca, tracto intestinal y aparato
reproductor femenino humano y de muchos animales. No son considerados
patdgenos (excepto algunas especies que parecen intervenir en la caries dental).
Tienen una gran importancia industrial, pues se utilizan en diversos procesos de
fermentacion lactica (yogur, quesos...). Intervienen también, en la fabricacién de

productos derivados de los vegetales (pepinillos, aceitunas...).

Algunas especies forman colonias rugosas. Otras, como Lactobacillus confusus,
presentan colonias viscosas por excepcion. Generalmente no presentan actividad
proteolitica ni lipolitica que pueda apreciarse mediante halos claros formados en
medios solidos que contengan proteinas o grasas. Sin embargo, muchas cepas
presentan ligera actividad proteolitica debido a proteasas y peptidasas ligadas a la
pared celular o liberadas por ésta, asi como una deébil actividad lipolitica debido a

la accion de lipasas (Takahashi et al. 1993).

Normalmente no reducen los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en algunos
casos, cuando el pH esta por encima de 6,0. Los Lactobacilos no licuan la gelatina
ni digieren la caseina, aunque muchas cepas producen pequefas cantidades de
Nitrogeno soluble. Tampoco producen indol ni sulfidrico (H2S). Son catalasa
negativos, pero algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa que
descompone el perdoxido de hidrégeno. Son citocromo negativos, por la ausencia
de porfirianos; presentan una reaccion bencidina negativa (Takahashi et al. 1993).
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La produccion de pigmentos por estas bacterias es rara y cuando ocurre, éstos

pueden ser de color amarillo o naranja hacia un tono ferroso o rojizo. Su
crecimiento en medio liquido se presenta a través de éste, aunque sus células
precipitan rapidamente después que el crecimiento cesa; dando lugar a un
sedimento suave y homogéneo, sin formacién de peliculas. En raras ocasiones

este sedimento es granular o viscoso (Takahashi et al. 1993).

Los Lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes, pero
contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo
compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados y hasta sulfuro de hidrégeno

(H2S) y aminas en el queso (Takahashi et al. 1993).

Tabla 6. Caracteristicas del género Lactobacillus.

Caracteristicas Grupo |

Grupo Il Grupo I
Homofermentativos Heterofermentativos Heterofermentativos

obligados facultativos Obligados
Fermentacién - + +
de pentosas
CO, apartirde - - +
glucosa
CO, apartirde - + +
gluconato
Presencia de + + -
aldolasa
Presencia de - + -
Fosfocetolasa
L.acidophilus L.casei L. Brevis
L. delbrueckii L. curvatus L. buchneri
L.helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L.sake L. reuteri

Fuente: Kandler, 1983
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1.2.2.5. Condiciones para su desarrollo

- pH:

Los Lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 6.4
— 4.5y con uno 6ptimo de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa cuando
el pH alcanza valores desde 4 hasta 3.6 en dependencia de especies y cepas y
disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente alcalinos. Los
Lactobacilos son capaces de disminuir el pH del sustrato donde se encuentran por
debajo de 4.0 mediante la formacién de acido lactico. De esta forma evitan o al
menos disminuyen considerablemente el crecimiento de casi todos los otros
microorganismos competidores, exceptuando el de otras bacterias lacticas y el de

las levaduras (Bergey, 1992).

- Necesidades de Oxigeno:

La mayoria de las cepas de Lactobacillus son principalmente aerotolerantes; su
crecimiento 6ptimo se alcanza bajo condiciones microaerofilicas o anaerébicas y
se conoce que un incremento de la concentracion de CO; (de aproximadamente
5% o hasta el 10%) puede estimular el crecimiento, sobre todo en el caso del

crecimiento superficial sobre medios sélidos (Takahashi et al. 1993).

- Temperatura de crecimiento:

La mayor parte de los Lactobacilos son mesofilos (30 - 40°C), con un limite
superior de 40°C. Aunque su rango de temperaturas para el crecimiento oscila
entre 2 y 53°C, algunos crecen por debajo de 15°C y hay cepas que crecen por
debajo de 5°C. Otros crecen a temperaturas bajas, cercanas al punto de
congelacioén (por ejemplo, los que habitan en carnes y pescados congelados). Los
llamados Lactobacilos “termofilos” pueden tener un limite superior de temperatura
de 55°C y no crecen por debajo de 15°C. Aun no se conocen los verdaderos
Lactobacilos termofilos que crezcan por encima de 55°C (Takahashi et al. 1993).
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- Metabolismo:

En su metabolismo, los Lactobacilos pueden encontrarse en la vida anaerobia a la
aerobia. Estos microorganismos carecen de sistemas de citocromos para ejecutar
la fosforilacion oxidativa y no poseen enzimas superoxido dismutasas ni catalasas
(Kandler, 1983).

Los miembros de este género transforman la glucosa y las hexosas aldehidicas
similares, los carbohidratos que producen estos azucares simples y los alcoholes
polihidroxilicos en acido lactico por homofermentacion o bien, en acido lactico y
otros productos finales adicionales como acido acético, etanol, diéxido de carbono,
acido formico y acido succinico por heterofermentacion constituyendo al menos un
50% de los productos finales el acido lactico, el cual usualmente no es fermentado
(Kandler,1983).

Las principales vias de la fermentacion para las hexosas son: la de Embden-
Meyerhof, donde se convierte 1 mol de hexosa en 2 moles de acido lactico por
fermentacion homolactica y la via del 6-fosfogluconato, cuyo resultado es 1 mol de
CO2, 1 mol de etanol (o de acido acético) y 1 mol de &acido lactico, por

fermentacion heterolactica (Kandler, 1983).

En condiciones aerobias, la mayoria de las cepas reoxidan el NADH; utilizando el
O, como aceptor final de electrones, de modo que el Acetil-CoA no es, o al menos
no es completamente reducido a etanol. De esta manera, se forma ATP adicional
por fosforilacion a nivel de sustrato, asi como proporciones variables de acido
acético y etanol, en dependencia del suministro de Oxigeno. En cuanto a los
niveles enzimaticos, los lactobacilos heterofermentativos poseen fosfocetolasas,
pero no aldolasas, mientras que los homofermentativos poseen aldolasas, pero no

fosfocetolasas (Kandler, 1983).
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- Habitat:

Los Lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos,
productos carnicos o de pescado, agua, aguas locales, cervezas, vinos, frutas y
jugos de frutas, col y otros vegetales fermentados, ensilajes, masas agrias y
pulpas (Kandler, 1983.). Aunque también forman parte de la flora normal de la
boca, el tracto gastrointestinal y la vagina de muchos animales de temperatura
estable, incluyendo al hombre. También pueden encontrarse en habitats
secundarios como los fertilizantes de origen organico. Algunas especies
individuales se han adaptado a determinados nichos ecoldgicos, que son de hecho
sus habitats naturales, siendo muy dificil encontrarlos fuera de éstos (Kandler,
1983.).

1.2.2.6. Metabolismo de las bacterias lacticas

Los Lactobacilos tienen requerimientos para su crecimiento muy complejos.
Requieren bajos niveles de oxigeno, carbohidratos fermentables, proteinas, un
gran numero de vitaminas del complejo B, acidos grasos insaturados y minerales.
Los Lactobacilos fermentan glucosa a acido lactico en el caso de una
homofermentacion, o producen cantidades equimolares de acido lactico y CO; en

el caso de la heterofermentacién (Kandler, 1983.).

Las bacterias acido lacticas producen acidos grasos de cadena corta en diversas
cantidades como productos metabdlicos, los cuales ejercen accidn antagodnica
contra otros organismos (Kandler, 1983.). Se ha sugerido que las bacterias acido
lacticas tienen la habilidad de eliminar bacterias patdogenas al convivir
estrechamente con ellas ya que producen sustancias antimicrobianas. La mayor
parte de estas sustancias son acidos organicos, especialmente lacticos y acéticos.
Pueden producir también peroxido de hidrogeno y didoxido de carbono. Si las
bacterias acido lacticas estan metabdlicamente activas durante su paso a través
de los intestinos, es muy probable que algunas de las sustancias mencionadas se
produzcan. Algunos indicadores de esto provienen de la observacién de que
ciertas cepas probidticas reducen el pH de las heces fecales, lo que indica la
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produccion de acidos organicos. La produccion de otros componentes
antimicrobianos como diacetilo, acido piroglutamico y bacteriocinas, no es muy

comun bajo condiciones in vitro (Kandler, 1983).
1.2.2.7. Lactobacillus acidophilus

Es una bacteria del género Lactobacillus. Se usa junto con el Streptococcus
thermophilus en la produccion del yogur. Esta bacteria crece, facilmente, en
medios mucho mas acidos que los ideales para otros microorganismos (pH 4-5 o
menores) y crece en condiciones Optimas a unos 45 °C. El Lactobacillus
acidophilus crece de manera natural en una gran variedad de alimentos, incluidos

la leche, la carne, el pescado y los cereales (Quintero, 2001).

El Lactobacillus. acidophilus absorbe la lactosa y la metaboliza formando acido
lactico. Ciertas variedades genéticamente similares (conocidas como
heterofermentivas) también producen etanol, diéxido de carbono y acido acético
como subproductos (hay que resenar que el Lactobacillus acidophilus produce
exclusivamente acido lactico). Como cualquier bacteria puede ser eliminada por un
exceso de calor, humedad, o la luz solar directa. El Lactobacillus acidophilus se
considera un probidtico o bacteria beneficiosa para el hombre. Este tipo de
bacterias habitan en los intestinos (y en la vagina de los mamiferos) protegiendo a
sus poseedores del efecto nocivo de otros microorganismos. La degradacion de
nutrientes efectuada por este microorganismo produce acido lactico, peroxido de
hidrégeno y otros subproductos que crean un medio hostil para otros organismos
indeseables (Quintero, 2001).

El Lactobacillus. acidophillus consume los nutrientes de otros muchos
microorganismos entrando en competencia con ellos y controlando, por la
disminucién de nutrientes, el desarrollo desmedido de estos. Durante la digestion,
también ayuda en la produccion de niacina, acido félico y vitamina B6 (piridoxina).
Algunos estudios demuestran que el Lactobacillus acidophilus puede ayudar a la
desconjugacion y separacion de los aminoacidos por los acidos biliares, que
posteriormente pueden ser reciclados por el cuerpo (Quintero, 2001).
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1.2.2.8. Lactobacillus bulgaricus

Es un bacilo homofermentativo grampositivo, largo, no movil, el cual produce acido
D-(-) lactico. Es capaz de fermentar fructuosa, galactosa, glucosa y lactosa, pero
no asi maltosa y sacarosa. Puede crecer a temperaturas superiores a 45°C, pero
normalmente su 6ptimo entre 45°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, y presenta
metabolismo fermentativo aun en presencia de aire (Quintero, 2001). La especie
tiene requerimientos nutricionales muy complejos. Son conglomerados de
bacterias lacticas y levaduras de asociacién simbidtica estable embebidas en una
matriz de polisacaridos, cuyo tamafio varia de entre 5mm y 2.5 mm; de

consistencia elastica y de color blanco-amarillento (Kandler,1983).

Los Lactobacilos bulgaros presentan tres formas estructurales diferentes: laminar,
enrollada y convoluta; los microorganismos que las constituyen presentan una
disposicion de estratos definida. La forma laminar presenta dos superficies, una
lisa, colonizada por Lactobacilos cortos y una rugosa, en la que predominan las
levaduras; entre ambas se encuentra una porcion intermedia, donde existe una
sustitucién de bacilos cortos por levaduras. La forma de convoluta presenta tres
capas: la externa, con predominancia de Lactobacilos cortos, la media con
Lactobacilos largos rectos, Lactobacilos largos curvos y algunas levaduras y la
interna con Lactobacilos excrementus y abundantes levaduras embebidos en una

matriz cavernosa (Kandler, 1983).

La leche contiene los materiales necesarios para cubrir tales requerimientos. La
lactosa, unico carbohidrato presente en la leche en cantidades significativas,
satisface los requerimientos energéticos de la especie. La leche contiene,
ademas, en abundancia los aminoacidos indispensables para estas bacterias,
aunque no en forma libre, sino formando las proteinas. También contiene las
vitaminas y minerales que este organismo requiere. La bacteria transforma la
lactosa en acido lactico, en la formacion de pequefas cantidades de otros
metabdlicos. El acido es responsable de la formacion del coagulo, firmeza y sabor
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acido caracteristicos de yogurt. Esta acidez también inhibe el crecimiento de otras
bacterias; por ejemplo, las patogénicas Salmonella y Staphylococcus aureus y

algunos microorganismos que deterioran el producto (Quintero, 2001).

Lactobacillus bulgaricus produce ademas peroxidos de hidrogeno, bulgaricano y
otro biocida de naturaleza no proteica, los cuales también inhiben el crecimiento
de algunos microorganismos indeseables. Se ha observado que Campylobacter
Jejuni y Campylobacter coli son incapaces de sobrevivir en el yogurt; el efecto
letal de este alimento sobre estas bacterias patégenas es parcial debido al acido
lactico, pero no es el unico factor bactericida. La formacion de acido lactico por
ambas especies es a través de la via Embden-Meyerhof, con un paso terminal de
conversion de piruvato a lactato, aunque cada especie produce un enantiomero
diferente; la proporcion del isébmero L en el yogurt es 55% a 60% con respecto al
acido lactico total, y soélo este enantiomero es asimilable por los mamiferos
incluyendo al hombre, aunque no hay ninguna evidencia de que el enantidmero D

resulte téxico (Quintero, 2001).

La hidrdlisis de la lactosa por Lactobacillus bulgaricus es por medio de la B-
galactosidasa mas que por la B-fosfogalactosidasa, aunque ambas se encuentran
presentes. La porcion de galactosa puede ser fosforilada por medio de la
galactocinasa y asi metabolizarla a través de la via de Leloir; aunque este
sistema opera solamente si la galactosa es el unico azucar asimilable presente
(Quintero, 2001).

El principal componente responsable del sabor a yogurt es el acetaldehido. Este
es producido ya sea como un subproducto de la via Embden-Mayerhof (que es la
principal ruta de Streptococus salivarius ss. thermophilius), o bien a partir de
treonina (ruta preferida por Lactobacillus. bulgaricus) Ambas bacterias crecen en
la enzima alcohol deshidrogenasa, por lo cual son incapaces de transformar al

acetaldehido en etanol (Quintero, 2001).

Lactobacillus bulgaricus y S.salivarius Ss. thermophilius se estimulan mutuamente

en una relacidn protocooperativa: mientras la primera hidroliza activamente las
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proteinas, la otra le corresponde produciendo acido férmico y bidxido de carbono
los cuales son estimulantes para Lactobacillus delbruekii ss. bulgaricus; el
formaldehido es un precursor de la pruna por lo cual estimula la sintesis de ARN.
Este efecto sinérgico resulta en un incremento en el crecimiento y en la
produccion de acido lactico y de acetaldehido. También se ha sugerido que la
glicina producida por el bacilo, como un subproducto de la etapas de fermentacion,
S.salivarius ss. thermophilius crece rapidamente causando una deplecion de
oxigeno disuelto, lo cual también favorece el crecimiento del bacilo (Quintero A.,
2001).

Las condiciones de crecimiento (temperatura, pH y osmolaridad) son factores
determinantes durante la fermentacion. Reportan que temperaturas superiores de
40°C a 45°C favorecen al bacilo, mientras que temperaturas de alrededor de 31°C
permiten que el coco domine; no obstante, independientemente de la temperatura
de fermentacion, el coco siempre alcanza cuentas superiores a las del bacilo.
Ambas especies pero S.salivarius ss. thermophilius crece mejor a pH mas altos,
es decir, al principio de la fermentacion. Cuando el pH cae debajo de 5.5, L.
Bulgaricus es mas activa que el coco, y a pH a 4.2 la fermentacion es

enteramente dominada por el bacilo (Quintero, 2001).

Hacia el final de la fermentacién, la proporcién de bacilo a coco varia de 1:1 a 1:8.
Pero esta puede cambiar e incrementar mucho la proporcion de L. bulgaricus
sobre la del coco si el producto se almacena a temperaturas relativamente altas
(10°C). En un estudio realizado con yogures comerciales mexicanos, la relacion de
bacilo a coco vario entre 1:03 y 1:3 La presencia de sal y altas concentraciones de
azucar inhiben la fermentacion. A medida que se incrementa la concentracion de
azucar, se disminuye la produccion de acidez; este mismo efecto inhibitorio resulta
de un incremento equivalente de los solidos de la leche sin adicion de azucar. Una
inhibicion severa se encontré a partir de 24% de solidos totales (de leche o

azucar) (Quintero, 2001).

En cualquier caso, la unica especia afectada resulto ser Lactobacillus bulgaricus;
estudios recientes del decremento de actividad de agua (Aw) mostraron que esta
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especie es mas susceptible a la inhibiciéon por un decremento en la cantidad de
agua libre, pero también el coco se afecta; a valores de Aw ajustados con glicerol
inferiores a 0.965, Lactobacillus. bulgaricus fue incapaz de producir acido,
mientras que el coco fue capaz de acidificar el medio aun a valores de 0.943,
aunque a una velocidad significativamente mas baja a valores inferiores a 0.975;
por esto, a medida que se disminuye la Aw de la leche, la relacién coco a bacilo se
incrementa; las inhibiciones por reduccion de la Aw cuando se utilizan azucares
en lugar de glicerol resultaron mas severas, encontrandose valores de Aw

inhibitorios mas altos (Quintero, 2001).

La aplicacion de la ingenieria genética a los cultivos de yogurt se encuentra
apenas en etapas iniciales por lo que la consolidacion de estas prospectivas se

dara a mediano plazo (Quintero, 2001).
1.2.3 Necesidades generales de la produccién de leches acidificadas

La conversién de lactosa en &cido tiene un efecto conservador sobre la leche. El
bajo pH de la leche acidificada inhibe el crecimiento de las bacterias de la
putrefaccién y de otros organismos perjudiciales. De esta forma se prolonga la
vida util del producto. Por otra parte, la leche acidificada es un medio muy
favorable para levaduras y mohos que causarian olores y sabores desagradables
si se les permitiese infectar los productos lacteos (Lopéz, 2003; Okonkwo y
Kinsella, 1969).

El sistema digestivo de algunas personas carece de la enzima lactasa. Por ello, la
lactosa no sera descompuesta en el proceso digestivo en azucares mas simples.
Este tipo de personas puede consumir sélo muy pequefios volumenes de leche
normal. Sin embargo, pueden tomar productos lacteos acidificados, en los que la
lactosa ha sido ya parcialmente desdoblada por las enzimas bacterianas (Lopéz,
2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

En la producciéon de leche acidificada se deben crear las mejores condiciones
posibles para el crecimiento de cultivo de fermentos. Ello se consigue mediante
tratamiento térmico de la leche, de forma que se inhibe el desarrollo de
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microorganismos que pudiesen competir con el citado cultivo. Por otra parte, la
leche debe mantenerse a la temperatura Optima para el desarrollo del cultivo de
que se trate. Cuando se ha alcanzado el sabor y aroma deseados, la leche
acidificada debe enfriarse rapidamente con objeto de detener el proceso
fermentativo. Si el tiempo de fermentacidon es muy largo o muy corto se estropeara
el sabor del producto, asi como su consistencia (Lopéz, 2003; Okonkwo y Kinsella,
1969).

Ademas de un buen sabor y un buen aroma, la leche acidificada debe tener una
apariencia y consistencia adecuadas. Estas caracteristicas son determinadas por
medio de una adecuada eleccion de los parametros de proceso. El adecuado
tratamiento térmico y homogenizacion de la leche, algunas veces combinado con
métodos para incrementar el contenido de SNG (Sdlidos lacticos no grasos), como
en la leche destinada a yogur, son las bases esenciales para conseguir un coagulo
adecuado durante el periodo de incubacion (Lopéz, 2003; Okonkwo y Kinsella,
1969).

1.2.4 Yogurt y tipos de yogurt

El yogurt es un producto que se obtiene al fermentar la leche utilizando un cultivo
mixto formado por las bacterias Lactobacillus delbrueckii, subespecie bulgaricus, y
Streptococcus salivarius, subespecie thermophilus. Como resultado de la
fermentacion, se produce acido lactico a partir de la lactosa presente en la leche y
una serie de compuestos que le imparten al yogurt un sabor y un aroma tipicos
(Hernandez, 2005). La consistencia, sabor y aroma varia de un lugar a otro. En
algunas partes, el yogurt se produce bajo la forma de un liquido altamente viscoso,
mientras que en otros paises presenta la apariencia de un gel blanco. El yogurt
también se produce en forma congelada para postres o como una bebida. El
aroma y sabor del yogur difiere del de otros productos acidificados. Sus sustancias
aromaticas volatiles incluyen pequenas cantidades de acido acético y
acetaldehido. Existe una gran variedad de yogures que difieren entre si por varios
factores, entre ellos: el proceso de elaboracién, la adicion de saborizantes y la
forma de presentacion (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).
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El yogurt se clasifica normalmente de la forma siguiente:

o Yogurt firme (incubado y enfriado en el mismo envase Figura 1): La
leche inoculada con los microorganismos se debe empacar en los
recipientes definitivos antes de que se inicie la fermentacion. 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 (Mufioz, 2007).

Figura 1. Yogur Firme

> Llenadora de tarrinas
— " - ¢ . -
o » Camara de inoculacion

Lache prefralne
1 2 3

» Camara de enfriamiento

Yogur batido: (incubado en depdsitos y enfriado antes de su envasado
Figura 2): también conocido como yogur a granel es producido en tanques
de fermentacidén y se empaca una vez que las frutas o los saborizantes

hayan sido mezclados con el yogurt (Mufioz, 2007).

Figura 2. Yogurt batido

a) Tanque de incubacion
b) Enfriador

c) Llenadora de tarrinas

| sche "‘_."4'- ‘0"6'1‘41 2 3

o Yogurt liquido, (Similar al yogurt batido, aunque su coagulo se rompe
hasta obtener una forma liquida antes de su envasado, Figura 3): se
describe como un yogurt de menor viscosidad. Se obtiene a partir de una
leche con bajo contenido de sélidos totales (11% p/v) o mezclando iguales
cantidades de agua y yogurt, sin embargo, una desventaja de este ultimo
método es que, a veces, se separan la fase liquida y la fase sdlida (Mufioz,
2007).
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Figura 3. Yogurt Para beber

(b [

il

Lache oretrafsoy 1

. Tanque de incubacién

. Enfriador

1
2
3. Homogeneizador
4

. Maquina de llenado

» Yogurt congelado, El producto se puede preparar a partir de los yogures
convencionales firme o batido (Figura 4), aunque se precisa una mayor
concentracion de azucar y estabilizantes para mantener el coagulo durante
la congelacion y el almacenamiento; puede afadirse una pequena cantidad
de nata para mejorar la sensacion en la boca y también es posible
reemplazar los solidos lacteos por concentrado de proteinas del suero, es

incubado en tanques y congelado como un helado de crema (Munoz, 2007).

Figura 4. Yogurt Congelado

1- Tanque de incubacién.

-; 2- Congelador de baras de helado

Loche oretntece 1 2 de crema.

3- Al tunel de endurecimiento.
» Yogurt concentrado (incubado en

de ser envasado, Figura 5). consiste en una separacion cenuiiuga uer yogur
elaborado con leche desnatada para obtener una base concentrada que a
continuacion se recombina con aceite de mantequilla o nata hasta el
contenido graso final deseado. Este procedimiento se utiliza para producir
yogures “espesos y cremosos” de estilo Griego, con un contenido en
solidos totales del 24% y un contenido graso aproximado del 10Este tipo es

a veces llamado yogurt colado, o labneh (Mufioz, 2007).

Figura 5. Yogurt Concentrado

Cuttvo : 1. Tanque de incubacion.

2. Desnatadora.

- ' : !
Lache petmatade 4 2 3 3. Llenadora de tarrinas.
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> yogurt con aromas o frutas: El yogur aromatizado es muy popular,
aunque la tendencia de vuelta hacia el yogurt natural se aprecia claramente
en algunos mercados. Entre los aditivos mas comunes utilizados en el
yogurt estan las frutas y bayas en jarabe, procesadas o como purés. La
proporcion de fruta es normalmente de alrededor del 15%, del cual el 50%
es azucar (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969). La fruta se mezcla con
el yogurt antes o durante el envasado. Se puede también colocar en el
fondo del envase antes de llenarlo con yogurt. Otra alternativa es envasar la
fruta de forma separada en una “capa doble” integrarla en la copa que
constituye el envase. En ocasiones, también se aromatiza el yogurt con
diversas esencias, tales como la vainilla, café, miel, etc. También se
afiaden colorantes y azucares en forma de sacarosa, glucosa o aspartamo,
o de edulcorante dietético libre de azucar, junto con los productos

aromaticos (Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.5. Composicion quimica del yogurt

Con objeto de conseguir la consistencia deseada se anaden a veces sustancias
estabilizantes. Los aditivos aumentan el contenido en materia seca del yogurt final.
A continuacion, en la Tabla 7 se indica la composicién tipica de un yogurt de frutas
(Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

Tabla 7. Analisis quimico proximal de yogurt con frutas

Ingredientes %
Grasa 0.5-3
Lactosa 3-4.5
Solidos lacteos no grasos 11-13
(SNG)
Estabilizantes, en su caso 0.3-0.5
Fruta 12-18

Fuente: Lépez, 2003
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1.2.6. Factores que afectan la calidad del yogur

Diversos factores deben ser cuidadosamente controlados durante el proceso de
fabricacion con objeto de obtener un yogurt de alta calidad, un adecuado sabor,
aroma, viscosidad, consistencia, apariencia y libre de suero separado, con un

prolongado periodo de conservacion (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969):

Eleccion de la leche
Normalizacion de la leche
Aditivos lacteos
Desaireacion
Homogenizacion
Tratamiento térmico
Preparacién de los cultivos

NoORWNO =

Los tratamientos previos de la leche incluyen entonces toda una serie de medidas
que afectan todas ellas de forma muy importante a la calidad del producto
acabado. El tratamiento mecanico al que se somete el yogur durante su

produccion afecta también a su calidad (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.6.1. Eleccion de la leche

La leche para la produccion de yogur debe ser de la mas alta calidad. Debe tener
un bajo contenido en bacterias y sustancias que puedan impedir el desarrollo de
los cultivos tipicos del yogurt. La leche no debe contener antibioticos,
bacteriofagos, ni residuos de soluciones de limpieza o agentes desinfectantes. Por
ello, la industria lactea debe obtener la leche para la produccién de yogurt de
ganaderos seleccionados, con practicas de produccion apropiadas. Por otra parte,
dicha leche debe ser cuidadosamente analizada en la industria lactea (Lépez,
2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.6.2. Normalizacién de la leche

El contenido en grasa y en sodlidos de la leche se normaliza habitualmente de
acuerdo con las normas y principios FAO/OMS que se indican a continuacién
(Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).
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Grasa: El yogur puede tener un contenido en grasa de 0 a 10%. Sin embargo, lo
mas habitual es un contenido en grasa de 0.5-3.5%. El yogur se puede clasificar
en los siguientes grupos, segun el cddigo y principios establecidos por la
FAO/OMS (Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969):

1. Yogurt con un contenido graso minimo de 3%.
2. Yogurt parcialmente desnatado con menos del 3% de contenido de grasa
minimo pero mas del 5%.

3. Yogurt desnatado con un maximo de grasa del 0.5%.

Contenido en materia seca (MS): Segun lo establecido por la FAO/OMS, el
contenido minimo de sélidos no grasos de origen lacteo debe ser del 8.2%. El
incremento en el contenido total de materia seca (MS), especialmente de la
proporcion de caseina y proteinas del suero, dara lugar a un yogurt de mas
consistencia, reduciéndose la tendencia a la separacién del suero (Mufioz, 2007).
Los métodos mas comunes para normalizar el contenido de materia seca (MS)
son:

% Evaporacién, donde normalmente se evapora un 10-20% del volumen

de la leche.

D)

»  Adicion de leche desnatada en polvo, normalmente hasta el 3%.

0

‘0

Adicion de leche concentrada.

D)

R/
L4

Adicion de retentado de UF de leche desnatada.
1.2.6.3. Aditivos en laleche

En la produccién de yogurt se pueden anadir a la leche sustancias estabilizantes y

azucar o edulcorantes (Mufioz, 2007).

1. Azucar o edulcorantes: El disacarido sacarosa, o un monosacaridos como
la glucosa, se pueden anadir solos o0 en combinacién con frutas. Para
satisfacer a las personas a dieta, entre los cuales los diabéticos constituyen
una importante categoria, se deben utilizar edulcorantes. Un edulcorante no

tiene valor nutritivo pero proporciona el sabor dulce incluso si se afiade en
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pequefas dosis. (Hay que remarcar que un edulcorante no se puede utilizar
como conservante para la leche condensada edulcorada) (Muifoz, 2007). La
fruta normalmente contiene alrededor de un 50% de azucar, que equivale a
una determinada cantidad de edulcorante, por lo que la dulzura requerida se
puede conseguir normalmente mediante la adicion de un 12-18% de fruta
(Mufioz, 2007). Se ha de sefialar que la adiccion de demasiada cantidad de
azucar (mas del 10%) a la leche antes del periodo de inoculacién/incubacién
tiene un efecto adverso sobre las condiciones de fermentacion debido a que
cambia la presion osmética de la leche (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella,
1969).

2. Sustancias estabilizantes: Los coloides hidrdfilos tienen la propiedad
de ligar agua. Con ellos se aumenta la viscosidad del producto y contribuyen a
la prevencion de la separacidon de suero en el mismo. El tipo de estabilizante y
la proporcion en que debe ser afnadido se determinan de forma experimental
por cada fabricante. Si se utiliza un exceso de estabilizante, o éste no es el
correcto, el producto puede adquirir una consistencia dura y elastica, como de
goma (Munoz, 2007).Si se produce de forma correcta, el yogur natural no
necesita la adicion de estabilizantes, ya que se origina un gel fino y consistente
con una alta viscosidad de forma natural. Los estabilizantes se emplean en la
produccién de yogurt con frutas y pasteurizado. Los estabilizantes (0.1-0.5%)
tales como la gelatina, pectina, almidén y agar-agar son las sustancias mas
comunmente usadas (Lopez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.6.4. Desaireacion

El contenido de aire de la leche utilizada en la fabricacion de productos lacteos
acidificados debe ser tan bajo como sea posible. Sin embargo es inevitable que
tenga lugar una cierta entrada de aire en la leche si el contenido de solidos lacteos
no grasos (SNG) se aumenta mediante la adicién de leche en polvo. Si se hace
esto, la leche se ha de desarear en una etapa de proceso dedicada a este fin
(Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).
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Cuando el contenido de solidos lacteos no grasos SNG se aumenta por
evaporacion, la desaireacion es una parte de ese proceso. Mediante la
desaireacion se consiguen las siguientes ventajas (Lopez, 2003; Okonkwo y
Kinsella, 1969):

o Mejoran las condiciones de trabajo del homogenizador.

o Menos riesgo de ensuciamiento durante el tratamiento térmico.
o Estabilidad y viscosidad.

o Eliminacion de malos aromas volatiles.

1.2.6.5. Homogeneizacion

Los motivos principales de la homogenizacion de la leche que se va utilizar en la
fabricacion de productos lacteos acidificados son prevenir la separacion de la nata
durante el periodo de incubacién y asegurar una distribucién uniforme de la grasa
de la leche (Mufioz, 2007).

La estabilidad y consistencia de las leches acidificadas se ven mejoradas por la
homogenizacion, incluso en aquellos productos con bajo contenido en grasa. La
homogenizacién con el posterior calentamiento a alta temperatura, normalmente a
90 a 95°C durante alrededor de 5 minutos, tiene una muy buena influencia sobre
la viscosidad (Mufioz, 2007).

La Tabla 6 ilustra la doble influencia sobre la viscosidad de una leche acidificada
(3% de la grasa y alrededor de 8.7% de SNG) cuando se pretrata a varias
presiones de homogenizacion y temperaturas de calentamiento. La temperatura
de homogenizacion es de 60°C en todos los casos (Lépez, 2003; Okonkwo y
Kinsella, 1969).

La viscosidad de la corriente de leche homogenizada circula en paralelo a la
presion de homogenizacion independientemente de que se halla sometido a un
tratamiento térmico ordinario o no. La Tabla 8 también muestra que el tratamiento

térmico a alta temperatura hace el producto mas viscoso (Munoz, 2007).
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Como recomendaciéon general, la leche se homogeniza de 20 a 26 mpa
(megapascales) y 65 a 70°C para obtener unas propiedades fisicas éptimas en el
producto. La homogenizacion se utiliza frecuentemente incluso en la produccién

de leches acidificadas de bajo contenido en grasa (Mufoz, 2007).

Tabla 8. Influencia de la homogenizacion y el tratamiento térmico sobre la

viscosidad de una leche acidificada.

Presion a 60°C  Viscosidad=tiempo de Leche calentada a alta

MPa flujo, en segundos a temperatura
20°C leche past. (95°C/5min)
Ordinaria
(72°C/20s)
0 5.7 15.0
2.5 5.6 14.6
5.0 7.1 15.8
7.5 8.0 19.0
10-0 8.9 221
15.0 10.4 28.7
20.0 11.2 30.2
30.0 13.8 32.7

Fuente: Lopez, 2003
1.2.6.6. Tratamiento térmico

La leche que se trata térmicamente antes de proceder a la inoculacién de los

cultivos se hace con el objeto de (Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969):

s Mejorar las propiedades de la leche como sustrato para las bacterias
del cultivo industrial.
% Asegurar que el coagulo del yogur terminado sea firme

s Reducir el riesgo de separacion de suero en el producto terminado.

Se consiguen resultados 6ptimos por medio del tratamiento térmico de la leche a
90-95°C durante un tiempo de mantenimiento de unos 5 minutos. Esta
combinacién tiempo temperatura desnaturaliza alrededor del 70 al 80% de las
seroproteinas. En particular la B-lactoglobulina, que es la principal seroproteina
interactua con la k-caseina, con lo que se facilita que el yogur adquiera “cuerpo”.
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El tratamiento UHT (Procesamiento de ultra alta temperatura) y la esterilizacion de
la leche destinada o no a la produccion de leches acidificadas, tienen la misma
influencia favorable sobre la viscosidad, por razones aun no muy bien conocidas
(Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

1.2.6.7. Eleccién del fermento

Los laboratorios de fermentos actualmente utilizan técnicas avanzadas para
producir fermentos de yogurt para satisfacer requerimientos especificos de sabory
viscosidad. Algunos ejemplos de propiedades del producto final que se pueden

conseguir son: (Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).

e Alta viscosidad con bajo contenido de acetaldehido y un pH final
relativamente alto.

e Baja viscosidad y contenido de acetaldehido medio, deseable para yogurt
liquido, etc.

1.2.6.8. Preparacion del cultivo

El manejo del cultivo para la producciéon de yogurt y todas las otras leches
fermentadas requiere una higiene y precision maxima, Los métodos basicos de
preparacion de cultivo tradicional (Lépez, 2003; Okonkwo y Kinsella, 1969).EI
cultivo debe aportar a la leche las bacterias acidolacticas que son responsables
del proceso de acidificacion de esto, es necesario prestar atencién

preferentemente a la composicion y a la temperatura del cultivo (Mufioz, 2007).

1.2.6.9. Composicion del cultivo

El cultuvo para el yogur debe constar exclusivamente de las especies bacterianas

termofilas siguientes (Mufoz, 2007):

s Lactobacillus bulgaricus.

s  Streptococcus thermophilus.
No debe de contener otras especies no termdfilas, ya que, de lo contrario, sufriria
el cultivo una acidificacion demasiado intensa de la refrigeracion. Ambas especies

bacterianas, viven en el yogurt en una simbiosis (vida asociada de organismos
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distintos con beneficio mutuo) esta simbiosis exige una determinada proporcion

entre cocos y bacilos en el cultivo (Mufioz, 2007).

La relacion cuantitativa entre el Streptococcus thermophilus y el Lactobacillus

Bulgaricus debe ser de 1:1 a 2:3 aproximadamente (Mufioz, 2007).

Durante la incubacién, es decir en el curso de la acidificacion, varia dicha relacion,
para restablecerse nuevamente al final. La causa de la variacién estriba, sobre
todo, en que el Lactobacillus bulgaricus desdobla facilmente las proteinas y origina
asi el aminoacido valina. Los cocos tienen un poder de acidificacion menor que los
bacilos y mueren antes bajo la accion del acido lactico formado. Lactobacillus
bulgaricus es el principal productor del aroma. Contribuye a la hidrélisis de la
materia grasa de la leche liberando acidos grasos (por ejemplo, caprico, caprilico y
caproico) y puede producir cantidades considerables de acetaldehido (etanol). Las
temperaturas mas favorables para el desarrollo del Streptoocus thermophilus son
de 38 a 44°C, las del Lactobacillus bulgaricus, de 41 a 46 °C. Por consiguiente, la
temperaura de incubacion influye sobre la proporcion entre ambas especies
bacterianas. Lo mismo cabe decir respecto a la duraciéon de la incubacion y
cantidad sembrada (Munoz, 2007).

% La cantidad sembrada al preparar el cultivo es del 2.5 al 3%. La
temperatura de incubacién es de 42°C y la duracién de esta viene a ser de
unas 25 h.

« La incubacién debe terminarse cuando se haya alcanzado el punto
isoeléctrico y se produce, por tanto, la coagulacion.

¢ Un buen cultivo debe contener de 2 a 4 millones de germenes por ml.

» Siembra
Después de la pasteurizacién y de la concentracion, la leche se enfria de 1 a 2°C
sobre la temperatura de incubacion y se siembra con cultivo usual en la porporcion
de 2 al 3% (Munoz, 2007).

43| Pagina



[INGENIERIA EN ALIMENTOS]

1.2.7. DIAGRAMA DE PROCESO DE ELABORACION DEL YOGURT

En el esquema, se representan las etapas del proceso general para la elaboracion
de yogurt.

Materia Prima 15a16% S.T

0.5%, 3.5% Contenido
Grasa

2.6 a 6.8 KPA

85 °C X 10 min.

40 a 45°C

42 °CX3a4hr.

O
c
[=H
<
S
=)
Q,
>
o
o
-
N
S~

40 °C-45°C3a6bhr.

5°Cal 25 %

5°C

42°C a45 °C t=2 hrs 3%

1 Semana 7 °C

Esquema 1. Etapas del Proceso de elaboracion del yogurt (Hernandez, 2000)
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1.2.7.1. Descripcion del diagrama de Proceso de yogurt
» Materia Prima

El yogurt se elabora tanto con leche entera como descremada, preferible de vaca,
aunque en otros paises se empela leche de cabra, de yegua o de bufala. También,
puede utilizarse leche en polvo reconstituida. La leche debe estar libre de
antibidticos, porque su presencia inhibe el desarrollo de los microorganismos que

llevan a cabo la fermentacién (esquema 1) (Hernandez, 2000).

El contenido de sdlidos totales (ST) es vital en el proceso de elaboracién de este
producto. En general, el contenido de sodlidos totales (ST) adecuado para la
elaboracién de yogur es de 15 a 16%, entre mayor sea su contenido, mayor sera
su viscosidad. Como la leche contiene un 13% de ST en promedio, este

porcentaje debe de aumentar (Hernandez, 2000).

» Descremado

Para aumentar el contenido de sélidos totales en la leche, primero es necesario
estandarizar la cantidad de grasa. Bottazzi (1983) reporté que el contenido de la
grasa del yogurt debe estar entre el 0.5%, en el caso del descremado y el 3.5%,

en el caso del entero (Mufioz, 2007).

Es posible elaborar yogurt sin aumentar el contenido promedio de sdlidos 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 totales, existen varias opciones. Tradicionalmente, se concentraba la leche
disminuyendo su volumen en una tercera parte, por medio de la evaporacion de

agua presente en ella (Munoz, 2007).

Actualmente se prefiere agregar leche descremada en polvo u otros solidos de la
leche hasta alcanzar el contenido de los soélidos totales requerido, porque es un
proceso mas practico y barato. Otros métodos utilizados, aunque con menos
frecuencia, para aumentar el contenido de sdlidos son la ultrafiltracién y la ésmosis

inversa (Hernandez, 2000).
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» Homogenizacién

La etapa de homogeneizacion generalmente se lleva a cabo antes de la

pasteurizacion, pero puede ser realizada después. Consiste en someter la leche a

altas presiones (entre 2.6 y 6.8 KPA (kilopascales)) 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 yogur mas viscoso, mas estable y con mejores

caracteristicas organolépticas (Hernandez, 2000).

» Pasteurizacion

La pasteurizaciéon es una de las etapas mas importantes de este proceso porque:

1.

Se elimina la mayor parte de la flora contenida en la leche. La
disminucién de la flora asociada a la leche permite el crecimiento de los
microorganismos (productores del yogur) libres de competencia, con
todos los nutrimentos de la leche a su disposicion (Hernandez, 2000).
Se logra la inactivacion de enzimas que afectan las caracteristicas
organolépticas del yogur (Munoz, 2007).

Se desnaturalizan las proteinas de Ila leche. Mediante Ia
desnaturalizacion de las proteinas, se libera péptidos que contribuyen al
crecimiento de los microorganismos inoculados. Ademas, la
modificacién de la estructura de las proteinas favorece su agregacion, lo
que mejora la viscosidad del yogur y su capacidad de retencion de agua
e impide la separacion del suero de la leche (Hernandez, 2000).

Existe una gran gama de temperaturas y tiempos asociados a la
pasteurizacion de la leche, de acuerdo con el proceso de fabricacion del
yogur y el equipo disponible para realizarla. Algunos ejemplos son los
siguientes: de 80 a 85% por treinta minutos, o a 90°C por cinco minutos,
para leche procesada por lotes, entre 72 y 75 °C por dieciséis segundos,
si se utiliza equipo especializado (Hernandez, 2000).

Se debe tomar en cuenta que un calentamiento débil de la leche genera

un yogur bajo en viscosidad, mientras que un sobrecalentamiento puede
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provocar una textura granular y una tendencia a la separacion del suero
(esquema 1) (Munoz, 2007).
» El enfriamiento pospasteurizacion

Después de la pasteurizacion, la leche debe ser enfriada hasta la temperatura
necesaria para el crecimiento 6ptimo de los microorganismos, que oscila entre los
40 y 45 °C. El enfriamiento se puede llevar a cabo de dos formas (esquema 1)
(Hernandez, 2000):

s Se hace pasar la leche por un intercambiador de calor de placas.
R/

% En el mismo tanque de pasteurizadores, se hace pasar agua fria (en lugar

de caliente) por la camisa del reactor).

» Lainoculacion y la fermentacion

El cultivo iniciador se encuentra compuesto por los microorganismos
Streptococcos. thermophillus y Lactobacillus bulgaricus en una relacion 1:1, la cual
garantiza una adecuada consistencia del yogur y un agradable aroma. La manera

de aplicacion es la siguiente (Hernandez, 2000):

Para reconstituir, se preparan cultivos madre y se hacen los traspasos necesarios
de acuerdo con el volumen de yogurt producido. Para preparar el cultivo madre, se
inocula el cultivo iniciador en un matraz con leche estéril y se coloca en las

condiciones optimas de desarrollo (Hernandez, 2000).

Para “aplicacion directa”. Se adiciona el contenido de los sobres directamente a la
leche pasteurizada. El cultivo iniciador se inocula en una proporcion que oscila
entre el 1y 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 (Mufoz, 2007).

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 fermentacion depende de la temperatura de incubacion y de la

capacidad de produccién de acido lactico de los microorganismos. El proceso se
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debe detener cuando se alcanza una concentracion de acido lactico entre 0.70 y
1.1% pl/v en este rango de concentracion de acido el valor del pH se encuentra

entre 4.6y 3.7 (esquema 1) (Hernandez, 2000).

> El enfriamiento posfermentacién

Cuando se alcanza la acidez deseada, se debe detener el proceso de
fermentacion. Para detener la fermentacion, se disminuye la temperatura, porque
los microorganismos involucrados en el proceso no son capaces de crecer a
temperaturas inferiores a 10°C esquema 1; ademas a bajas temperaturas, se
suspende la actividad de las enzimas generadas por los microorganismos. La
temperatura recomendada es la de refrigeracion (5°C). El enfriamiento, a la vez

tiene un efecto positivo, pues aumenta la firmeza del gel (Hernandez, 2000).

» Laagitacion y la adicion de frutas

La adicion de frutas al yogur le confiere una mayor aceptacion por parte del
consumidor. Una vez que el yogur se encuentra frio, se debe agitar
cuidadosamente para romper el coagulo o gel, si la agitacion se realiza en forma
brusca, el yogur pierde su viscosidad. Durante esta etapa, se adiciona la fruta,
previamente preparada 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, ya que, de lo contrario, son fuente de hongos y levaduras que

contaminaran el yogur y disminuiran su vida util (esquema 1) (Hernandez, 2000).

> Envasado

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
gue no reaccione con el producto para protegerlo de alteraciones fisicas, quimicas
y de microorganismos. Después de empacado, el yogurt debe conservarse en
refrigeraciéon con el fin de aumentar su vida util, que se calcula en un mes

(esquema 1) (Hernandez, 2000).

48 |Pagina



(&

[INGENIERIA EN ALIMENTOS]

> Incubacion y refrigeracién

La leche envasada debe incubarse inmediatamente a temperaturas de 42 a 45°C
para lograr la acidificacion, la consistencia y el sabor deseados. La temperatura de
incubacion se mantendra constante para regular el proceso de acidificacion de
manera que pueda establecerse la debida proporcion entre cocos y bacilos. La
refrigeraciéon se llevara a cabo tan pronto como sea posible para que la leche no

se acidifique después en exceso pH=0.3 (Mufoz, 2007).

En 1.5-2 horas alcanzara una temperatura de 16 a 17°C. A la refrigeracién previa
sigue otra mas intensa (5-6°C) después de un almacenamiento de unas 2 horas,
durante el cual se desarrolla principalmente el aroma El yogurt puede ser expedido
a las 10-12 horas de almacenamiento a esas temperaturas (esquema 1) (Mufioz,
2007).

» Conservacion

Un yogurt bien elaborado debe conservarse durante una semana
aproximadamente, a una temperatura de +7°C, gracias al acido lactico (esquema
1) (Munoz, 2007).

1.3. FERMENTACION LACTICA
1.3.1. Fermentaciones

Las fermentaciones acontecen cuando los microorganismos durante sus procesos
metabdlicos consumen substratos organicos adecuados. Tales acciones son
fundamentales para la descomposicion de materiales naturales y, en Ultima
instancia, para el retorno al suelo y al agua de los elementos quimicos sin los que

la vida seria posible (Potter, 2007).

Las bacterias acido lacticas solo pueden obtener la energia a través de la
fermentacion de los carbohidratos; siendo la lactosa el unico azucar presente en la
leche y utilizado para este fin por los microorganismos del yogurt. El catabolismo
de la lactosa por Streptococcus thermophillus y Lactobacillus bulgaricus tiene lugar
en el interior de la célula microbiana, por lo que el paso inicial es el transporte de
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moleculas de lactosa a travez de la pared celular (Lawrence, Thomas & Terzaghi,
1976).

1.3.2. Beneficios de la fermentacion

La fermentacion tiene otras consecuencias importantes de su papel en la
conservacion de los alimentos y en la variedad de la dieta. Varios de los productos
finales de las fermentaciones, particularmente acidos y alcoholes, inhiben a los
microorganismos patdégenos que pueden contaminar a los alimentos. Los
microorganismos, al fermentar los componentes de los alimentos, obtienen

energia y se multiplican (Potter, 2007).

La segunda causa por la que los alimentos fermentados puede ser mejores desde
el punto de vista nutritivo tiene que ver con la liberacion de los nutrientes
encerrados en estructuras y células vegetales formadas por materiales
indigestibles. Esta circunstancia es especialmente importante en el caso de ciertos

granos y semillas (Potter, 2007).

1.3.3. Produccion del acido lactico

El catabolismo de la lactosa por Streptococcos thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus determina principalmente la produccion de acido lactico y, aunque el
proceso comprende muchas reacciones bioquimicas, puede simplificarse en la

siguiente ecuacion:
Lactosa + agua—— acido lactico

La importancia del acido lactico en la elaboracion del yogurt se debe a las

siguientes razones:

» Contribuye a la desestabilizacién de las micelas de caseina mediante el
paso del fosfato y de calcio de un estado coloidal (en las micelas) a una
forma soluble, que difunde en la fraccion acuosa de la leche, lo que
determina una progresiva deplecion de calcio de las micelas que conduce a
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la precipitacion de la caseina a valores de pH de 4.6 a 4.7, dando lugar a la
formacion del gel que constituye el yogurt (dyatchenko, 1971).

» El acido lactico proporcionan al yogur su sabor caracteristico, es decir de
acido pudiendo también contribuir o acentuar el sabor a nuez y/o aromatico
del producto. Las bacterias acido-lacticas poseen la enzima lactico-
deshidrogenasa (LDH), que cataliza la sintesis de lactato a partir del acido
piruvico (Garvie, 1978; Hemme, Nardi & Wahl, 1981).

» La enzima lactico-deshidrogenasa (LDH) se localiza en el citoplasma de la
célula bacteriana y, de acuerdo con garvie 1980, la actividad de esta
enzima depende, en los microorganismos de la flora del yogur, del NAD
(nicotin adenin dinucledétido) (Garvie, 1978; Hemme, Nardi & Wahl ,1981).

Durante la elaboracion del yogurt el crecimiento de Streptococcus termophilus es
mas rapido que el de Lactobacillus, por lo que se produce en primer lugar acido L
(+) lactico y a continuacion adido D (-), siendo el porcentaje entre estos isdbmeros

indicativo de los siguientes hechos:

> Si el yogurt contiene mas de un 70% de acido L (+) lactico ello indica que
ha sido inoculado con un cultivo estarter consistente principalmente en
Streptococcus thermophilus, que la fermentacién se ha desarrollado a
temperaturas inferiores a 40°C o, si el yogur contiene un 0.8% o menos de
acido lactico, que ha sido refrigerado cuando presentaba acidez baja
(Kunath & kanderl, 1980).

» Si el yogurt contiene, mas acido D (-) lactico que L (+) lactico, ello indica:
qgue ha sido incubado a una temperatura demasiado alta, es decir, de 45 °C
0 superior, que ha sido incubado durante mucho tiempo, por lo que el
producto ha alcanzado una acidez muy alta, que ha sido almacenado por
un periodo prolongado, que el indculo de estarter superior fue al 3%, o bien
que el cultivo estarter empleado contenia mas bacilos que cocos.
El yogurt contiene normalmente un 45-60% de acido L (-) lactico y un 40-45% de
acido D (-) (Puhan, Banhegyi y Flter, 1973).
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1.3.4. Produccion de los compuestos responsables del sabor

Los cultivos estarter son los principales responsables de la produccion de los
compuestos que contribuyen al aroma del yogurt, los cuales pueden ser

agrupados en cuatro categorias (Pette y Lolkema, 1950):

1. Acidos no volatiles, como el lactico, piravico, oxalico o succionico.

2. Acidos volatiles, como el férmico, acético, propidnico o butirico.

3. Compuestos con grupos carbonilo, como acetaldehido, acetona, acetoina o
deiacetilo.

4. Un grupo heterogéneo de sustancias, entre las que se incluyen algunos
aminoacidos y/u otros compuestos formados por degradacion de las

proteinas, la grasa o la lactosa por accion de la temperatura.

El aroma y el sabor del yogurt se deben basicamente a la produccién de acido
lactico y de compuestos carbonilo (Tabla 9), llegaron a la conclusién de que el
aroma era debido a la presencia de acetaldehido y otros compuestos no
identificados. Sin embargo, también observaron que la produccion de acetaldehido
era muy superior en cultivos mixtos, debido a la simbiosis establecida entre los
microorganismos del yogur, si bien Lactobacillus bulgaricus juega el papel mas

importante (Pette y Lolkema, 1950).

Tabla 9. Produccién de compuestos carbonilo (ppm) por cultivos estarter del yogur

Microorganismo Acetaldehido Acetona Acetoina Diacetilo
S. thermophilus 1.0-8-3 0.2-5.0. 1.5-7.0 0.1-13.0
L. bulgaricus 1.4-12.2 0.3-3.2 Trace-2.0 0.5-13.0
Cultivos mixtos 2.0-41.0 1.3-4.0 2.2-5.7 0.4-0.9

Fuente: Pette y Lolkema, 1950 (loc.cit).

Durante el proceso de elaboracién del yogurt, la formacion de acetaldehido se
hace presente evidente solamente en determinados valores de acidez, es decir a
pH 5.0, alcanzando el maximo a pH 4.2 y estabilizandose a pH 4.0 (Pette y
Lolkema, 1950).
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Otros compuestos posiblemente realcionados, quizas indirectamente con el

aumento de sabor caracteristico o que podrian actuar como precusores de los

principales responsables del sabor y del aroma del yogurt son (Pette y Lolkema,

1950):

1.

2.

Acidos grasos volatiles: acido acético, acido propidnico, acido Butirico,
acido Isovalérico, acido caproico, acido caprilico y acido. Caprico (Turcic,
Rasic y Canic, 1969; Dumont & Adda, 1973).

Aminoacidos: serina, acido-glutamico, prolina, valina, leucina, isoleucina y
tirosina (Groux, 1976).

Productos procedentes de la degradacion por accion del calor de
determinados constituyentes de la leche, a temperaturas de 80-90°C

durante 15-30 minutos (Viani& horman, 1976), como son:

a) Ceto-acidos (acetona, butanona, hexanona).

b) Hoidroxiacidos (v-valerolactona, §-caprolactona, §-caprilactona).

c) Micelaneos (2-heptanona, 2-nonanona, 2-undecanona, pentano).

d) Procedentes de la degradaciéon de la lactosa (fufural, furfuril-alcohol, 5-

metilfurfural, 2-pentilfurano).

Procedentes de la grasa y/ o la lactosa (alcohol bencélico, benzaldehido,
metilbenzoato).

Procedentes de la degradacion de las proteinas:

Metionina (dimetilsulfhidrico)

Valina (isobuturaldehido)

Fenilalanina (fenilacetaldehido).
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1.3.5. Rutas metabolicas y reacciones iniciadas por Streptococcus
thermophillus y Lactobacillus bulgaricus

Tabla 10. Posible origen de los compuestos responsables del aroma producidos
por S. thermophilus y L. bulgaricus durante la produccion de yogur

Constituyente Reaccion que implica la formacién de referencias

de laleche acetaldehido
Lactosa Via piruvato durante el ciclo glucolitico. Seneca,

HENDERSON AND

Via acetilfosfato o] piruvato COLLINS (1950)

decarboxilacion directa del piruvato

Valina— acealdehido + alanina White, Handler and

Treonina & acetaldehido + glicina Smith (1959)

escision de a treonina en dlicina y

acetaldehido.

Conversion de la metionina en treonina
y de esta en cetaldehido + glicina
Acido Timidina - acetaldehido + Less and jago (1977)
nucleico gliceraldehido 3-fosfato
Fuente: Less y Jago (1978)

Los ingredientes de la leche principalmente requeridos para los estater para la
produccion de acetaldehido en el yogur son: la lactosa (principalmente el resto de

glucosa) y los aminoacidos treonina y metionina (Shankar, 1977).

Otro aminoacido, la metionina puede determinar también un aumento en la
concentracion de acetaldehido en un medio de cultivo sembrado Unicamente con
Streptococus thermophilus (Tabla10) (Shankar, 1977).

1.3.6. Metabolismo proteico

Aunque los cultivos estarter del yogurt so6lo son débilmente proteoliticos
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus pueden provocar durante la
fermentacién un significativo grado de protedlisis, actividad importante por las
siguientes razones (Shankar, 1977):
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1. La protedlisis enzimatica de las proteinas de la leche determina la liberacién
de péptidos de tamafno variable y de aminoacidos libres y estos cambios
afectan a la estructura fisica del yogurt (Shankar, 1977).

2. La liberacion de aminoacidos en la leche resulta esencial para el
crecimiento de Streptococcus thermophilus (Shankar, 1977).

3. Aunque los aminoacidos y péptidos no contribuyen directamente al
desarrollo del sabor del yogurt, actian como precursores y a una multitud
de reacciones que conducen a la formaciéon de compuestos responsables
del mismo (Shankar, 1977).

1.3.7. Péptido hidrolasas de los microorganismos del yogurt

La actividad proteolitica de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus
indican que ambos microorganismos possen diversas peptidasas y proteasas. La
actividad de los primeros es superior a la de Lactobacilus bulgaricus, pero solo se
presenta una débil actividad proteasica mientras que la capacidad de Lactobacillus
bulgaricus para hidrolizar la casina confirma una actividad proteasa muy superior
en los lactobacillus. Este modelo de hidrélisis peptidica por parte de los
microrganismos del yogurt evidencia la relacion simbidtica existente entre
Streptococcus thermophilos y Lactobacillus bulgaricus. Por tanto la actividad
proteasica de Lactobacillus bulgaricus hidroliza las caseinas dando lugar a
polipéptidos que son degradados por las peptidasas de Streptoccocus hasta la

liberacién de aminoacidos constituyentes (Miller y Lander, 1967).

Los estudios sobre peptidasas de Streptococus thermophilus y Lactobacilus
bulgaricus muestran que estas enzimas pueden encontrarse ligadas a las
membranas o ser intracelulares. Sin embargo, Lactobacilus bulgaricus presenta

una proteasa extracelular (Miller y Lander, 1967).

La actividad peptidasica de los microorganismos del yogurt parece alcanzar su
maximo en las siguientes condiciones (Miller y Lander, 1967):
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. La actividad es mas intensa durante la fase logaritmica de
crecimiento.

. La fase de proteolisis disminuye durante el almacenamiento o
después de alcanzar la fase estacionaria.

. La concentracion de aminoacidos en el yogur depende de la relacion
entre Streptococus thermophilus y Lactobacilus bulgaricus en los
cultivos estarter.

. En el yogurt (tras 24 horas de incubacion) el espectro de
aminoacidos varia en funcién de la relacion coco: bacilos. A una
relacion de 1:1 el 56% de los aminoacidos corresponden a tirosina,
fenilalanina y leucina, pero para una relacién de 3:1, la prolina
representa el 7.1 % de los aminoacidos libres.

. La hidrdlisis de las proteinas del suero de la leche da lugar a
concentraciones inferiores a medida que disminuye la relacién de
Lactobacilus bulgaricus a Streptococu thermophilus.

. Los acidos grasos libres, por ejemplo el acido caprico y en menor
grado el acido oleico, pueden reducir la actividad proteolitica de los
cultivos estarter, afectando la textura del coagulo.

. Durante la elaboracién del yogurt de lactosa hidrolizada se observo
un aumento de la actividad proteolitica, debido tal vez a la presencia
de residuos de proteasas en las preparaciones de B-D-galactosidasa
(Hemme et al., 1979).

. En la leche preincubada con bacterias psicrotrofas antes de la
elaboracion del yogurt se observa un aumento de la actividad
proteolitica, pero el producto presenta aromas desagradables.

El sabor amargo del yogurt contribuye normalmente a la formacion
de péptidos amargos como consecuencia de la actividad proteolitica
de Lactobacilus bulgaricus. Si embargo, la fermentacion de la leche a
temperaturas de 44°C da lugar a un producto con menos
probabilidades de resultar amargo que los productos incubados a

temperaturas de 38°C.
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1.3.8. Productos de la protedlisis

El cambio basicamente supone un aumento en la concentracion de compuestos
nitrogenados solubles, que incluye asi mismo la liberacion de péptidos y

aminoacidos a partir de las proteinas (Miller y Lander, 1967).
1.3.9. Liberacion de aminoacidos

El cambio basicamente supone un aumento en la concentracion de compuestos
nitrogenados solubles, que incluye asi mismo la liberacion de pépidos y

aminoacidos a partir de las proteinas (Miller y Lander, 1967).

1.3.10. Compuestos nitrogenados solubles

Las distintas cepas de microorganismos del yogurt difieren en su actividad
proteolitica y las cantidades de nitrogeno dializable liberadas por Lactobacilus
bulgaricus y Streptococus thermophilus (490 y 302 mg/l) confirman que el primero
de estos microorganismos es mas proteolitico que Streptococcus thermophilus
(Miller y Lander, 1967).

1.3.11. Liberacién de aminoacidos

Lactobacilus bulgaricus presenta una actividad proteolitica superior a las de
Streptococus thermophilus, cuanto mayor es la relacidén bacilos: cocos en el cultivo
estater, mayor es la concentracion de aminacidos en el yogurt (Miller y Lander,
1967).

1.3.12. Condiciones de almacenamiento

Cuanto mayor es la temperatura de conservacion (5°C A 4°C) mayor es la

concentracion de aminoacidos libres (Ottogali et al. 1974).

1.3.13. Concentracion del acido lactico

El contenido en aminoacidos del yogur depende de la acidez titulable el producto

(yogurts con un 1.9 y un 1.72-1.73% de acido lactico presentaban concentraciones
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de aminoacidos totales de 70 y 41-50 mg/100 g respectivamente) (Ottogali et al.
1974).

1.3.14. Metabolismo lipidico

Los acigliceroles representan el 96-98% de los lipidos de la leche constituido el
resto de esta fraccion por fosfolipidos, esteroles, vitaminas liposolubles (A, D, E'Y
K), acidos grasos, ceras y escualeno. Los lipidos de la leche se encuentran
formando membranas de los mismos o bien en el suero de la leche. Los
acigliceroles presentes en la leche estan constituidos por una molécula de glicerol
esterificada en 1, 2 o 3 de sus radicales con acidos grasos (mono-di,
triacilglicéridos y triglicéridos) respectivamente. La hidrdlisis enzimatica de los
lipidos de la leche tiene lugar a nivel de los enlaces éster, rindiendo acidos grasos

libres y glicerol. Las enzimas se conocen como lipasas (Ottogali et al. 1974).

Lipasa Lipasa Lipasa

Triglicéridos____, DI-—___, Mono-—___, &cidos grasos + glicerol

Las lipasas del yogurt pueden proceder del cultivo estarter o de los
microorganismos contaminantes que resistan el tratamiento térmico de la leche.
Las lipasas propias de la leche inactivan a las temperaturas de pasteurizacion,
cualquier disminucion en el porcentaje de grasa, aumento de la concentracion de
acidos grasos (libres o esterificados) o incremento en la concentracion de acidos
grasos volatiles en el yogurt, puede atribuirse al metabolismo lipidico de los
microorganismos, incluyendo Lactobacilus bulgaricus y Streptococus thermophilus
(Deeth y Fitzgerald, 1976).

1.3.15. Contenido en grasa del yogurt

El contenido en grasa del yogurt varia segun los paises en funcion de las normas
legales establecidas para la composicién del producto o en relacidén con los tipos
de yogur, existen los siguientes tipos (Deeth y Fitzgerald, 1976):

l. <1%
.  >1y<3%
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. >3y<4%
V. >4.5%
V. Siendo mayor el grado de lipdlisis en los yogures con un elevado contenido
en grasa.
1.4. Especificaciones, garantia de la calidad y cuestiones de reglamentacion
relativas a los productos probiéticos

Las reglamentaciones de los gobiernos difieren entre paises, pero en la actualidad
no se ha establecido a nivel internacional la situacién de los probidticos como
componente de los alimentos. En su mayor parte, los probidticos se presentan en
forma de alimentos y suplementos dietéticos, porque en su mayoria se administran
oralmente como alimentos. Estos se diferencian de los medicamentos en diversos
aspectos, especialmente en lo que concierne a las declaraciones de propiedades.
En el caso de los medicamentos estan autorizadas las declaraciones de
propiedades relativas a su eficacia en el tratamiento, la mitigacion o la cura de una
enfermedad, mientras en los casos de los alimentos, los aditivos alimentarios y los
suplementos dietéticos solo pueden hacerse declaraciones de propiedades

saludables de caracter general (Adams, 1995).

Con el fin de comprender donde se ubican actualmente los productos probiéticos
en lo que respecta a los organismos de reglamentacioén, y las declaraciones de
propiedades que pueden realizarse en relacidon con su uso, se cita el siguiente
ejemplo de los Estados Unidos (Agencia de Alimentos y Medicamentos). Esta
autorizado el acceso de los consumidores a productos que se ingieren en forma
de pildoras, capsulas, comprimidos y liquidos, o que se venden en forma de

capsulas en tiendas de alimentos dietéticos o a través de Internet (Adams, 1995).

- Se entiende por “declaracion de propiedades saludables” una declaracion en la
que se describe la relacion de cualquier sustancia con una enfermedad o un
estado de salud. Esa declaracion debe basarse en un conocimiento bien
establecido y generalmente aceptado de datos de publicaciones cientificas y/o
recomendaciones de organismos sanitarios nacionales o internacionales. Por

ejemplo: “protege contra el cancer” (Adams, 1995).
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- Se entiende por ‘declaracion de propiedades estructurales/funcionales’ una
declaracion en la que se describe la funcion de un nutriente o ingrediente
alimentario que influye en la estructura o el funcionamiento del organismo
humano, o el mecanismo documentado mediante el cual un nutriente o ingrediente
alimentario actua para mantener esa estructura o funcion. Por ejemplo: ‘refuerza el
sistema inmunitario’. Las declaraciones en que se afirma que una sustancia puede
tratar, diagnosticar, curar o prevenir una enfermedad no son declaraciones de

propiedades estructurales/funcionales (Adams, 1995).

La consulta (Consulta de Expertos FAO/OMS sobre Evaluacion de las
Propiedades Saludables y Nutricionales de los Probidticos en los Alimentos,
incluida la Leche en Polvo con Bacterias Vivas del Acido Lactico, 14 de octubre de
2001) recomendd que se permitan las declaraciones relativas a la propiedad de
determinados probidticos de reducir una enfermedad, siempre que se haya
demostrado esa propiedad utilizando las directrices esbozadas en el presente

informe.

El nuevo paradigma del analisis de riesgos se esta abriendo paso en los sistemas
de reglamentacion de la inocuidad de los alimentos y se centra en una distincion
funcional entre la evaluacién de riesgos y la gestion de riesgos, basadas ambas en
criterios cientificos. Sin embargo, actualmente se considera que la cuestion de la
comunicacion es también una parte importante del analisis de riesgos. La
comunicacion incluye el intercambio entre evaluadores y gestores y una
interaccion en ambos sentidos con otras partes interesadas. Dentro de este
concepto, se hace hincapié en la transparencia del proceso de adopcién de
decisiones relativas a la accion reglamentaria en materia de inocuidad de los
alimentos, asi como en la importancia de ofrecer a los consumidores y otros
interlocutores un medio para participar en el proceso de desarrollo. Por
consiguiente, las actividades de comunicacion relacionadas con la utilizacién de
probidticos deberian considerarse parte integrante de la adopcion de iniciativas en
materia de reglamentacion (Conway, 1987).
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1.4.1. La legislacién vigente de productos probioticos

Muchos académicos, cientificos y organismos reguladores estan trabajando para
encontrar maneras de establecer una base cientifica que apoye las delegaciones
beneficiosas que se asocian a los componentes funcionales o los alimentos que
los contienen. Para que los alimentos funcionales puedan aportar todos los
beneficios posibles para la salud publica, los consumidores tienen que comprender
bien y confiar en los criterios cientificos utilizados para documentar sus efectos y

atribuciones beneficiosas (Mackay, 1999)
1.4.2. La situacion en la union europea

En primer lugar, debe tenerse en cuenta que en la actualidad, en los EU no existe
una definicién legal del término probidtico, no existe una legislacion especifica que
les sea aplicable, o la categoria mas amplia de alimentos funcionales a las que
pertenecen. Sin embargo, una serie de consideraciones legislacion horizontal se
deben tener en cuenta, por ejemplo, de la seguridad alimentaria, el etiquetado y la

informacion sobre el medicamento (Mackay, 1999).

No existe una legislacion armonizada sobre las legislaciones de salud, y por lo
tanto las cuestiones relativas a dichas legislaciones se resuelven a nivel nacional.
El reto en los Estados Miembros de la UE es conseguir, bajo el marco regulador
existente, que los mensajes que se comunican no hagan ninguna referencia a que
dichos alimentos puedan reducir el riesgo de padecer enfermedades, incluso
aunque existan pruebas cientificas que avalen dichas afirmaciones. La legislacion
europea relativa al etiquetado prohibe atribuir a los alimentos propiedades
preventivas, terapéuticas o curativas, y la referencia a dichas propiedades. En
ausencia de una Directiva relativa a legislaciones de salud, los Estados Miembros
de la UE han aplicado diferentes interpretaciones de la actual legislacion sobre
etiqguetado. A su vez, la opinidon generalizada es que las legilaciones de salud
deben estar adecuadamente corroboradas para proteger al consumidor, fomentar
el comercio justo y potenciar las investigaciones y la innovacién en la industria

alimentaria (Mackay, 1999).
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Durante la pasada década, se tomaron una serie de iniciativas, que se
comenzaron en Suecia, para facilitar el uso de las delegaciones de salud, que
incluyen la adopcién de directrices y procedimientos practicos en los diferentes
Estados Miembros de la UE, como Suecia, Paises Bajos y el Reino Unido, éste
ultimo mediante la Iniciativa Conjunta con respecto a delegaciones de Salud (Joint
Health Claims Initiative, JHCI). En la mayoria de estos paises, los expertos en
alimentacion, las autoridades, los grupos de consumidores y los cientificos se han
unido para elaborar normas que regulen la justificacion cientifica, la publicidad y la

presentacion de delegaciones de salud (Mackay, 1999).
1.4.3. La situacion en japon

Japon esta por delante del resto del mundo en este aspecto. En 1991, se
establecio el concepto de "Alimentos para Uso Especifico en la Salud” (Foods for
Specified Health Use, FOSHU). Los alimentos que se incluyan dentro de la
categoria de FOSHU deben ser autorizados por el Ministro de Salud, tras la
presentacion de pruebas exhaustivas con fundamento cientifico, que apoyen las
propiedades de dichos alimentos, cuando son consumidos como parte de una
dieta ordinaria. Cuando se solicita una licencia FOSHU al Ministerio se debe
aportarla siguiente informacién: 1) ingredientes y composiciéon del alimento, 2)
efectos beneficiosos para la salud atribuidos al alimento, Y 3) datos sobre su
seguridad (Mackay, 1999)

Una vez aprobado el alimento, se pueden indicar en la etiqueta del producto sus
efectos beneficiosos para la salud, pero no de forma exagerada ni engafosa. Los
fabricantes no pueden fomentar el consumo excesivo del alimento, ni incitar de
forma alguna al consumidor a que no reciba tratamiento médico, ni difamar a los
productos de la competencia. Japdn es el unico pais que cuenta con una
legislacion especifica para la comercializacion y rotulado de este tipo de alimentos
(Mackay, 1999).
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1.4.4. La situacion en estados unidos

En Estados Unidos se permite desde 1993 que se prueben las propiedades "que
reducen el riesgo de padecer enfermedades" en ciertos alimentos. Las
"alegaciones de salud" estan autorizadas por la Administracion para Alimentos y
Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA), siempre que existan
"evidencias cientificas publicamente disponibles y haya suficiente consenso
cientifico entre los expertos de que dichas delegaciones estan respaldadas por
pruebas". Aunque los fabricantes pueden utilizar delegaciones de salud para
comercializar sus productos, la intencion de la FDA es que el fin de dichas
delegaciones sea el beneficio de los consumidores, y que se facilite informacién
sobre habitos alimenticios saludables, que pueden ayudar a reducir el riesgo de
contraer enfermedades, como las afecciones cardiacas y el cancer. Segun la FDA,
las legislaciones pueden basarse también en "declaraciones autorizadas" de
Organismos Cientificos Federales, como los Institutos Nacionales de la Salud
(National Institutes of Health) y los Centros para la Prevencién y el Control de
Enfermedades (Centres for Disease Control and Prevention), asi como de la
Academia Nacional de las Ciencias (National Academy of Sciences). Algunas de
las “declaraciones de beneficios para la salud” autorizadas por la FDA establecen
las siguientes relaciones: 1) productos de cereales que contienen fibra, frutas y
vegetales, reducen el riesgo del Cancer; 2) frutas, vegetales y productos de
cereales que contienen fibra, particularmente fibra soluble, evitan el riesgo de
Enfermedad Cardiaca Coronaria; 3) frutas y vegetales, son beneficos en aportar
calcio y evitan el padecimiento de osteoporosis; 5) Reducen Sodio e Hipertension;
6) beneficos en acido fdlico, ayudan a evitar defectos del tubo neural (espina
bifida, o anencefalia); 7) proteina de soja, reduce del riesgo de enfermedad

cardiaca coronaria; etc (Mackay, 1999).

Una gran ayuda para la comercializacion de los alimentos y componentes
funcionales en los Estados Unidos, ha sido la aprobacion del Acta de Suplementos
Dietéticos para la Salud y Educacion (Dietary Supplement Health and Education
Act-DSHEA) de 1994. Esta legislacién permite el uso de “declaraciones de
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estructura funcién” para los suplementos dietarios sin previa autorizacion por la
FDA. Dichas declaraciones colocadas en el envase de un alimento describen
como un componente o un ingrediente alimentario afecta alguna estructura y/o
funcién determinada en un organismo (por ejemplo, “el alto contenido de fibra
favorece la regularidad intestinal”, o “el calcio favorece la formacién de huesos
fuertes”) sin relacionarlo con una enfermedad especifica. Debido a que estas
declaraciones pueden hacerse sin previa aprobacion de la FDA, muchas
empresas estan escogiendo comercializar los alimentos funcionales como
suplementos dietéticos, lo cual es un vacio legal permisible durante el tiempo que
la empresa notifica a la FDA 30 dias después de la primera comercializacion del

producto que lleva la declaracién (Mackay AD., 1999).
1.4.5 La situacion en america latina

En América Latina, el conocimiento de los alimentos funcionales es relativamente
reciente, en algunas ciudades las autoridades sanitarias reconocen legalmente las
propiedades saludables de determinados alimentos. Soélo Brasil posee una
regulacion en la que se define como funcional un componente alimenticio nutritivo
0 no, que puede producir efectos benéficos para la salud, diferentes de la nutricidon
basica cuando forman parte de una dieta normal sin ser un medicamento. La
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasilera exige demostrar la seguridad y
eficacia de dichos componentes alimenticios para legalizar su publicidad,

comercializacion y consumo Mackay, 1999).
1.4.6. Etiquetado apropiado

La consulta (Consulta de Expertos FAO/OMS sobre Evaluacién de las
Propiedades Saludables y Nutricionales de los Probidticos en los Alimentos,
incluida la Leche en Polvo con Bacterias Vivas del Acido Lactico, 14 de octubre de
2001). Con el fin de aclarar la identidad del probiético presente en alimento, se
declarara en la etiqueta la especie microbiana. Si se ha realizado un proceso de
seleccion en lo que respecta a la cepa, deberia incluirse también la identidad de
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ésta, dado que el efecto probidtico parece ser especifico de cada cepa
(Marteau,2002).

Es necesario enumerar con precision las bacterias probidticas presentes en los
productos alimenticios con el fin de incluirlas en la etiqueta. En ésta deberia
declararse la concentracion viable de cada probidtico presente al final de su

periodo de conservacion (Reid et al., 2001c).
1.4.7. Procedimientos de fabricacion y manipulacion

Para garantizar que cualquier cultivo conserve sus propiedades beneficiosas, se
debe mantener el material cultivado en condiciones apropiadas y comprobar
periodicamente la identidad y las propiedades probidticas de la cepa. Por otra
parte, se debe mantener la viabilidad y la actividad probidtica durante todo el
proceso de elaboraciéon, manipulacién y almacenamiento del producto alimenticio
que contiene el probiodtico, verificandolas cuando concluya el periodo de

conservacion (Marteau, 2002).

Deben establecerse programas adecuados de garantia de la calidad. Deben
aplicarse buenas practicas de fabricacion en la produccién de alimentos
probidticos. La Consulta recomendd que se aplicaran los Principios Generales del
Codex para la Higiene de los Alimentos y las Directrices del Codex para la
Aplicacion del HACCP (Comision del Codex Alimentarius, 1997).

Productos a base de leche en polvo

Dado que una de las finalidades de la Consulta (Consulta de Expertos FAO/OMS
sobre Evaluacion de las Propiedades Saludables y Nutricionales de los Probidticos
en los Alimentos, incluida la Leche en Polvo con Bacterias Vivas del Acido Lactico,
14 de octubre de 2001). Era examinar las propiedades saludables y nutricionales
de la leche en polvo con bacterias vivas del acido lactico, se consideré necesario
estudiar mas detenidamente esta cuestion en el presente informe. Se deberian
utilizar métodos de produccién de probidticos en polvo que permitieran mantener

un numero suficiente de baterias probidticas viables en el polvo después de la
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fabricacion, y asegurar también la retencidén/estabilidad de las propiedades

probidticas durante todo el periodo de conservacion (Rautio, 1999)

La Consulta convino en que no hay informacion adecuada sobre la estabilidad de
los probidticos en la leche en polvo y que se dispone de poca informacion sobre la
cuestion de la calidad de los probidticos después del secado por pulverizacion.
Durante el proceso de secado por pulverizacion se producen dafios en las células
y una pérdida de viabilidad del cultivo probiotico (Daemen y van der Stege, 1982;
Gardiner et al., 2000).

Por consiguiente, hace falta mejorar los métodos de secado por pulverizacién a fin
de asegurar una mayor supervivencia, incluidas la utilizacion de agentes
protectores que han demostrado potenciar la supervivencia de los lactobacilos
(Prajapati et al., 1986; Selmer-Olsen et al., 1999) y la adaptacion al medio

ambiente (Desmond et al., 2001).

La estabilidad probidtica durante el almacenamiento en forma de polvo esta
inversamente relacionada con la temperatura de almacenamiento, y se han
indicado métodos para resolver este problema. Aunque no se indica en las
publicaciones, ciertas empresas que producen cultivos matrices tienen la
tecnologia necesaria para producir bacterias del acido lactico liofilizadas, incluidos
probidticos que estan ‘estabilizados’ y por consiguiente conservan un alto grado de
viabilidad durante el secado y el almacenamiento. La incorporacion de esos
cultivos desecados en la leche en polvo podria ser el método elegido para
preparar productos a base de leche en polvo que contengan probiodticos. Sin
embargo, es necesaria una investigacion, incluidas pruebas de almacenamiento
para confirmar la viabilidad de ese proceso. Por lo que respecta a la viabilidad de
los probidticos, deberian examinarse atentamente factores como los siguientes
(Gardiner et al., 2000):

» Método de secado
* Tipo de envasado

* Dimensiones del envase
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» Condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad, etc.)
+ Calidad de la leche en polvo (referencia a la Norma)
* Procedimiento de rehidratacion

* Manipulacion del producto rehidratado

1.4.8. El mercado de los alimentos funcionales

La estimacion del tamafio del mercado no es sencilla, especialmente por no existir
un consenso global respecto a la definicion de alimentos funcionales. Es asi como
pueden encontrarse diversos estudios cuyas cifras y proyecciones varian en forma

significativa (Gardiner et al., 2000).

A principios del 2000’s se estimaba que el mercado de los alimentos funcionales
aumentaria a tasas del 15% (se proyectaba un mercado global de alimentos
funcionales que podia llegar a cifras entre US$ 28 billones y US$ 51 billones para
el 2003) mientras que el de la industria alimentaria tradicional crecia a tasas de
s6lo 1% a 3%. En una vision mas actualizada recogida por la consultora
Datamonitor, al afio 2007 la combinacién del mercado de Europa, USA y Asia
Pacifico alcanzaba los US$72,3 billones. La misma empresa proyecta una tasa de
crecimiento compuesto anual (CAGR) del 5,7% entre 2007 y 2012. Por su parte
Just-Food, otra firma especializada en mercado de la industria de alimentos,
proyecta que al 2013 el mercado global de alimentos y bebidas funcionales

alcanzara al menos del orden de los US$ 90,5 billones (Richard, 2000).

En una estimacion actualizada al afio 2007 por la empresa Datamonitor, Asia
Pacifico es el principal mercado a nivel global con una participacion del 50,6%,
seguido siempre por los Estados Unidos con un 37,7% y Europa con 11,7%
(Tabla10). Japon es el pais pionero en cuanto a innovacién en el mercado de los
productos funcionales y por lo tanto es el que marca las tendencias que
posteriormente se van a desarrollar en el resto de mercados. Por su parte Estados
Unidos representa el mercado mas dinamico y de mayor proyeccion de
crecimiento a nivel global (Richard, 2000).
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En Europa los mercados principales son: Reino Unido que es un mercado de alta
tradicidon hacia productos alimentarios de mayor valor, y que histéricamente ha
sido un mercado preocupado de temas del bienestar animal y donde productos
especiales como los organicos han tenido buen desarrollo, Francia también
participa con su tradicion gourmet y preocupada por la alta cocina, Alemania,
Espafa e Italia son los otros mercados europeos relevantes. Un mercado que
también se presenta interesado en estos productos es el de Australia que en
alimentos se ha ido sofisticando a través de los afos, en parte como producto de
su cercania a Japén, mercado de importancia para varios rubros de la produccién
australiana y que también cuenta con inversiones de ese origen en algunas
industrias (Tabla 11) (Richard,2000).

Tabla 11. Mercado de Alimentos Funcionales (US$ millones) en Estados Unidos,
Europa y Asia Pacifico 2007 — 2012

2007 2012 CAGR (%)
Estados Unidos 5 36.653 06 1
27.230
Europa 8.476 9 10.667 34 7
Asia - Pacifico 36.616 4 48.027 75 6
Total 72.323 8 95.348 05 7

Fuente: Data monitor, Functional food, drinks and ingredients: consumer attitudes
and trends (Richard, 2000).

Respecto a la participacion en el mercado de alimentos funcionales, la categoria
principal son los productos lacteos, con 40%, debido a su importancia en Japon y
Europa. La segunda categoria son los productos de panaderia y cereales, con un
35% de representacion en las ventas y que estan principalmente concentrados en
los Estados Unidos donde ha ocurrido un importante fortalecimiento del mercado

de los cereales para el desayuno (Richard, 2000).
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Las bebidas y los productos para untar representan una menor participacion que
seria del orden del 10%.Un estudio reciente sobre la tendencia de los ingredientes
funcionales realizado en el 2007 por la empresa Business Insight, analiza el
comportamiento de la participacién de alimentos funcionales en el lanzamiento de
nuevos productos alimentarios por segmento durante el periodo 2004 — 2007. En
la Figura 6 se presenta una grafica donde se aprecia que lacteos y bebidas o
refrescos son los sectores que tienen una mayor participacion porcentual de la
categoria AF entre los nuevos productos lanzados al mercado; en ambos casos
con alrededor del 2,5% (Spinosa, 2000).

Percentage of products launched in each
category that are functional, 2004-2007

3.0%

2.5%| mz004
> 0%l 2007
1.5%
1.0%
0. 5%
0.0%

Bakeary & C-::nfechanery Dairy Ready meals Snacks Soft drinks
cereals

% share of products [aunched in each
category that are funclional

Sowurce: Future Functional Ingredients

Figura 6. Porcentaje de alimentos funcionales lanzados al mercado por
categoria durante el periodo 2004 — 2007. (Spinosa, 2000).

Si bien el panorama de los alimentos funcionales es alentador, se ve oscurecido
por otra tendencia del mercado que va en sentido contrario: la busqueda de
alimentos con componentes naturales. En un reciente informe se advierte cierto

escepticismo de los consumidores hacia los productos funcionales. En este
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trabajo, la empresa registr6 un numero importante de consumidores de los paises
de Asia, Europa y Estados Unidos, que creen que los alimentos funcionales solo
sirven para que las compafiias le agreguen un precio “Premium” a sus productos
(Spinosa MR.,2000).

1.5. METODOS PARA LA AUTENTIFICACION DE ALIMENTOS.

Debido a su sensibilidad, especificidad, robustez y rapidez en comparacién con los
métodos basados en proteinas, la PCR parece ser la prueba ideal para confirmar
la identidad y cuantificar las especies presentes en los productos alimenticios de
carne, lacteos y marinos, ademas de detectar y cuantificacién de las lineas de
genes derivados de organismos genéticamente modificados (OGM). Los primeros
meétodos para la discriminacion de las especies se basaron en la hibridacién ADN-
ADN con sondas especificas. Sin embargo, mas recientemente, la amplificacion
de especies especificas de secuencias diana de ADN a través de la PCR ha
demostrado ser una técnica mas sensible y rapido. Ademas, el andlisis de
restriccion de amplificaciones resultantes ha permitido que la discriminacion sea

aun mayor (Lépez. M. et al., 2003).
1.5.1. Historiay desarrollo

Hasta mediados de los 80’s, la unica estrategia posible para aislar un gen y
obtener grandes cantidades del mismo en estado puro era el "clonado molecular"”.
Este método se basa en la introduccion de fragmentos de ADN, uno de los cuales
contendra el gen de interés, en vectores. Estos son moléculas de ADN (plasmidos
o ADN de bacteriéfagos) capaces tanto de transportar fragmentos ajenos a su
estructura original como de multiplicarlos dentro de bacterias. Si se conoce un
pequefo tramo de la secuencia de aminoacidos de una proteina cuyo gen se
desea "clonar" (multiplicar), se pueden disefiar métodos para identificar qué
bacterias llevan el vector que transporta dicho gen. Este reconocimiento también
se puede realizar si se dispone de un anticuerpo contra la proteina resultante del
gen que se desea clonar. En este caso se reconoce la bacteria portadora porque
fabrica la proteina codificada por el fragmento de interés, la cual se une
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especificamente al anticuerpo. Una vez aislado el gen no soélo resulta posible
determinar con exactitud su secuencia de bases o analizar en detalle la
informacion de la que es portador, sino que también se puede estudiar su
expresion (la manera en que dirige la sintesis de la proteina correspondiente) en
distintos organismos y tipos celulares, introducido en células en cultivo o en
animales de experimentacion, etcétera. Estas técnicas, ya clasicas, han permitido
el aislamiento y caracterizacibn de decenas de miles de genes de
microorganismos, animales y plantas, o que provocd un cambio cualitativo en la

comprensioén del funcionamiento de la célula (Sanchinandan D.et al., 2001)

En 1985, K. Mullis, un investigador de la Corporacion Cetus, inventdé un método
para lograr la multiplicacién in vitro de fragmentos definidos de ADN sin necesidad
de recurrir a los vectores y su replicacién en bacterias. Este método revolucionaria
en corto tiempo el conjunto de técnicas de la biologia molecular. Su uso se
extendié rapidamente a miles de laboratorios, no sélo de investigacién basica, sino
también de diagndstico clinico. Se trata de la reaccion en cadena de la polimerasa,
ya muy conocida como PCR, siglas provenientes del inglés Polymerase Chain
Reaction (Lépez. M. et al., 2003).

Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, en realidad, el término que se ha
impuesto) pequefas cantidades de ADN entre cientos de miles y millones de
veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta mas
de dos mil nucleétidos de longitud. El segmento de ADN que sirve de molde no
requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte de
mezclas complejas. Cuando el proceso era manual la técnica de PCR era lenta y
requeria de trabajo intensivo. Por lo tanto, los cientificos de Cetus comenzaron a

buscar las maneras de automatizar el proceso (Lopez. M. et al., 2003).

La purificacion de la polimerasa de Taq dio lugar a la necesidad de una maquina
que realizara un ciclo mas rapidamente entre diversas temperaturas. En 1985,
Cetus se asocio con la corporacion Perkin-Elmer e introdujo la DNA Termal Cycler.
De esta manera es posible mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar
el primer ciclo y la reaccidn en cadena puede llevarse a cabo mediante equipos
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automatizados que realizaran los ciclos térmicos programados (Lopez. M. et al.,
2003).

En 1989, Cetus anuncié un acuerdo de colaborar con Hoffman-LaRoche en el
desarrollo y la comercializacién de productos de diagndstico humanos in vitro y de

servicios basados en tecnologia de PCR.

En 1990, los cientificos alcanzan la primera amplificacién y deteccion simultanea
de las secuencias especificas de DNA usando un colorante fluorescente, poniendo

el fundamento para la PCR en tiempo real o PCR "cinético" (pruebas TagMan).

En 1991 Hoffmann-La Roche Inc. adquiere los derechos y las patentes mundiales
de la PCR. El Dr. Kary Mullis comparte el premio Nobel de Quimica en 1993 por

inventar la tecnologia de PCR.

La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento
particular de éste es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
cebadores o iniciadores que lo flaquean. Su copiado se logra en forma
exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se
obtienen en cuestion de horas millones de copias de la secuencia deseada del
ADN (Mullis, 2003).

1.5.2. Reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de biologia molecular altamente especifica, rapida,
sensible y versatil para detectar cantidades infimas de un cierto ADN especifico,
posibilitando su facil identificacion y prescindiendo del uso de radioisotodpicos,

indispensables antes de su invencién (Diagn, 1992).

Al principio, su inventor enfrenté dos problemas fundamentales: uno era que en
cada ciclo habia que afiadir la enzima ADN polimerasa, ya que ésta se inactiva
con las temperaturas tan altas demandadas para desnaturalizar el ADN y exponer
las bases nitrogenadas de sus nucledtidos. Otra inconveniente era que habia que

hacerlo manualmente en tres bafios mantenidos a las diferentes temperaturas
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requeridas, pasando rapidamente la muestra de un bafo al otro y luego al ultimo,

repitiendo esto varias decenas de veces (Mullis,1986).

El descubrimiento de una bacteria (Thermus aquaticus) que vive en aguas
termales junto a geissers a 75°c, la cual tiene una ADN polimerasa que funcionaba
bien a altas temperaturas (72°C) e incluso es estable a 94°c, supuso un gran
avance, ya que sélo tenia que ser afadida al principio y se mantenia activa
durante todo el proceso (Saiki RK.,1988) Esto, junto con el disefio de los
termocicladores o aparatos que consisten en un bloque que puede ser
programado para calentarse y enfriarse rapidamente en determinados tiempos,

condujo a la automatizacion total del proceso (Mullis,1986).

1.5.3. Fundamento de pcr

El fundamento se basa en la sintesis de millones de copias de un fragmento
especifico de DNA delimitado por el apareamiento de dos moléculas cebadoras
sintéticas (primers) con la molécula de DNA. La sintesis y copia del fragmento de
DNA sucede por la accién de una DNA polimerasa, que une acidos nucleicos
sintéticos a la hebra simple de la molécula de DNA (que resulta de la
desnaturalizacion de la cadena doble original), formando una cadena doble que
posteriormente sera sujeto de desnaturalizacion y plantilla de nuevas moléculas de
DNA. (Calleja, 2003).

1.5.4. Elementos que conforman la pcr primers:

Los oligonucledtidos iniciadores o primers son fragmentos complementarios que

se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del templado de ADN.

La seleccion de oligonucledtidos indicadores es muy importante en la reaccion en
cadena de la polimerasa. De este paso depende el éxito en el laboratorio. En la
Tabla 12 se muestran los criterios principales a considerar para la seleccion

adecuada de los primers (Micklos.et.al, 2003).
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Tabla 12. Caracteristicas de la PCR

Tamafno Tamano ideal: 20-25 nucle6tidos de

longitud generalmente 18-30

nucleétidos de longitud

Baseenelextremo3” ~  DebeserunaGounaC
Temperaturas de fusion (Tm) 50-65 °C
Contenido GC 40-60%
Auto complementariedad Debe ser evitada

Para minimizar la formacién de
estructuras secundarias y los dimeros

de primer

Similaridad Debe tener un 100% de apareamiento

con el molde

Fuente: Micklos.et.al, 2003.

Cuando el objetivo a amplificar es un locus, la posicion de los iniciadores debe ser
relativa a los codones de inicio y terminacion. Es recomendable que el cebador
“forward” se encuentre mas o menos a 35 pb del inicio de la secuencia que
codifica, de la misma forma el cebador “reverse” debe localizarse 35 pb después

de la region que codifica (Micklos.et.al, 2003).

Las concentraciones 6ptimas de los primers son generalmente entre 0.1 y 0.5 uM.
altas concentraciones de primer pueden promover “mispriming” y acumulacion de
producto no especifico y puede incrementar la probabilidad de generar un
templado independiente llamando dimero de primer. Los productos no especificos
y los dimeros de primers son por si mismos sustratos para PCR y compiten con el
producto deseado por encima, DNTPs y primers, resultando en un bajo
rendimiento del producto deseado. Una razén menos obvia por la que los primers
pueden contener extensiones en el extremo 5" o “mismarches” para incorporar
sitios de enzimas de restriccidon, un codon de inicio ATG, o secuencias promotoras

en la secuencia blanco. Pueden ser usados primers degenerados para extraer
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genes nuevos en base a su similitud o su secuencia de aminoacidos (Micklos.et.al,
2003).

Los primers fallan en la presencia de estructuras secundarias en el templado de
DNA. En este caso la substitucion de dGTP por 7-deazo-2" deoxiGTP ha sido muy
usada (Micklos.et.al, 2003).

Especificidad: La especificidad de los primers es en parte dependiente de su
longitud. Los primers deben ser elegidos de modo que tengan una secuencia
unica dentro del DNA que sera amplificado. Un primer disefiado con una
secuencia altamente repetida dara lugar a productos no deseados. Sin embargo,
el mismo primer puede dar una sola banda si se amplifica una sola clona de una

biblioteca genémica (Micklos.et.al, 2003).

Secuencias complementarias del primer: Los primers necesitan ser disefiados
con menos de 3 pares de bases de homologia entre ellos. Si un primer tiene tal
region de homologia se formaran estructuras parciales de doble cadena que
interferiran con el alineamiento. Si la homologia ocurre en el extremo de 3" de
cualquier primer, ocurrira la formacién de dimeros de primer que, a menudo,
prevendra la formacion del producto deseado por competicion (Micklos.et.al,
2003).

Contenido de g/c: La composicion base de los primers debe estar entre el 45% y
el 55% de GC. La secuencia de los primers debe ser elegida de tal forma que no
haya regiones de poliG o de poliC que puedan promover el reconocimiento no
especifico. Las regiones poliA y poliT deben también ser evitados ya que
interfieren con el complejo del primer-templado. Esto puede bajar la eficacia de la
amplificacion. El primer tendra un contenido de G/C del 50% y 20 bases de largo.
Esto pondra la Tm en la gama de 56°C-62°C (Micklos.et.al, 2003).

Secuencia de los extemos 3": Es establecido que la posicién terminal 3" en
primers de PCR es esencial para el control del “mispriming”. La inclusién de un
residuo de G o de C en el extremo 3" de los primers ayuda a asegurar el correcto
enlace en el extremo terminal 3" debido al enlace de hidrogeno mas fuerte de los
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residuos G/C. También ayuda a mejorar la eficacia de la reaccién reduciendo al

minimo la respiracién que pudo ocurrir (Micklos.et.al, 2003).

Temperatura de asociacion: La temperatura de asociacion de los primers es uno
de los factores mas determinantes de la reaccion. Se recomienda que se emplee
como temperatura de asociacién la temperatura de fusion -5°C, aproximadamente.
Existen muchos métodos para calcular la temperatura de fusion, pero siempre,
después de efectuado el calculo es necesario ir al laboratorio y ensayar con
diferentes temperaturas de asociacién cercanas a la temperatura de fusion para

determinar la temperatura éptima para cada reaccion (Micklos.et.al, 2003).
1.5.5. Calculo de la temperatura de fusion (TM)

Existen muchos métodos para estimar el valor de la temperatura de fusion. Para
secuencias de 20 bp o menos, existe la siguiente aproximacion (Micklos.et.al,
2003):

Tm=2°C(A+T)+4°C (G+C)
Donde:

A se refiere al nUmero de adenina

T se refiere al numero de Tiamina

G se refiere al numero de Guanina

C se refiere al numero de Citocina

Donde se asume una concentracion de sal de 0.9M, tipica de "dot blot" y otros
ensayos de hibridizacién. A continuacion tenemos otra expresién para el calculo

de Tm
Tm=81.5+0.41 (%GC) - 500/L + 16.6 log[M]
Donde:

L se refiere a la longitud del oligonucleétido.
[M] es la concentracion de cationes monovalentes.
Esta férmula es unicamente aplicable a secuencias polinucleotidicas largas.
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El método mas preciso para estimar la Tm de oligornucleétidos esta basado en el

analisis termodinamico del proceso de fusién del cual se puede mostrar que,

oo B
"OAT+ Rinl )
Los cambios en la entalpia (AH) y la entropia (AS) de la formacion del duplex se

- 27315

calculan a partir de parametros termodinamicos de vecindades. R es la constante
molar de los gases (1.987 cal.K-1mol-1), y C es la concentracion molar del
oligonucledtido. Se puede adicionar un segundo término a la ecuacion anterior
para tener en cuenta el efecto estabilizante de la sal sobre el duplex (Walter J. Et

al., 2006): o

T o= —27315+12.0log] Na*]
AT+ RIn( )

Los efectos de Na+ y K+ son equivalentes dentro de los margenes del error
experimental.
1.5.6. Programas de disefio de primers

Existen programas disponibles en la red que ayudan al disefio de primers. Por

ejemplo:

e http://frodo.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer3/primer3 www.cqi

e http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html

Templado: Una de las caracteristicas mas atractivas de la PCR es que la cantidad
y calidad de la muestra de DNA sujeta a amplificacion no necesita ser alta. Una
sola célula o un lisado celular crudo o especimenes con una longitud promedio de
unos pocos cientos de pares de bases son usualmente adecuadas para una
amplificacion exitosa. El criterio esencial es que la muestra contenga al menos una
cadena de DNA intacta que abarque la regiéon que va a ser amplificada y que las
impurezas sean suficientemente diluidas como para no inhibir la polimerizacion
(Walter et al., 2006).

DNA polimerasa termoestable: La enzima polimerasa se encarga de unir

nuclétotidos los DNTP’s a la cadena complementaria a partir del cebador,
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formando una nueva cadena doble de DNA a partid de una cadena sencilla. Sélo
pueden utilizarse polimerasas que sean capaces de actuar a las altas
temperaturas empleadas en la reaccién. En la actualidad la mayoria de las
polimerasas que se suministran comercialmente son versiones recombinantes e
incluso mejoradas por ingenieria genética. Dos enzimas de uso muy extendido son
la ADN polimerasa Taq, proveniente de la bacteria termofilica thermus aquaticus
(Saiki,1988) y la venta de la bacteria thermococcus litorali. Sus temperaturas
oOptimas de catalisis oscilan alrededor de los 72°C, temperatura a la cual
incorporan aproximadamente 100 nucleétidos por segundo, siendo estables a

altas temperaturas, incluso por encima de 92°C (Cariello, 1991).

Un rango de concentracion recomendado para Taq polimerasa (Perkin-Elmer
CETUR) es entre 1y 2.5 unidades (SA = 20 unidades/pmol) por 100 ul de reaccion
cuando los otros parametros son 6ptimos. Sin embargo, los requerimientos de
enzima pueden variar con respecto a la secuencia blanco o los primers. Cuando
se optimiza un PCR, se recomienda probar rangos de concentracion de enzima de
0.5 a 5 unidades/100 pl. Si la concentracidn de la enzima es muy alta se acumulan
productos no especificos, y si es muy baja se formara una cantidad insuficiente del
producto deseado (Tabla 13) (Walter et al., 2006).

Tabla 13. Caracteristicas de algunas polimerasas termoestables de DNA.

Enzima Eficiencia Tasade Procesividad® Tasa de 3’ab’ 5"ad3

relativa® error® Extension exo exo

d

‘TagPol 88  2x10* 55 75 No  Si |
Tli Pol 70 4x10° 7 67 Si No
(Vent)

Pful Pol 60 7x107 n.d n.d Si No
Ruth n.d n.d 30 60 no Si

Fuente: Cariello NF, 1991
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a Porcentaje de conversion de templado a producto por ciclo.

b Frecuencia de error por pares de bases incorporadas.

¢ Numero promedio de nucledtidos adicionados antes de la disociacion.

d Numero promedio de nucléotidos adicionados por segundo.

n.d. = no determinado

Concentracién de magnesio: Tanto el ibn magnesio como el manganeso tienen
una funcion critica en la reaccion, requiriéndose a una concentracién que oscila
regularmente entre 0.5 y 2.5 mM. La concentracion de MgCl, debe optimizarse
para cada ensayo en particular, ya que puede terne efecto tanto en la
especificidad como en el rendimiento de la reaccion. En general, concentraciones
insuficientes de Mg*? dan lugar a bajo rendimiento, mientras que en exceso se
obtienen amplificaciones inespecificas. Es benéfico optimizar la concentracion del
idbn magnesio, ya que afecta: el alineamiento de los primers, la temperatura de
disociacion de las cadenas, tanto del templado como del producto de PCR, la
especificidad del producto, la formacion de dimeros de primer y la actividad y
fidelidad de la enzima. La Taq polimerasa requiere magnesio libre en la unién con
el templado, los primers y los dNTPs. Los PCR deben contener 0.5 a 2.5 mM de
magnesio sobre el total de la concentracion de dNTP. La presencia de EDTA u
otros quelantes en el stock del primer o del templado puede alterar la

concentracion 6ptima aparente de magnesio (Walter et al, 2006).

Un tampon tris-HCL: Un buffer recomendado para PCR es de 10-50 mM de Tris-
HCI (pH entre 8.3 -8.8). Tris es un buffer iénico bipolar que tiene un pKa de 8.3 a
20°C y un pKa de -0.021/°C sin embargo el verdadero pH de un buffer de 20mM
de Tris (pH 8.3 a 20°C) varia entre 7.8 y 6.8 durante las condiciones tipicas del
termociclador. Hasta 50 mM de KCI puede ser incluido en la mezcla de reaccién
para facilitar el alineamiento de los primers. NaCl a 50 mM o KCI arriba de 50 mM
inhibe la actividad de la Taq polimerasa. La gelatina o la albumina bovina (100
pug/ml) y detergentes no i6nicos como el tween 20 o laureth 12 (0.05 a 0.1%) son
incluidos para ayudar a estabilizar la enzima, sin embargo muchos protocolos

trabajan bien sin estos componentes (Walter et al., 2006).
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Desoxirribonucledsidos trisfosfatados (dNTPs): Los cuatro dNTPs (dATP,
dTTP,Dctp y Dgtp (Fig. 7); distinguibles por sus bases nitrogenadas) son los

ladrillos con los que se construyen las nuevas cadenas de ADN (Walter et al.,

akaedd

Guanina. Adanina.

Figura 7. Bases nitrogenadas. Estos componentes de los nucléotidos son la clave de
la especificidad del apareo de las cadenas del ADN, apareandose siempre una purina

con una pirimidina (Walter et al., 2006).

La variacion en su concentracion afecta la especificidad y fidelidad de la reaccion.
Concentraciones altas de los mismos hacen disminuir la fidelidad con la que la
polimerasa efectia su trabajo, e incluso pueden llegar a inhibir su actividad.
También afecta a la fidelidad de la reaccion el uso de concentraciones
desbalanceadas de estos cuatro ingredientes, siendo las concentraciones usuales

en la mayoria de los casos, entre 0.2 a 1 Mm (Walter et al., 2006).

Los DNTPs pueden captar iones de magnesio por lo que las concentraciones de
ambos componentes deben guardar siempre la misma relacion, aconsejandose
que la concentraciéon de Mg*? sea 0.5 a 1 mM superior a la concentracién de los
DNTPs (Walter J. Et al., 2006).

DNA: La cantidad de DNA molde puede ser tan sélo 1 ng en el caso de material
genético clonado (en virus o plasmidos) o un minimo de 20 ng, cuando se utiliza
ADN gendmico proveniente de células eucariotas. De hecho, como se ha
mencionado arriba, el molde puede ser también ARN que sea previamente
transformado en ADNc mediante transcripcidn reversa. Hay muchas formas

posibles de preparar el molde para PCR (Walter et al., 2006).
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En general, no es necesario purificar el molde porque la reaccién puede tolerar la
presencia de impurezas, pero hay que tner mucho cuidado de eliminar, lo mas

posible, la presencia de inhibidores de la polimerasa (Walter et al., 2006).

1.5.7. ETAPAS DE LA PCR

Desnaturalizacion: El sustrato de la enzima de la PCR es el ADN de simple
cadena que actua como molde para la sintesis de su nueva cadena
complementaria. Mediante un calentamiento a 94°C, el ADN de la doble cadena

logra que sus cadenas se separen o desnaturalicen (Fig. 8) (Walter et al., 2006).

Figura 8. Desnaturalizacion del ADN. Los puentes se rompen dejando al ADN en
forma de cadena sencilla, permitiendo asi exponer las diferentes bases
nitrogenadas para la hibridacion con los oligonucleétidos cebadores (Walter et al.,
2006).

Esta es una etapa critica, ya que es muy importante que el ADN molde se
desnaturalice completamente, lo que se consigue a temperaturas de 94°C, durante
por lo menos un minuto. Si la muestra tiene alto contenido de G+C, se recomienda

aumentar de preferencia el tiempo (Walter et al., 2006).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad de la enzima decrece de
manera muy rapida a partir de los 95°C (vida media a 92.5°C = 2h, a 95°C=4 MIN
Y A 97.5°C= 5 min), por lo que a estas temperaturas o superiores es aconsejable
disminuir el tiempo de incubacion. En la practica se suele empezar con un periodo
de desnaturalizacion prolongado (cinco minutos a 94°c), para asegurarse que la
desnaturalizacion se lleve a cabo a lo largo de toda la molécula del ADN (Walter et
al., 2006).
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Alineamiento: La enzima, como todas las ADN polimerasas, necesita del grupo
OH" libre en el extremo 3" del iniciador ya apareado al sitio blanco de la
amplificacion, a partir de donde iniciar la sintesis. Este punto constituye el sitio de

crecimiento de la cadena complementaria al molde (Figura 9). (Walter et al., 2006).

Mientras que un cebador (referido como el 5" o sentido) es complementario a la
secuencia del extremo 5" de la regién del ADN molde a amplificar, el otro es al

extremo 3 de la misma, pero en la cadena opuesta (Walter et al., 2006).

El alineamiento especifico de ambos cebadores se produce a una temperatura
determinada por composicién de bases y oscila entre 40 y 72°C. Ambas cadenas
originales del ADN sirven simultaneamente como moldes para sintetizas sus

respectivas cadenas complementarias nuevas (Walter et al., 2006).

- =
Aa- B o
L={ - F .- [-T4 r
» arrtie-a rel o o.
= >
=3 &

Cadena rmaicls arwiesnricdo.

Figura 9. Inicio de la reaccion de la PCR. Los cebadores complementarios que
flaguean al sitio a amplificar se enlazan formando puentes de hidrégeno. De esta
manera la polimerasa puede comenzar a extenderlos para copiar ambas hebras
(Walter et al., 2006).

Extensidn: Con el ADN molde de cadena sencilla, excepto en los sitios donde los
iniciadores se aparean, la polimerasa empieza a copiar la hebra, incorporando
desoxirribonucledsidos monofosfatos en direccion 5° — 3°. Esta etapa debe
realizarse a una temperatura alta, que es la que coincide con la maxima actividad
de la polimerasa (72°C) para evitar alineamientos inespecificos de los iniciadores
(Figura 10) (Walter et al., 2006).

El tiempo de extension depende del tamano de la amplificacion, debiendo estimar

1 min. Para alargar 1000 nucleétidos. Es comun que al finalizar todos los ciclos se
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realice un ultimo alargamiento por 5 min a 72 °C, para asegurarse que todos los
productos de amplificacion estén completamente terminados y tengan, por ende,

exactamente la misma longitud (Walter et al., 2006).

Figura 10. Progreso de la reaccion de la PCR. A la temperatura 6ptima de la
ADN polimerasa Taq (72°C), la enzima agrega los dNTPs a partir del 5’hasta el
extremo 3" (Walter et al., 2006).

1.5.8 Funcionamiento de la PCR

La reaccion consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos
conformados cada uno de tres pasos: el primero consiste en la ruptura de los
puentes de hidrégeno del ADN para desnaturalizarlo, para lo que se incuba a una
temperatura de alrededor de 95°C, por un minuto. Este paso expone las bases
nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo ocurre la hibridacion de las cadenas
desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados cebadores o iniciadores
(ADN sintético de hebra sencilla, Fig. 11), a una temperatura que facilita el
apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de
ADNS. Esta temperatura depende de la temperatura de fusion Tm de los
iniciadores, lo cual puede calcularse mediante una formula, pero generalmente
oscila entre 50 y 60 °C. El tercer paso se efectua a 72°C, temperatura a la cual la
polimerasa extiende la longitud de los cebadores, anadiendo los diferentes
nucledtidos libres en el orden que le va dictando la secuencia de nucledtidos de la
cadena que actua como molde (Baumforth, 1999).
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Primer aiclo

- Desnaturalizacion del ADN

Aimeamenta de los oligas

Se sintetizan dos frrgmentos un poco mas
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tamana espeado obtenidos en el odo 2 largos sobre b cadena de ADN

Figura 11. Funcionamiento de PCR Fuente Parkes H. 2003
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1.5.9. Naturaleza exponencial de los ciclos

Al final del primer ciclo, ambas hebras de una molécula bicatenaria de ADN a las
que se les hayan apareado los iniciadores han sido copiadas para generar dos
nuevas cadenas bicatenarias. Cuando se repite por segunda ocasién el ciclo de
tres pasos, las dos moléculas del primer ciclo se copian para producir ahora cuatro
moléculas. El tercer ciclo genera ocho moléculas. En teoria, 20 ciclos produciran
aproximadamente un millon de copias de la molécula molde de ADN, y 30 ciclos

generaran alrededor de mil millones de copias de ésta (Baumforth, 1999)

Pero en la practica, el proceso no es tan eficiente. El numero de ciclos que se
utiliza adquiere gran relevancia a la hora de optimizar una PCR. Este numero
depende de la cantidad de ADN que existe en la muestra una vez que el resto de
factores han sido optimizados (normalmente de manera empirica) (Baumforth,
1999). Es importante evitar un niumero alto de ciclos, ya que pueden dar lugar a la
amplificacion de productos no deseados originados por hibridaciones inespecificas
(Figura 12) (Baumforth, 1999).

Hay que tener en cuenta que la enzima sufre el efecto meseta que describe la
atenuacién en la tasa de la acumulacion del producto, reflejandose esto en que
después de un numero determinado de ciclos la amplificacion deja de comportarse
de manera exponencial, volviéndose aritmética, y finalmente llega a una fase
estacionaria. Afortunadamente, cuando el efecto meseta se presenta, la cantidad

de ADN sintetizado es suficiente para su posterior utilizacion (Baumforth, 1999).

Figura 12. Conclusion de la PCR. Tedricamente entre mas ciclos de reaccion
integren el programa de amplificacion, mas productos idénticos se generaran. Pero
al aumentar los ciclos también se aumenta proporcionalmente la posibilidad de
agregar errores en las nuevas secuencias (Baumforth, 1999).
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1.5.10. Ventajas y desventajas de la PCR
Ventajas

» Conocimiento y manejo de la técnica en la mayoria de los laboratorios.

» No se requiere tanta cantidad de DNA como en la técnica anterior.

» La produccién de productos de PCR (secuencias de ADNA amplificadas)
aumenta de manera exponencial, hasta alcanzar una meseta entre los
ciclos de amplificacion 30 y 40, debido fundamentalmente a que algunos de
los componentes de la reaccidon son limitantes.

» Los puntos de la PCR se miden en distintos puntos de la reaccion en
cadena, y las concentraciones obtenidas se representan en funcion de la

cantidad.

Desventajas

e Laboriosa
e Requiere mucho tiempo
e Marcaje de la sonda

e Se requieren grandes cantidades de muestra de ADN

1.5.11. Aplicaciones de la PCR en trazabilidad alimentaria

Durante la realizacion del presente informe se consideré oportuno dedicar una
seccion independiente al conjunto de posibles aplicaciones de la técnica PCR en
la trazabilidad alimentaria, ya que su flexibilidad y mayor complejidad requiere un

analisis mas detallado (Baumforth, 1999).
Deteccidén de transgénicos

La deteccion de OMGs mediante la identificacion de secuencias de ADN
transgénicas, es un método mas rapido y especifico, aunque mas costoso y
complicado. La técnica de PCR es un método muy sensible para la deteccion de

alimentos transgénicos, ya que puede localizarse especificamente cualquier gen
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de secuencia conocida. En los alimentos transgénicos hay secuencias exdgenas,
es decir, introducidas para producir el OMG, que corresponden bien a un
promotor, al gen de interés y/o a un terminador. Cualquiera de estas tres
secuencias se puede usar como marcador en la deteccidon de alimentos

transgénicos (Baumforth, 1999).

La estrategia a seguir cuando se pretende realizar un analisis de un alimento
supuestamente transgénico, comienza generalmente por la realizacion de un
estudio de “screening” o cribado, este consiste en la busqueda del promotor
(p35S) o terminador (NOS) utilizados con mayor frecuencia en transgénicos, sin

necesidad de conocer la secuencia especifica del gen introducido (Barrera, 1992)
Identificacion de especies (autentificacion)

Otra aplicacién basada en la técnica PCR consiste en la identificacion de especies
animales o vegetales en alimentos, mediante la identificacion de material genético
especifico de cada especie (especie-especifico): Este método permite confirmar la
presencia de ADN de una u otra especie en una muestra de alimentos, y se lleva a
cabo realizando tantas PCRs selectivas (ADN porcino, ADN bovino, etc.) como se
considere conveniente. Las PCRs selectivas que no den resultado en la
amplificacion y posterior electroforesis indicaran ausencia de material genético de
dicha especie, mientras que la obtencion de fragmentos amplificados revelara la
presencia de la especie correspondiente. Una vez llevado a cabo el analisis por
PCR, los presuntos positivos son usualmente confirmados mediante una
verificacion que puede ser llevada a cabo, por ejemplo con deteccién colorimétrica

a través de marcadores especificos (Beishir, 1991).

Al ser una técnica muy sensible, existe un riesgo alto de falsos positivos debido a
la contaminacién. Para evitar que esto suceda, aparte de utilizar controles en
todos los analisis deben existir en el laboratorio zonas aisladas para la realizacion
de las distintas etapas del analisis, asi como en la preparacion de los distintos
reactivos (Beishir, 1991).
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CAPITULO 2: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

CUADRQ METODOLOGICO
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Problema

Identificar la presencia del género Lactobacillus spp en yogurts
comerciales, mediante la aplicacion de la técnica de PCR directo.

Objetivo general:

Identificacion de Lactobacillus spp en yogurts comerciales que declaran
estar elaborados unicamente con bacterias lacticas mediante la aplicacion
de PCR directo.

Objetivo Particular 1:

Analizar la secuencia de DNA en la regidon del gen 16S rRNA, 16S-23S
rRNA del género Lactobacillus spp por medio de programas
bioinformaticos para la seleccion de primers que delimitaran la zona diana.

Objetivo Particular 2:

Aislamiento de Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, mediante el empleo de técnicas microbioldgicas.

Objetivo Particular 3:

Extracciéon y cuantificacion de DNA de Lactobacillus acidophullus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus para utilizarlos como controles
positivos en el estudio.

Objetivo Particular 4:

Aplicar PCR directa y electroforesis a los controles positivos y a todas las
muestras de yogurs comerciales recolectados para la presencia de
Lactobacillus spp.
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2.1. Materiales, equipos, reactivos
2.1.1. Material Bioldgico

a) Muestras comerciales de yoqur

Las muestras fueron obtenidas en diferentes supermercados. En total se
consiguieron 10 muestras las cuales declaraban en el etiquetado contener
exclusivamente Lactobacillos. A continuacion en la Tabla 14 se presentan algunas
generalidades de dichas muestras.

Tabla 14. Muestras de productos comerciales procesadas a base de leche.

# Caducidad
Muestra

1 Vitalinea 191 10:33 z ABR2013
2 Gerber con manzana 135 00:33 a SEP2012 12.00
y yogur

Activia PBR05134 0OCT2012 4.50
Alpura purificante 13498577 DIC2012 8.00
Probiseis PBS041612 ENE2013 150

Sventy gastro protect BR3476588 MAR2013 7.00
Danone natural 128749574 JUN2013 6.00
Lala natural 123489524 ABR2013 5.00
Yoplait natural 763892673 AGOS2012 5.00
Sventy gastro protect 287393479 0OCT2012 8.00

Boowyousrw

b) Bacterias

Las bacterias de Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus bulgaricus fueron
proporcionadas de la “Facultad de Estudios Superiores Cuautittan Campo 17,
laboratorio de bacterialogia a cargo de la Dra. Clara Ines Alvarez Manrique, para ser
usadas como controles positivos durante la experimentacion.

1) Primers

Las secuencias de los primers se mandaron sintetizar en los laboratorios
Invitrogen.
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Tabla 15 Oligonucléotidos utilizados como primers para la PCR

Especies

Primers (5

3)

Tamafno de

Amplificado

LbLMAI-rev (5" CTC AAA ACT AAA CAA AGT

Genero
Lactobacillus

TTC-3)

3)

250

R16-1 (5°CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-

Tabla 16. Materiales, equipo y reactivos utilizados durante la experimentacion

MATERIAL

Tubos eppendorff

esterilizados.

Termoémetro

Kit de micropipetas
Rainin de 0.5-1000pl

Gradilla

Micropipetas

Kit de micropipetas de 0.2
pl-1000pl

Puntas para micropipetas
esterelizadas.

Matraz de
200 mi

Parafilm

Erlenmeyer

Mechero Busen

Benzal
Asa microbioldgica
Tubos

Cajas Petri

EQUIPO
Balanza analitica
electronica, cole parmer
PR410 Equipar.

Vortex Genie k-55-G.

Micro centrifuga, Minispin
plus eppendorf 14 000
rom

Termoblok, thermomixer
compact Eppendorf.

Micropipetas
Puntas de micropipetas

Nanoespectrofotometro,

Accesolab Nano Drop
ND-1000.
Termociclador ATC 4011,

Apollo Instrumentation.
Fuente de poder, Bio-rad
PowerPac 200

Camara y cassete de
electroforesis, Apollo
75,10.

REACTIVOS

Agua desionizada o
biodestilada con pH de 7

Solucion de lisis (Tris
base 50 Mn, pH=8, EDTA
o 1M, SDS 0.5%)

Enzima proteinasa K a

concentracion de 20
mg/ml

Mezcla Fenol-Cloroformo-
Alcohol isoamilico, en
proporcion 12:24:1

Etanol Frio.

Soluciones de DNA

Agua libre de nucleasas.

Kit de PCR directo
Phusioén Blood.

Gel de aragosa 2%

TAE 1X.

Bromuro de etidio.
Colorante azul/ naranja.
Marcador de peso
molecular.

benzal
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Asa microbiologica Cristal violeta
Cajas petri con MRS Lugol
Cultivos Microbiologicos Alcohol acetona
portaobjetos Safranina
Cubreobjetos Aceite de inmersion
Microscopio

2.2. Metodos

2.2.1. Seleccién, y especificidad de primers.

e Seleccion de primers

De la recopilacién bibliografica encontrada Se realizo la seleccidn de primers
universales para la identificacion de cualquier especie de Lactobacillus.

Tabla 17. Oligonucléotidos utilizados como primers.
Especies Primers (5° 3")
LbLMAI-rev (5" CTC AAA ACT AAA CAA AGT

Genero Lactobacillus TTC-3")
R16-1 (5°CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3)

e FEvaluar la especificidad de los primers seleccionados.

La selecciéon de primers es la parte crucial del desarrollo de un protocolo de
autenticacion. Esta actividad se realizé de acuerdo con lo siguiente: Con
programas bioinformaticos (BLAST 2 SEQUENCES) para corroborar si pudieran

amplificar los primers. Anteriormente seleccionados (Se describe en anexo 1).
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e Aislamiento de bacterias lacticas

Medio de cultivo: AGAR MRS (DE MAN, ROGOSA Y SHARPE)

PRINCIPIO: El contenido de peptona, extracto de carne y de levadura
proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento de los
microorganismos. El polisorbato 80, el magnesio y manganeso actuan
favoreciendo el crecimiento 6ptimo de los Lactobacilos. La dextrosa es la fuente
de energia. El fosfato de sodio ayuda a controlar el pH. El acetato de sodio junto
con el valor del pH del medio de cultivo inhibe considerablemente la flora
acompanante. Sembrar el medio de cultivo con la muestra de ensayo directamente
o a partir del Caldo MRS previamente inoculado e incubado. Se recomienda para
mejores resultados el método de vaciado en placa. Incubar 24 —72 h a 26 + 2°C en

atmodsfera con 5% de COZ.

NOTA: La superficie de las placas no debe secarse, porque aumenta la
concentracion de acetato en la superficie y se inhibe el crecimiento de

Lactobacilos.

Preparacion del agar rogosa:

Se Pes6 cada uno de los reactivos (ver anexo 2) y se rehidraté el medio en 600
ml de agua destilada. Se dejo reposar 10 a 15 minutos. Se sumergd dentro del
matraz una mosca y se llevd el agar a agitacion constante para mantener la
preparacion del agar homogénea. Se verificé el pH del agar usando el
potencidmetro ya que el agar debe estar a 7, si el pH es menor de 7en el agar hay
que agregar KOH, pero si el pH es mayor a 7 hay que agregar HCIl. Se calent6
agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolverlo por completo. Sé esterilizd en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion)
durante 15 minutos. Se enfri6 aproximadamente a 45°C. Se vacidé en cajas de
Petri estériles. Después del vertido se dejo solidificar a temperatura ambiente. Sé
Realizé la prueba de esterilidad, en una incubadora por 1 dia. Se conservaron en
refrigeraciéon a 2° a 8°C.
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1. Siembra por estrias para lactobacillus acidophilus y lactobacillus

bulgaricus

Se reestructurd la metodologia anterior con la finalidad de obtener el crecimiento

de nuestra cepa de interés (mas purificada y libre de trazas).

Estria maltiple en superficie: Con un asa de siembra, previamente esterilizada,
se tomd una muestra del cultivo de la bacteria y se extiendié sobre un area
pequefa de la superficie de la placa con agar nutritivo, en forma de estrias muy
juntas, pero sin hacer presién para no dafar el agar (Fig. 13).

Se flamed el asa, se enfrio y después de rozar la siembra realizada previamente,
se extiendié de nuevo por otra zona de la placa haciendo nuevas estrias. Este
proceso se repitié sucesivamente, flameando y enfriando el asa al comienzo de las
sucesivas siembras en estria. Se llevo la placa a incubar, a la temperatura
adecuada, siempre en posicion invertida.

Fig. 13 Técnicas de
aislamiento de m.o

Carga (1* estria)
(2% esimia)

Técnica de mslamiento por estria en superficie

Mediante esta técnica se obtienen colonias aisladas a partir de una muestra que

contenga un elevado numero de bacterias.

2. Tincién de gram positivo

FUNDAMENTO: El cristal violeta sirve como colorante basico uniéndose a la

pared celular bacteriana, con la ayuda del mordente que refuerza la union del
colorante. Las baterias gran positivas debido a la estructura y composicién
bioquimica de su pared celular retienen el complejo cristal violeta-lugol y después
del tratamiento con el decolorante conserva el colorante basico, por lo que se

94| Pagina



[INGENIERIA EN ALIMENTOS]

observan al microscopio de color azul oscuro o violeta una vez concluida la técnica
de tincion (Fig. 14).

1) Sumergir el —— 3) Decolorar 4) Contratefiir
frotis fijado por 2) Anthr una brevemente ¢on SOR Bateaning
calor en cristal solucion yodada alcohol (unos 30 dirante 16,2
violeta durante durante 3 minutos segundos) Slniitas

1 minuto

R A N ]

.‘.. . .‘... ..“

_ Todas las Todas las células Las células Las células
células de color todavia azules gram+ son gram+ son
azul azules, las gram- azules, las

son incoloras gram- son de
color rojo

Fig. 14. Pasos para una tincion de Gram

2. Fijar un frotis

Se tomd el asa (previamente flameada) y con ésta se tomd un poco de muestra.
Una vez obtenida una pequefia cantidad de la muestra (con el asa), se hizo que
ésta tuviera contacto con una lamina portaobjetos, el cual sirvié para depositar la
muestra contenida en el asa. Con el asa (conteniendo la muestra) sobre el
portaobjetos, se procedio a realizar la extension de la muestra en la laminilla
mediante movimientos giratorios (dar vueltas con el asa), de tal forma que al
terminar la extensidon se obtuvo como producto una espiral en la parte media de
la lamina. Se paso en la llama de un mechero para fijar la muestra, teniendo en
cuenta que el calor no debe ser directo (s6lo se pasa por la llama), puesto que el
calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de las bacterias a observar. El
calor deseable es aquél en el que el portaobjetos sea apenas demasiado caliente

para ser colocado sobre el dorso de la mano.
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3. Tincién

Se coloco cristal violeta sobre la muestra, hasta cubrirla por completo. Se dejé
actuar al colorante por 1 minuto. Esta tincion de 1 minuto esta dada para trabajar a

una temperatura ambiente de 25 °C.

4. Enjuague

Al transcurrir el minuto, se enjuago la lamina que contenia la muestra con agua
corriente. Para realizar el lavado, se tuvo en cuenta que el chorro de agua no debe
caer directamente sobre la muestra, ésta debe caer sobre la parte superior de la
ldmina que no contiene muestra. La solucion de cristal violeta, se recomienda sea
al 1%.

5. Mordiente

Una vez enjuagado el portaobjetos, se aplic6 como mordiente lugol durante 3

minutos.

6. Decoloracion

Pasado el minuto de haber actuado el mordiente, el frotis se decolord con etanol al
75 %, hasta que ya no escurri6 mas liquido azul. Para esto se utilizd el gotero del
frasco del decolorante. Se anadid cantidades suficientes del decolorante hasta
lograr que éste saliera totalmente transparente, es decir, hasta que ya no escurrid

mas liquido azul.

7. Lavado y secado

Se lavo con agua para quitar los residuos de decolorante, se paso la laminilla por

la flama de un mechero de la forma anteriormente descrita.
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8. Tincién de contraste

Una vez que la lamina ya seco, se procedio a tefiir nuevamente, se utilizd el

colorante de contraste de safranina, se dej6 actuar durante 1 minuto.

9. Nuevo enjuague

Pasado el minuto correspondiente, se procedié a enjuagar la lamina con agua, se
escurrio el agua sobrante y se secd en la forma anteriormente descrita. De esta
manera, se obtuvo el frotis para su respectiva observacién microscépica. Nota: se
colocd aceite de inmersion para mejorar la vision de la muestra en 100X en el

microscopio.

2.2.3. Método de extraccion de DNA (Sambrook, 2001)

» Disgregacion del tejido

Se congel6 la muestra. Se Peso 125 mg de muestra en un tubo eppendorff. Se
adiciond 1250 pl de solucion de lisis. Se agitd en el vortex hasta que se
visualizaron fragmentos mas pequenos. Se Adicionarén 7 pl de enzima Proteinasa
k. Posteriormente se incubaron los tubos a 50°C en termoblock por 2 horas. Se
elevo la temperatura del termoblok a 60°C por una hora; esto con la finalidad de
desactivar la enzima. Al salir las muestras del bafio seco se tomo
aproximadamente la mitad y se colocé en un tubo eppendorff nuevo, por lo tanto
se tenian dos tubos eppendorff que contenian la misma muestra. Esto se hizé con

la finalidad de tener una réplica de la extraccion.
» Extraccion de Proteinas y polisacaridos

Se adicion6 a cada tubo con muestra 500 ul de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. Se mezclé el tubo suavemente para que la mezcla fenol cloroformo-
alcohol isoamilico pudiera interactuar de forma adecuada con todos los demas
componentes. Se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
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Se recupero la fase acuosa superior que contienen el DNA en un tubo eppendorff

esteril.

» Precipitacion del DNA

Se adiciono 1500 pl de etanol frio a cada tubo. Se Mezclo suavemente. Se
Centrifugo a 10,000 rpm por 10 minutos. Se Decanto el etanol y se dejo secar el
DNA en la incubadora a 37°C. El DNA se pudé visualizarse pegado al tubo como
una mancha blanca. Sé Adiciond agua desionizada libre de nucleasas para
resuspender el DNA agitandolo suavemente el tubo hasta que se diluyo el DNA
completamente diluido. Se hizd la cuantificacion del DNA por medio de un

espectrofotometro.

» Cuantificacion de DNA por medio de absorbancia

Para cuantificar la cantidad de DNA, las lecturas se toman a 260 y 280 nm. La
lectura de 260 mn permite el calculo de la concentracion de acidos nucléicos en la
muestra. Una unidad de densidad optica corresponde a aproximadamente 50
Mg/ml de DNA de doble hebra. La relacion de muestras puras de DNA tiene
valores de 1.8, mientras que valores de 2, muestran la exitencia de preparaciones
puras de RNA. Si existe contaminacion significativa con fenol o proteinas, la
relacion 260/280 sera menor de 1.8, entonces no se puede cuantificar el DNA

presente en la solucion. (Sambrook J. & Russell D., 2001)

Se encendi6 el Nanodrop. Se colocé 2ul de agua libre de nucleasas para iniciar el
equipo Este programa se encuentra conectado a una computadora. En la
computadora abrir el programa de “Nanodrop”. Se entré a la opcion de acidos
nucléicos. Se colocaron 2ul de agua libre de nucleasas la cual servira como
blanco. En la computadora, se di6 en la opcidn de blanco y se dejoé que el equipo
lo lea. En este caso todos los valores debieron ser cero. Cuando el equipo arrojo
los valores del blanco, se Ilimpié el sensor con ayuda de un pafuelo. Se
agregaron 2 pl de la muestra que se desea cuantificar y se dejé que el equipo lo
leyera. El equipo da diferentes valores, pero los mas importantes son:
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+ Relacion 260/280= idealmente debe ser 1.8
% La concentracion expresada en ng/ul

2.2.4. Método de PCR-directo

Las muestras biologicas, asi como los controles positivos (L. acidophillus, L.
bulgaricus) fueron sometidos a PCR utilizando el kit de PCR directo Phusion

Blood, (Finnzymes).

» Dilucion de Primers
Los primers que fueron hidratados previamente se diluyeron (25um) para realizar
la PCR, ésta dilucién tiene que ser una proporcion 1:10. Se prepararon 50ul de

disolucion..

» KIT PCR-directo
La preparacion de las muestras para la reaccion se llevd a cabo de acuerdo con el
protocolo que precisa Phusion Blood. La PCR esta compuesta por diversos
componentes. La reaccion se preparé en tubos eppendorf de 200ul; a continuacion

se muestra la proporcion de cada uno de ellos en la tabla 18.

Tabla 18. Componentes de la PCR

Buffer 10
Primer F 1.0
Primer R 1.0
Enzima 04
Agua Libre de nucleasas 6.6
Muestra 1.0

Posteriormente se colocé a cada tubo la muestra DNA que le corresponda.
Agitaron los tubos en el vortex y se colocarén en la microcentrifuga 5 segundos

aproximadamente. Se colocaron los tubos en el termociclador y se programé.
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2.2.5.PCR

La programacion del termociclador se efectué de acuerdo a las condiciones que
estan basadas en las recomendaciones de Dubernet et al., 2002, para el caso de

las 2 especies de bacterias (Tabla 19).

Tabla 19. Etapas y condiciones programadas en el termociclador para

lactobacillus
ETAPA TEMPERATURA °C TIEMPO (minutos)

Desnaturalizacion 95 5

Etapa que repite 95 0:30
ciclicamente

Etapa que repite 55 0:30
ciclicamente

Etapa que repite 72 0:30
ciclicamente

Extension final 72 7:00

e La hidratacién de los primers seleccionados se describe en el anexo 2

Al salir las muestras de la PCR se realizo una electroforesis; asi se pudieron
visualizar los fragmentos de DNA de diferentes tamafios que correspondian al

geénero Lactobacillus contenidas en cada una de las muestras.

2.2.6. Electroforesis

» Método para electroforesis en gel de agarosa

Preparacion del gel agarosa

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 2.0% el cual estaba
contenido en una camara de 50 ml. Se Pesé 1000 mg de agarosa. Se Disolvié en
50 ml TAE 1X. Se calentd la disolucién en horno de microondas aproximadamente
1 min por espacios de 10 segundos (hasta disolver totalmente la agarosa). Se
afadié 1 gota de bromuro de etidio y se mezclé bien. La mezcla se vertié en el

soporte cuidando de que no se formaran burbujas, si se formaran las burbujas es
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preciso removerlas, inmediatamente después se colocardn los peines. Se dejo
solidificar el gel en una zona nivelada y libre de corrientes de aire. Se retiraron los
peines y se colocd el soporte con el gel en la camara de electroforesis. Se

Adicioné TAE IX a la camara de modo que el gel quede cubierto.

» Cargay corrida del gel

En un trozo de parafilm se colocarén 3 pl de bromuro de etidio; 3 ul de colorante
azul/naranja y 1 ul de marcador de peso molecular y 5 pl de la muestra de PCR
directo. Se mezclé muy bien con ayuda de una micropipeta todos los reactivos y
muestras y se deposité en el porcillo correspondiente. El gel fue corrido en un

campo eléctrico de 60 V con una fuente de poder.
» Visualizacion de Fragmentos
Una vez finalizada la migracion de los fragmentos de DNA, su tamafio se pudo

determinar comparando la distancia recorrida en el gel con la de fragmentos de

tamafo conocido (Marcadores de peso molecular).

Se coloco el gel dentro del trasluminador. Se fotografio el gel; laimagen se envio a

un ordenador que la proceso en el software adecuado.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo Particular 1

3. Realizar una investigacion bibliogréafica.

Para llevar a cabo este trabajo fue necesario realizar una investigacion
bibliografica de los trabajos hechos con anterioridad referentes al tema de interés

con la finalidad de tener un mayor conocimiento sobre este.

Al realizar esta revisidon se encontrd un articulo realizado por Dubernet et al., 2002
cuyo objetivo era un método basado en la PCR para la identificacion de los
Lactobacilos en el nivel de género, debido a que el trabajo reportado en este
articulo era muy semejante a lo que se pretendia hacer en esta investigacion de
tesis, se optd por tdbmarlo como la principal referencia, obteniendo de él los primer
a utilizar asi como las condiciones para llevar a cabo la PCR, por lo que solo se
necesito entrar a Mitomap el cual, es un programa bioinformatico que comprobd

que las secuencias correspondieran a las especies deseadas. (Anexo 3).

4. Obtencion de la secuencia de DNA
A continuacion se muestra las regiones de la identidad dentro del ARNr 16S, 16S-
23S rRNA regidon espaciadora intergénica y 23S rRNA secuencias donde se
encuentran todas las especies de Lactobacillus, a continuacion se presentan las

secuencias utilizadas para la amplificacion de cada especie (Figura 15).

16S rRNA 23S rRNA

Rham1 RhamR BifF BifR

m—  f— [—— -—
—

L. rhamnosus (158 bp) B. bifidum (431 bp)

LacidoF LacidoR
— —

L. acidophilus (575 bp)

BiflongF BiflongR
— -—

B. longum (831 bp)

Figura 15. Primers universales para Lactobacillos (Dubernet et al., 2002)
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Objetivo particular 2:

» Preparacion de la muestra

Se obtuvieron las cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y
Lactobacillus acidophillus. Tras la incubacion de 48 horas, se observaron las
colonias aisladas en la placa inoculada, las cuales tienen una forma filamentosa,
se encuentran en medios acidos y no son patégenas. Con esta técnica se logro la
separaciéon de los microorganismos que se encuentran en un cultivo mixto,
obteniéndose las especies de interés Lactobacillos bulgaricus y Lactobacillos
acidophillus en las zonas donde existieron colonias aisladas se pudo estudiar la

morfologia de las colonias (Fig. 16).

Fig. 16 cepas y cuenta colonias

» Tincién de gram positivo

Se observo al microscopio el portaobjetos que contenia el gram realizado con los
Lactobacillus (Figura 17), las colonias pueden ser diferenciadas en base a las
caracteristicas morfolégicas a partir de cultivos puros, las caracteristicas a
considerar en la diferenciacion de colonia bacteriana se muestran en la siguiente
Tabla 20.

Fig. 17. Gram lactobacillus
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Tabla 20. Caracteristicas morfologicas de las bacterias lacticas

| Caracteristicas Atributo
Gram (+)
Forma Alargada en forma de bastones
Tamano 2-5 mm
superficie Lisa
Elevacion convexa
Borde filamentoso
Estructura interna granulosa
Color Sin pigmentos
Opacidad opaca
Consistencia dura

Fuente: Dubernet et al., 2002
Objetivo Particular 3:

Se trabajé con 10 tipos de yogur, a las cuales se les extrajo el DNA, se les midio la
absorbancia 260/280 en el espetrofotometro Nanodrop, los resultados que se

obtuvieron se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21. Controles positivos y valores de concentracién aproximada a 60 ng/ul.

Muestra/ Nomenclatur Relacién Concentraci6 Relacion Concentracio
Control a 260/280 n de DNA concentracié n de DNA

Positivo (nghsds) n dilucion a dilucién a 60
60 (ngh:st) (nghys)

Lactobaillus . 854.7
Acidophiilus
Lactobaillus 2 2.05 2525.1 1.85 97.26
Bulgaricus
vitalinea 3 1.70 278.53 1.80 74.26
gerber con 4 1.76 3677.17 1.86 214.18
manzana con
yogur
activia 5 1.41 454.38 1.81 73.51
alpura 6 1.65 2399.39 1.65 112.08
purificante
probiseis 7 1.58 2388.06 1.88 173.39
sventy gastro 8 1.62 1271.40 1.82 35.95
protect
danone natural 9 1.42 844.52 1.82 70.57
lala natural 10 1.40 843.56 1.80 235.15
yoplait natural 11 1.60 860.15 1.85 195.4
sventy gastro 12 1.43 2345.2 1.80 170.45
protect
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Los resultados de la relaciéon 260/280 nos muestran que no hay contaminacion
significativa con proteinas en las muestras de DNA; por otro lado la concentracion
de DNA es adecuada para ambas muestras dado que estos dos parametros nos
indican que el DNA de la dos especies se encuentra con la calidad y cantidad
requeridas se puede proceder a la utilizacion de estas muestras para la realizacion
de la PCR.

Objetivo Particular 4:

Las muestras del objetivo 3, asi como los controles positivos (L. acidophillus, L.
bulgaricus) fueron sometidos a PCR utilizando el kit de PCR directo Phusion
Blood (Finnzymes), esto se realizé para comprobar experimentalmente que el kit
daba mejores resultados con las muestras sin tratamiento que en muestras en las

cuales se trabajaba con DNA extraido.

La programacién del termociclador se efectué de acuerdo a las condiciones que
estan basadas en las recomendaciones de Dubernet et al., 2002 para el caso de

las 2 especies de bacterias.

» Especificidad de los primers

El primer resultado que se obtuvo fue comprobar que los primers que se disefiaron
para la identificacion de Lactobacillus, s6lo amplificaran para esta especie y no
para otra, ya que mediante el programa bioinformatico se mostraba que tenia una
identidad del 100%

Los resultados de la PCR fueron evaluados en un gel de agarosa al 2% sometido
a un campo eléctrico de 60 V por un tiempo aproximado de 1:30 horas. Una vez
finalizada la migracién de los fragmentos de DNA, su tamafo puede determinarse
comparando la distancia recorrida en el gel con los fragmentos de tamafo

conocido (marcadores de peso molecular)
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1000 pb

500 pb

250 pk

Situado
en

250 pb

Fig 18. Deteccion ae controles posiuvos a parur ae primers seleccionaaos a partir de un
programa bioinformatico B (blanco), LB (Lactobacillus delbrukii subsp bulgaricus) y LA
(Lactobacillus acidophillus), en un gel de agarosa al 2%. (M) marcador de peso molecular

50 bp DNA ladder.

sin embargo en cada uno de los geles realizados se obtuvieron resultados
negativos, ya que no habia una amplificacion. Posteriormente se realizo PCR por
el método directo el cual como se puede observar en la Figura 18, el gel no
presenta contaminacion por que el carril del blanco (segundo carril) no tiene
ninguna banda visible, sin embargo en los carriles 3 y 4 se observa un amplificado
de nuestros controles positivos a la altura esperada de 250 pb, se puede observar
ligeramente dos bandas de 300 pb debido a que los controles positivos pueden
amplificar en dos regiones rRNA-16s-23. Se pudo comprobar que efectivamente
los primers reportados en publicaciones de otros paises también tienen
aplicabilidad para las especies de nuestro pais, ademas nos permitié seguir
trabajando la experimentacion bajo las condiciones sin extraccidon previa del DNA.
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Se evaluaron 10 muestras que reportaban contener Lactobacillus spp, a estas
muestras se les realizo PCR directo. A continuacidn se muestran los resultados

obtenidos en la Fig. 19:

800pb —
700 pb
e 250 pb
p
250pb — 250 pb

Fig 19. Identificacion de 5 variedades de yogur comerciales a partir de los primers
seleccionados, B (blanco), LA (Lactobacillus acidophillus), LB (Lactobacillus delbrukii
subsp bulgaricus), 1 (vitalinea), 2 (Gerber con manzana con yogur), 3 (activia), 4 (alpura
purificante), 5 (probiseis) en un gel de agarosa al 2%. (M) marcador de peso molecular
100 pb DNA ladder

Anteriormente se llevd a cabo pruebas mediante PCR por el método tradicional,
sin embargo en cada uno de los geles realizados se obtuvieron resultados
negativos, ya que no habia una amplificacién debido al alto contenido de trazas
en cada uno de las muestras biolégicas, Sin embargo con PCR directa se
obtuvieron que las 5 muestras se sometieron al mismo programa de identificaciéon
de Lactobacillus spp., al ponerlos al termociclador se trabajo con 1.0ul de DNA
para cada muestra. Teniendo como controles positivos los carriles LA y LB, se
observa que las otras 5 muestras también amplifican en la misma posicion de 250
pb, para las cinco muestras las bandas de amplificacion se observan claramente
por tal motivo aunque la intensidad de la banda varia un poco entre ellas, queda

comprobada la veracidad de los primers disefiados, ya que la banda de
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amplificacion es la esperada con respecto al fragmento de amplificacion del DNA
de los Lactobacillos ssp. Cabe mencionar que el carril numero 2,3 se puede notar
una doble banda, esto significa la presencia de Lactobacillus casei (Sul, su-yeon,
Hyun), sin embargo no podemos deducir que tipo de Lactobacillus es por la falta

de controles positivos.

1000 pb

750 pb

250 pb

Fig 20. Identificacion de otras variedades de yogur comerciales a partir de los primers
seleccionados, B (blanco), LA (Lactobacillus acidophillus), LB (Lactobacillus delbrukii
subsp bulgaricus, 6 (Gerber Yogur frutas mixtas), 7 (sventy gastro protect), 8 (danone
natural), 9 (lala natural) y 10 (yoplait natural) en un gel de agarosa al 2%. (M) marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder
Las 5 muestras (6 a 10) se sometieron al mismo programa de identificacion de
Lactobacillus spp., al ponerlos al termociclador se trabajo con 1.0ul de DNA para
cada muestra. Teniendo como controles positivos los carriles LA y LB, se observa
que las otras 5 muestras también amplifican en la misma posicion de 250 pb, para
las cinco muestras las bandas de amplificaciéon se observan claramente por tal
motivo aunque la intensidad de la banda varia un poco entre ellas, queda

comprobada la veracidad de los primers disefiados, ya que la banda de
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amplificacion es la esperada con respecto al fragmento de amplificacion del DNA
de los Lactobacillos ssp. Cabe mencionar que el carril numero 9 no tuvo un
amplificado, sin embargo, no se puede asegurar que este producto lacteo no
contenga nada de Lactobacillos en su composicion ya que hay diversos factores
qgue pueden inhibir la PCR, existen diversos factores por los cuales no hubo un
amplificado tales como medios de cultivo bacterianos, detergentes, antibioticos,
buffers, enzimas, polisacaridos, Ca? grasas y proteinas. Al ser este producto un
yogur pudo verse inhibida ya que especificamente las proteinas lacticas
(caseinas) han sido reportadas como inhibidores de reaccion. Es por ello que no

se puede tener un resultado certero y concluyente para la muestra (Fig. 20)
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CONCLUSIONES:

El avance tecnoldgico en la industria alimentaria requiere de técnicas que
permitan la identificacién en forma rapida y confiable de los componentes de un
alimento, si bien las técnicas tradicionales (analisis microbiolégico) no logran
identificar con total certeza los microorganismos probidticos que los fabricantes
dicen adicionar al alimento para transformarlo en “funcional” y justificar asi el valor
agregado que se le da a dicho alimento, asi mismo resulta poco aceptable la
informacion que aparece en las etiquetas ya que general unicamente se menciona
que los productos “yogurt funcional” Por lo tanto es de interés poder determinar si
realmente cuenta con este microorganismo en su formulaciéon o que es realmente
lo que haria a este producto ser catalogado como “alimento funcional”, esto por
citar un solo ejemplo pero como este existen en el mercado innumerables
productos con estas caracteristicas.

En el desarrollo de este trabajo se evaluaron 10 muestras de yogur de marcas
comerciales, estas fueron evaluadas por cebadores especificos para la
identificacion de la especie de Lactobacillus, los cuales fueron disefiados a partir
de 16S rRNA, 16S-23S rRNA regién espaciadora intergenica, y 23S secuencia de
RNA para Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus Bulgaricus. La especificidad
de las 2 especies de lactobacilos fueron evaluadas por PCR directo con el ADN
gendémico purificado a partir de los pares de cebadores de referencia, todos los
pares de cebadores especificos de la especie producen un solo producto de PCR
con un tamafno esperado del producto. Por lo tanto, estos cebadores parecian ser
apropiados para la identificacién de laboratorio en productos probidticos usando la
técnica de PCR directo. Los resultados obtenidos muestran que en los 10
productos evaluados se detecta la presencia del genero Lactobacillus en especial
de Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus Bulgaricus que amplifican en un gel
de agarosa al 2% en 250 pb, lo que significa que durante el proceso de
elaboracion de yogur se le adicionan las cantidades adecuadas de las cepas
probioticas lo cual representa un beneficio en la salud en el mercado que consume
estos productos, sin embargo en la muestra nimero 3 amplifica una doble banda
lo que es posible la presencia de un lactobacillus distinto a los que se amplificaron
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en el gel de agarosa. Actualmente se cuenta con una técnica que permite
identificar la cepa, la familia, el género del microorganismo adicionado a los
yogurts (no solo para estos productos), la cual se basa en la secuenciacion de un
fragmento previamente seleccionado (para el caso en estudio 16S y 23S) del DNA
del microorganismo en estudio, se le conoce como Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, método ampliamente utilizado no solo en el area de alimentos sino
gue inicialmente se empleo en medicina expandiendo su aplicaciones al aspecto
forense, farmacéutico, etc. Esta técnica no solo permite identificar sino también
autentificar especies de interés comercial, para el caso en estudio del presente
trabajo, lo que se desea es corroborar que estos productos cumplen con lo que
anuncian y prometen para poder establecer una metodologia que permita la
implementacion de esta técnica como auxiliar o bien que sea reconocida como
técnica oficial para la identificacion, corroboracion de la calidad de un producto
hablando del contenido expresado de forma incompleta en las etiquetas y en su
caso implementacion a nivel gubernamental para mejorar la norma oficial ya

existente.
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ANEXO 1

PARA ESPECIFICIDAD DE PRIMERS

PASO 1. Ir a la siguiente direccion electronica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y dar
clicen
BLAST

SN Resouces & How T ©

All Databases  ~ m

=NCBI

Natonal Certe for
Biotechnology

informaton

NCBI Home Welcome to NCBI
Resource List (A-Z)
Al Resources

Chemicais & Bioassays
Data & Software About the NCBI [Mission |Organization |Research [RSS Feeds

Popular Resources
The National Center for Biotechnology Information advances science and health by

prowding access 10 biomedical and genomic information, PubMed

Bookshelf

DNA & RNA PubMed Central
Domains & Structures

Genes & Expression

Genetics & Medicine Get Started

Genomes & Maos Tooks: Analyze data using NCBI softwara

Homology Downioads: Get NCBI data or software

Lierature How-To's: Learn how to accomplish specific tasks at NGBI

Proteins Submissions: Submit data to GenBank or other NCBI databases

Sequence Analysis Protein

Paso 2: Después de dar clic en BLAST manda a la siguiente pagina en la cual
seleccionaremos la seccién de specialized BLAST y escogeremos la opcién de
Make specific primers with PRIMERS BLAST dar click.

My NCBI
+NCBIU BLAST Home

Your Recent Results New!
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

Nucleotide Sequence (22
|ma.uwnu Multiple Protein Sequences? Try tho COBALT Multiple Alignment Tool, _ga) lette...

BLAST Assembled RefSeq Genomes -

Nucleotide Sequence (570
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases. fett..

® Human ° Qryza sativa ° Gallus gallus I% All Recent results...
“ Mouse ° Bos taurus

® Rat ® Danio rerio ® Microbes

® Arabidopsis thaliana ® Drosophila melanogaster ¢ Apis meliifera
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Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast : f :
Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

: Search protein database using a protein query
protein blast : ; A
. Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

tblastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

° Make specific primers with Primer-BLAS

@ Search trace archives

@ Search immunoglobulins (IgBLAST)

@ Search using SNP flanks

@ Screen sequence for vector contamination (vec

@ Align two (or more) sequences using BLAST (bl2se

@ Search protein or nucleotide targets in PubChem

@ Search SRA transcript and genomic libraries

@ Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool

% Needleman-Wunsch Global Sequence Alignment Tod|
¢ Search RefSeqGene

@ Search WGS sequences grouped by organism
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PASO 3: Al dar clic, nos manda a la siguiente liga, el cual nos pide colocar la secuencia de

primers, como se muestra a continuacion:

+NCEVPrmer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer) and BLAST).
Regetpaor  Save serch parangtery  Retrgen recent mgt
PCR Template
ENter aCcession, gi, of FASTA S0qQUence (4 ot i Range
eleied) ¥ Clear
From To
Forward primer

Rovorse primar

Or, upload FASTA file

Primer Parameters

Use my own forward primer 1o s ot aas caa aot T w Siaae
(5-57 on plus strand)

Use my own reverse primer 1 ia cac act 600 ¢61 Ca w Cied
(§=>¥ on minus strand)

PCR product size
# of primers to return

Max T difference

Primer melting Y
temperatures (Tm)

Exon/intron selection Arefseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section ¥
Exon junction span No preference = v

Exon junction match Exonat5'side Exonat3'side
7 4
Minimal number of bases that must anneal to exons at the 5 or 3' side of the junction

Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA €

Intron length range Min Max
1000 1000000 &
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Esta parte es muy importante ya que aqui se verifica la especificidad de los
primers seleccionados

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &
Database Genome (chromosomes from all organisms) M 9
Organism

Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as youtype. @

Add more organisms

Exclusion (opional) Exclude predicted Refseq franscripts (accession with XM, XR prefix) £ Exclude uncytured/ienvironmental sample sequences ©
Entrez query (optional) )

Frl_mer spectficity Primer must have at least 2 - total mismatches to unintended targets, incljding

stringency

atleast 2 ~ mismatches within the last 5 ~ bps atthe 3'end. @

Ignore targets that have 6§~ ormore mismatches to the primer. &

Misprimed product size Mm@
deviation
Splice variant handling Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PqR template input) &

G

bAdv!nced parameters

% Show resultsina new window % U

Note: Paramejér values that differ from the default are highlighted in yellow r
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Paso 4: Al dar clic nos manda a la siguiente ligahttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/primertool.cgi?ctg time=1335471256&job key=JSID 01 53862 130.14.22.21 9002
la cual arroja los siguientes resultados:

"'(_,. PrimerBLAST

-

+NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_53862_130.14.22.21_9002 more.

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Reference chromosomes

Other reports Search Summary

¥ Detailed primer reporis

Primer pair 1

Sequence (5-+3) Length  Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CTCAAAACTAAACAAAGTTTC 21 4394 2857 5.0 3.00
Reverse primer GTACACACCGCCCGTCA 17 5367 6471 4.00 1.00

Products on target templates: En esta zona nos da para que especies amplifican
los primers, el cual nos muestra que amplifican para todas las especies de
Lactobacillus, los resultados se muestran en la parte de anexos.
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ANEXO 2

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

e Se prepararon 600 ml para 30 cajas petri, siguiendo la siguiente formulacién

disefiada para la preparacion de 1L de agar rogosa.

Tabla 18. Formulacion del agar rogosa.

| AGAR ~Cantidad (g) ~Cantidad (g)
Extracto de carne 5 3
Extracto de Levadura 2.5 1.5
Acido ascorbico 0.5 0.3
Peptona de soya 5 3
Polipeptona de casitona 5 3
Acetato de sodio 3 1.8
trihidratado
dextrosa 5 3
Agar 10 9.6
Agua destilada 1L 600 ml
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ANEXO 3

HIDRATACION DE PRIMERS.

» A continuacion se describe el método para la hidratacion de los primers, el
cual parte de la siguiente férmula:

micromoles
Ug=——=10F — 6
250

» Para lactobacillus (Primer Reverso)
% Contenido GC nmoles 32.7

32.7nmoles _ 0.0327pm _ 0.0001308
1000 250 107

= 130.8 ul agua libre de nucleasas

» Para lactobacillus (Primer Frontal)

% Contenido GC nmoles 42.4

32.7nmoles _ 0.0327pym  0.0001308
1000 250 107

= 130.8 ul agua ibre de nucleasas

Nota: 250 mi de primers
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ANEXO 4

GENOMA COMPLETO DE Lactobacillus

Se acceso a la base de dados de MITOMAP en el genoma de Lactobacillus
acidophillus, seleccionandose sélo el fragmento Rna 16, mediante las
siguientes direcciones de internet.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC554803/figure/fig2/

Proteahtkc Sysan
n Proleabtic Trmmpane
[ QRS
Iregrases
B -
RNA
t.w“’“‘d#‘w D N
THNA gene

G+C content deviation

e e
‘Wln ] uu:-‘
3 FOS_uidaxia o’ BlastP
. | —
Ex cxmeved
Annotations:
. o
—
COG classification
COEEET— N
1 2 3 4 5
GC Skew
[ .
an o
. %}; Resolution: 798
27 F =m0t ¥
g b gpr ¥
S A
5§ it
o
3 s
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Lactobacillus acidophilus 165-23S rRNA spacer region

ORIGIN
1

Drag image to reposition. Double click to magnify further.

unknown_23 FtsK_25 RepA_27 Integrase_29 Ccd_30
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CadB 21 unknown_32
CadX_22 Antibiotic_NAT_34
T y | T T T AJ T T ‘ AJ Al T Al T T I T T
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aethylasg 4EB i
striction endonuclease_475 DNA methyitransferase_477 FtsK_481 RepA_483 Integrase_484
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T T T | T T T T T T T T |
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ctaaggaagc gaaggatatg gagagtagaa atactaagag aagtatccag agcaagcgga
61 agcacactaa gaaactttgt ttagttttga gggtagtacc tcaaaagagt tagtacattg
121 aaaactgaat ataatccaag caaaaaaccg agacaatcaa agagaacaga ttgtagagcg

181 accgagaaga gaattcttgg gtaagg
/1

L.bulgaricus rrn operon, 165-23S rRNA spacer (long), tRNA-lle and tRNA-Ala genes

ORIGIN 1 ctaaggaaaa cagatggatg gagagcagaa atgctaagag aaatccatca gttacggaag

61 cacactgcaa aagaaacttt gttcagtttt gagagtacca acaataagaa cttgggcctg
121 tagctcagct ggttagageg cacgcttgat aagcgtgagg tcgatggttc aagtccatcec
181 aggcccattg aaatgcaaag aaaagtcttt agcatttcag ccgagatgga gtaacatctn
241 aaagttgata ttttacgggg gcatagctca getgggagag cacctgcettt gcaagecagga
301 ggtcatcggt tcgatcecgt ttgectecat tgecggaagg ccaagtttgt acgttgaaaa
361 ctgaatatct taattccaag aaaaaaccga gaatcattga gatcaatgaa aacattgcaa

421 agcgaccgag agagttcgaa agaacaaact tgcaa
//
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