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Resumen 

 

Un grupo de investigadores en alimentación animal (México-Cuba) probó un 

fermentado de suelo (biopreparado) con resultados positivos en la promoción 

del crecimiento en lechones. De ahí surge el interés en identificar los 

microorganismos eficientes responsables de ello. En este trabajo, se logró 

identificar bacterias ácido lácticas (BAL), que tuvieron características 

favorables para el empleo y elaboración de suplementos probióticos para 

alimentación animal. Para lo cual, del biopreparado obtenido en el municipio 

de Chiautzingo, Puebla, se aislaron bacterias en medios de cultivo diseñados 

para el crecimiento de bacterias ácido lácticas en condiciones microaerofílicas. 

Se aislaron 9 cepas de BAL, las cuales presentaron resistencia a las sales 

biliares, pH ácido e inhibieron el crecimiento de Streptococcus pyogenes y 

Listeria monocytogenes. Algunas cepas inhibieron Bacillus cereus, Escherichia 

coli y Staphylococcus aureus. De acuerdo con las pruebas bioquímicas y con 

los resultados de secuenciación de ADN todas estas cepas pertenecen al 

género Lactobacillus. Se concluye que el biopreparado contiene bacterias ácido 

lácticas, las cuales son las responsables de la actividad probiótica que pudieran 

beneficiar el crecimiento de los lechones.
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Capítulo I 

1. Introducción 

 

Es en las capas superficiales del suelo donde residen la mayor cantidad y 

variedad de microorganismos, provenientes de los tres dominios de la vida: 

Archaea, Bacteria y Eukarya; en estas capas hay mayor interacción con el 

ambiente, plantas y animales de manera positiva, neutra o negativa lo que 

desencadena la competencia entre las especies por sobrevivir en un 

determinado lugar (Janssen, 2008).  

 

Los microorganismos dependen de la estructura del suelo, disponibilidad y 

ciclo de nutrientes, contenido de humedad y cantidad de materia orgánica para 

desarrollar sus funciones básicas, así como también participan en los ciclos 

biogeoquímicos y en la descomposición de los tejidos de plantas y animales. 

(Tulip Group, 2010). 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) están naturalmente presentes en vegetales, 

cultivos forrajeros, plantas, bebidas fermentadas, productos lácteos, 

productos cárnicos, vegetales fermentados, piel, mucosa del tracto digestivo 

y tracto genital de humanos y animales terrestres y marinos (Breidt et al., 

2013; Cueto et al., 2012; Florou-Paneri et al., 2013; Karovičová & Kohajdová, 

2003; Yang et al., 2010; Yusuf & Hamid, 2013). Sin embargo, los aislamientos 

de BAL provenientes de suelo son poco frecuentes (Chen, 2004). 

 

En los últimos años se ha visto que las BAL aisladas de fuentes no lácteas 

(como el suelo o plantas) poseen características únicas debido a que toleran 

altas concentraciones de sal y pH; además de que poseen una amplia gama 

de enzimas para fermentar carbohidratos y presentan mejor tolerancia al 

estrés que las de origen lácteo (Teneva & Beshkova, 2016). 
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Las BAL son utilizadas como probióticos debido a que presentan diversas 

características como resistencia a la acidez gástrica y a las sales biliares, 

controlan la homeostasis intestinal, producen sustancias antibacterianas en el 

tracto digestivo y presentan propiedades inmunomodulatorias (Erickson & 

Hubbard, 2000; Jini et al., 2011; Meydani & Ha, 2000). 

 

En la industria de alimentos son muy utilizadas como cultivo iniciador debido 

a la producción de ácido láctico que acidifica el medio, producen sustancias 

proteolíticas y son excelentes productoras de bacteriocinas que se utilizan en 

la prevención de la descomposición de los alimentos (Chen et al., 2010; Dolz, 

2008; Jini et al., 2011; Savadogo et al., 2004).  

 

Los probióticos han sido usados desde tiempos muy antiguos y su preparación 

tradicional se ha propagado a través de los años, llegando a industrializar la 

elaboración de productos y suplementos con cepas probióticas. Los 

investigadores han descubierto características y posibles usos alternativos 

para el tratamiento y prevención de enfermedades. La preparación y 

conservación de la muestra de suelo que se analiza en este proyecto está 

basada en una fermentación inducida en la que las BAL transforman los 

carbohidratos solubles en ácidos orgánicos, de esta manera se conserva el 

preparado al reducir el pH, recuperando lípidos y proteínas del medio (Angmo 

et al., 2016b; Cai et al., 1997; Jini et al., 2011; Meydani & Ha, 2000).  

 

Dada la amplia distribución de las BAL y los escasos aislamientos de suelo, el 

presente trabajo tiene como objetivo aislar e identificar bacterias ácido lácticas 

que se encuentren presentes en el preparado de suelo y verificar si las cepas 

aisladas presentan actividad probiótica verificando su resistencia a sales 

biliares, pH y pruebas de antagonismo (Begley et al., 2005; Bou et al., 2011; 

Teneva & Beshkova, 2016).  
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2. Marco Teórico 

 

2.1 Definición de Suelo 

 

El suelo es un conjunto de materia en el cual se encuentran sólidos orgánicos 

y minerales, líquidos y gases, los cuales se acomodan en capas diferenciadas, 

consecuencia de transformaciones de materia y energía que sufren con el 

tiempo. El suelo tiene diferentes espesores, que pueden abarcan hasta varios 

metros de profundidad (Volke et al., 2005).  

 

2.2 Composición 

 

El suelo es una mezcla de fracciones minerales (arcillas, limo y arena) materia 

orgánica, agua, aire y organismos vivos. Tiene una gran importancia ya que 

es un recurso natural donde los organismos desarrollan sus funciones básicas, 

dando soporte e infraestructura; es ahí donde ocurren los ciclos 

biogeoquímicos y es fuente de materiales no renovables (Volke et al., 2005).  

 

2.3 Microbiología del suelo 

 

Los microorganismos provenientes de los tres dominios de la vida, Archaea, 

Bacteria y Eukarya, habitan las capas superficiales del suelo, es ahí donde 

ocurre la mayor interacción con el ambiente y los demás seres vivos, de 

manera positiva, neutra o negativa, lo que desencadena la competitividad 

entre las especies por sobrevivir en un determinado lugar y aprovechar los 

recursos que el medio ofrece (Janssen, 2008).  
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Los microorganismos dependen de la estructura del suelo, contenido, 

disponibilidad y ciclo de nutrientes, contenido de humedad y cantidad de 

materia orgánica para desarrollar sus funciones básicas, así como también, 

participan en los ciclos biogeoquímicos y en la descomposición de los tejidos 

de plantas y animales para contribuir al reciclaje de los nutrientes al medio. 

Los microorganismos que más abundan en la superficie del suelo son las 

bacterias, tanto del dominio Archaea como Bacteria. Ellas, junto con los demás 

organismos que residen en el suelo, ciclan los nutrientes y purifican los 

contaminantes orgánicos (Pepper et al., 2015; Tulip Group, 2010). 

 

La microbiología del suelo abarca diversos organismos: microscópicos y 

macroscópicos. En el grupo de los microscópicos están las bacterias, 

actinomicetos, hongos, protozoarios y virus. En el grupo de los macroscópicos 

se tiene a los nemátodos, ácaros y otros microartrópodos. A estos dos grupos 

se le puede agrupar como la biota del suelo, los cuales interaccionan con las 

raíces de las plantas y el ambiente (Tulip Group, 2010). 

 

2.4 Bacterias ácido lácticas 

 

Las bacterias lácticas, también forman parte del suelo y son Gram-positivo, 

tienen forma de cocos, cocobacilos o bacilos, no son móviles, no forman 

esporas y son anaerobios aerotolerantes, lo que significa que pueden crecer 

en presencia o ausencia de oxígeno (Apéndice A). Su crecimiento se favorece 

al eliminar oxígeno del medio o al añadir 5-10 % de CO2 (Barbés, 2008; 

Stanier et al., 1996; Yusuf & Hamid, 2013).  

 

La mayoría de las BAL son mesófilas, es decir, su temperatura de crecimiento 

se encuentra entre los 20°C y 45°C y su rango óptimo es de los 30°C a 40°C. 

El pH en el que se desarrollan está entre los 5,5 a 6,2 aunque hay algunas 
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especies que soportan actividades de iones de hidrógeno más bajos. Carecen 

de la enzima catalasa, no reducen nitratos, no licuan gelatina, no producen 

ácido sulfhídrico, ni indol, ni pigmentos (Barbés, 2008; Florou-Paneri et al., 

2013; Higuchi et al., 2000; Parra, 2010; Prescott et al., 2004; Sánchez, 2005; 

Yusuf & Hamid, 2013). 

 

Debido a la falta de ciclo de Krebs y enzimas citocromo catalasa y citocromo 

oxidasas (ya que no pueden sintetizar el grupo hemo) no cuentan con sistemas 

de transporte de electrones funcionales, por lo que no pueden obtener energía 

por esa vía, es por eso que utilizan vías de fermentación eficientes acopladas 

a la fosforilación a nivel sustrato para la obtención de energía a partir de la 

oxidación de carbohidratos; el principal producto de la fermentación es el ácido 

láctico (Barbés, 2008; Florou-Paneri et al., 2013; Higuchi et al., 2000; Parra, 

2010; Prescott et al., 2004; Yusuf & Hamid, 2013).  

 

Las BAL son quimioorganoheterótrofas, su principal fuente de carbono y 

energía la obtienen de moléculas orgánicas preformadas y reducidas. Los 

requerimientos nutricionales son altos y solo crecen en medios complejos. 

Necesitan de ciertos aminoácidos y vitaminas del grupo B para su crecimiento 

(factores de crecimiento) (Barbés, 2008; Parra, 2010; Prescott et al., 2004). 

 

Estos requerimientos varían entre las diferentes especies BAL. Por ejemplo, la 

tiamina solo es requerida entre las especies que son heterofermentativas. El 

medio MRS es ideal para la reproducción en el laboratorio, pues cubre con sus 

necesidades nutrimentales. En el medio ambiente estos requerimientos son 

cubiertos por otros microorganismos que producen sustancias útiles para el 

crecimiento de las BAL (Barbés, 2008; Parra, 2010; Prescott et al., 2004). 
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2.5 Clasificación de BAL 

 

Las bacterias se han dividido en dos ramas de acuerdo con los datos de las 

secuencias del ADN ribosomal (16S). El primer phylum, que recibe por nombre 

Firmicutes, incluye las bacterias Gram positivas con un ADN base con menos 

del 50% en moles de guanina más citosina (G+C). El otro phylum, 

Actinomycetes, comprende bacterias con un G+C superior al 50 % (Holzapfel 

& Wood, 2012).  

 

Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales. 

Las diferentes familias incluyen Aerococcaceae, Carnobacteriacea, 

Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae y Streptococcaceae. En 

la naturaleza podemos encontrar los siguientes géneros: Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, 

Leuconostoc, Melissococcus, Microbacterium, Oenococcus, Pediococcus, 

Propionibacterium, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella; 

el género Bifidobacterium pertenece a la subdivisión Actinomyces y es usado 

también en el área de alimentos como probiótico (Axelsson, 2004; Florou-

Paneri et al., 2013; Lahtinen et al., 2011; Ventura et al., 2008; Yusuf & Hamid, 

2013). 

La clasificación de las BAL se basa en su morfología, la temperatura de 

crecimiento, la configuración óptica del ácido láctico producido, tolerancia a la 

sal, el pH, en su metabolismo y en el modo en que fermentan los 

carbohidratos, las bacterias homofermentativas utilizan la ruta de Embden-

Meyerhof-Parnas la cual produce principalmente ácido láctico y las bacterias 

heterofermentativas utilizan la vía de pentosas fosfocetolasa para producir 
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ácido láctico y varios compuestos más, como ácido acético, etanol, dióxido de 

carbono y ácido fórmico (Duong & Klaenhammer, 2008).  

 

2.6 Distribución de las BAL 

 

Se encuentran en suelo y están naturalmente presentes en vegetales, cultivos 

forrajeros, plantas, bebidas fermentadas, productos lácteos, productos 

cárnicos, vegetales fermentados, piel, mucosa del tracto digestivo; tracto 

genital de humanos, animales terrestres y marinos (Breidt et al., 2013; Cai et 

al., 2012; Cueto et al., 2012; Florou-Paneri et al., 2013; Karovičová & 

Kohajdová, 2003; Yang et al., 2010; Yusuf & Hamid, 2013). Sin embargo, los 

aislamientos de BAL provenientes de suelo son poco frecuentes (Chen, 2004). 

 

En los últimos años se ha visto que las BAL aisladas de fuentes no lácteas 

(como el suelo o plantas) poseen características únicas debido a que toleran 

altas concentraciones de sal y pH; además de una amplia gama de enzimas 

para fermentar carbohidratos y mejor tolerancia al estrés que las de origen 

lácteo (Teneva & Beshkova, 2016). 

 

2.7 Las BAL en alimentos 

 

La BAL se utilizan como cultivo iniciador o se añaden en alguna etapa del 

proceso y son importantes en la conservación de los alimentos, debido a que 

fermentan los componentes presentes en el alimento, lo que da un producto 

final con diversas características que lo hacen único y funcional (Duong & 

Klaenhammer, 2008; Vandamme et al., 1996). 

 

Durante la fermentación, cambian las propiedades reológicas y organolépticas 

del alimento y se producen diferentes compuestos como ácidos orgánicos, 
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gases y compuestos volátiles los cuales le dan sabor, textura y un gran aporte 

nutrimental. Por ejemplo, en los quesos madurados la producción de dióxido 

de carbono durante la etapa de maduración provoca la aparición de los 

agujeros, así como también la aparición de la espuma presente en algunas 

bebidas fermentadas (Duong & Klaenhammer, 2008; Vandamme et al., 1996). 

 

El ácido láctico, el acetaldehído y diacetilo producen sabor en el alimento (por 

la fermentación de citratos) y son los responsables de dar aroma y sabor al 

alimento (Balciunas et al., 2013; Durango et al., 2012; Jyoti et al., 2003; 

Parra, 2010; Vedamuthu, 1994).  

 

Las BAL también participan en la producción a gran escala de ingredientes y 

productos químicos finos, como el ácido L-láctico que se utiliza para la síntesis 

de polímeros biodegradables y como sustrato para la elaboración de otros 

compuestos como ácido acético, etanol, acetaldehído, ácido propiónico, ácido 

acrílico y propilenglicol (Duong & Klaenhammer, 2008).  

 

Las bacteriocinas también son producidas por las BAL y tienen un efecto 

antimicrobiano que se produce durante el proceso de fermentación e inhiben 

el desarrollo de bacterias no deseadas que pueden descomponer al alimento. 

Son péptidos que se ha utilizado como bioconservadores alternativos seguros, 

que pueden sustituir a los conservadores químicos que se utilizan actualmente 

en la industria alimentaria ya que se han detectado problemas por su ingesta 

(Chen et al., 2010; Mondragón et al. 2013; Yusuf & Hamid, 2013).  

 

Las bacteriocinas pueden ser añadidas directamente al alimento, la 

bacteriocina purificada o bien, añadir a la bacteria para que la produzca en el 

alimento; se puede elaborar también preparaciones con bacteriocinas 

inmovilizadas (Chen et al., 2010; Mondragón et al. 2013; Yusuf & Hamid, 

2013). Son consideradas como GRAS (generalmente reconocidos como 
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seguros) debido a que, por ser de origen proteico, son metabolizados por las 

proteasas del humano (enzimas como la tripsina y la pepsina) (Dolz, 2008; 

Savadogo et al., 2004; Vásquez et al., 2009). 

 

2.8 BAL y su papel probiótico 

 

La FAO y la OMS han definido probiótico como: “microorganismos vivos que 

cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la 

salud del hospedero”. Los probióticos han sido usados desde tiempos muy 

antiguos y su preparación tradicional se ha propagado a través de los años 

(Fuller, 1995; Morelli & Capurso, 2012). 

 

Con el paso del tiempo se han descubierto que las BAL son GRAS, tienen 

características y propiedades terapéuticas únicas que brindan un efecto 

positivo al sistema gastrointestinal e inmunológico, así como también usos 

alternativos para el tratamiento y prevención de enfermedades (Álvarez & 

Azpiroz, 2015; Angmo et al., 2016b; Erickson y Hubbard, 2000; Fontana, et 

al., 2013; López & Domingo, 2007; Meydani & Ha, 2000).  

 

La microbiota intestinal es un ecosistema muy complejo y dependen muchos 

factores para que una especie probiótica pueda colonizar y desarrollarse en el 

intestino. Estos factores son: el desarrollo del huésped y la genética, la edad, 

el estado de salud y actividad física, la dieta (la ingesta de leche materna en 

el caso de los bebés y el consumo de ciertas proteínas o carbohidratos que 

está influenciada por la cultura alimentaria del anfitrión) el tipo de cepa y la 

adaptabilidad de cada especie bacteriana (Ventura et al., 2008). 

 

Durante la colonización del tracto gastrointestinal, la microbiota debe de 

superar diversos obstáculos como cambios en el pH, concentraciones bajas de 
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oxígeno, alta osmolaridad y pocos nutrientes disponibles para asegurar la 

supervivencia en el medio (Begley et al., 2005). 

 

Los microorganismos pueden encontrarse en el estómago (en menores 

cantidades, que pueden sobrevivir de manera transitoria al adherirse al 

estómago), en el íleon y en el intestino grueso concentrando ahí la mayoría de 

su población, por lo que la distribución de las especies no es la misma, 

diversificando la actividad bacteriana a lo largo del tracto gastrointestinal 

(Behnsen et al., 2013; Jandhyala et al., 2015; Sivieri et al., 2013). 

 

Dicha actividad juega un papel muy importante en contra de microorganismos 

patógenos y oportunistas impidiendo la adhesión a la mucosa gastrointestinal, 

imposibilitando que los microrganismos patógenos colonicen y causen 

infección en el humano o animal (Sivieri et al., 2013; Castro & De Rovetto, 

2006). 

 

En resumen, los probióticos poseen diversas funciones y características que 

les permiten ser parte de la microbiota como la resistencia a la acidez gástrica 

y a las sales biliares, tienen actividad proteolítica y antibacteriana (por la 

síntesis de metabolitos antimicrobianos), tienen la capacidad de fermentar 

mucinas endógenas y los residuos provenientes de la dieta (que podrían 

perderse en la excreción) (Iñiguez & Acedo, 2006).  

 

También, los probióticos son un elemento importante de la microbiota humana 

para conservar la salud, dado que aportan energía por la producción de ácidos 

grasos de cadena corta, mejoran la digestión de la lactosa, disminuyen los 

niveles de colesterol total del plasma y el colesterol de lipoproteína de baja 

densidad (LDL) (Angmo et al., 2016b; Liong & Shah, 2005; Usman & Hosono, 

1999; Walker & Gilliland, 1993).  
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Además, modulan el sistema inmune (disminuyen la diarrea infantil, la 

enfermedad inflamatoria intestinal, etc.) controlan la homeostasis en el 

intestino (mejoran la motilidad intestinal) y ayudan a la fortificación de la 

mucosa intestinal (Agudelo et al., 2015; Angmo et al., 2016b; García et al., 

2009; Jini et al., 2011; Sivieri et al., 2013; Taheri et al., 2012). 

 

En consecuencia, el consumo de alimentos con probióticos se ha incrementado 

gracias a la larga lista de beneficios que aporta al consumidor, su relación tan 

estrecha con la salud y por los desarrollos genéticos para la identificación e 

incorporación de nuevas cepas probióticas. Estos análisis tienen gran 

relevancia para evitar riesgos a la salud o que sus declaraciones sean 

engañosas; la actividad probiótica depende de cada cepa en particular 

(Mohania et al., 2008; Rodríguez, 2015; Vásquez et al., 2009).  

 

Se ha generado un gran desarrollo tecnológico en la elaboración de los 

alimentos funcionales, los cuales además de brindar un efecto nutricional, 

aportan un beneficio a la salud como ya se ha mencionado. Estos alimentos 

funcionales pueden contener probióticos, prebióticos (carbohidratos no 

digeribles por las enzimas humanas, pero si digeribles por los probióticos 

favoreciendo su crecimiento en el tracto intestinal) o los dos dándole el nombre 

de simbióticos (Álvarez & Azpiroz, 2015).  

 

En el caso de animales domésticos para consumo humano, como los cerdos, 

se ha visto que los probióticos son un recurso más confiable y seguro que 

contribuyen a la salud del animal. Debido a que limitan el desarrollo de 

patógenos y permiten el desarrollo de bacterias que si ofrecen un beneficio a 

los cerdos (Giraldo et al. 2015; Jurado et al, 2009). 

Las principales acciones son mejorar la digestión y absorción de los nutrientes 

provenientes de la dieta, estimulan el sistema inmunológico; reducen los 

residuos de antibióticos, diarreas y la distención del intestino por gases, 
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producen ácidos grasos de cadena corta y contribuyen a la síntesis vitaminas 

del complejo B (Giraldo et al. 2015; Jurado et al, 2009). 

 

2.9 Métodos empleados para la identificación de microorganismos 

  

Para cualquier campo de aplicación de las cepas microbianas que se aíslan es 

importante conocer la identidad del microorganismo, por lo que primero se 

debe clasificarlo taxonómicamente; este proceso está basado en un enfoque 

polifásico en el cual se aplican métodos fenotípicos y genotípicos (Fontana et 

al., 2013). 

Desde hace algunas décadas a la fecha, la identificación de microorganismos 

se ha realizado por medio de metodologías convencionales (Bou et al., 2011).  

 

Estas metodologías se enfocan en el estudio de características fenotípicas al 

cultivar una especie bacteriana en un medio de cultivo (líquido o sólido) y se 

efectúan pruebas bioquímicas y/o fisiológicas en esa cepa pura. Estos estudios 

tienen algunas desventajas, como lo es su baja reproducibilidad, bajo poder 

discriminatorio ya que no siempre se expresan todos los genes de la célula 

(esta respuesta depende de las condiciones ambientales) y no siempre es 

posible obtener un cultivo puro y/o viable en un medio artificial (Bou et al., 

2011; Mohania et al., 2008; Theron & Cloete, 2008; Vandamme et al., 1996). 

 

Los métodos fenotípicos se enfocan en las características observables como: 

su adaptación a medios artificiales, morfología, estructura de sus componentes 

celulares, metabolismo, producción de pigmentos y desarrollo de ensayos 

serológicos; estos métodos son más accesibles y menos costosos en 

comparación a los métodos genotípicos, aunque llevan un poco más de tiempo 

en realizarlas en el laboratorio (debido a que se necesitan de diferentes medios 

de cultivo para ello), además que no reflejan la interacción entre comunidades 
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bacterianas en sus ambientes naturales (Temmerman et al., 2004; Theron & 

Cloete, 2008). 

Solo el 10% de la diversidad microbiana se ha identificado de esta manera, 

debido a que los métodos fenotípicos son limitantes para el estudio muchas 

especies, las especies no cultivables se han identificado por medio de técnicas 

moleculares y se ha visto que son especies metabólicamente activas en sus 

hábitats naturales, pero no en los artificiales. Esto puede deberse a que no se 

han elaborado medios de cultivo exclusivos para esos microorganismos 

(regulación de la temperatura, cantidad de oxígeno y de nutrimentos) o que 

su supervivencia dependa de otro microorganismo (Díaz & Wacher, 2003; 

Theron & Cloete, 2008). 

Con el desarrollo en métodos y técnicas moleculares, es posible clasificar 

mejor a un microorganismo. Las ventajas que proporcionan estos métodos es 

que arrojan resultados más precisos, pueden no necesitar de un cultivo de 

células previo, son confiables y sensibles, por la estabilidad que presenta el 

ADN, así como la alta discriminación de microorganismos a nivel cepa. La 

desventaja para el aislamiento del ADN es el alto costo de reactivos y equipos 

(Díaz & Wacher, 2003; Marroki et al.,2011). 

 

La identificación de las BAL se ha hecho principalmente por medio del estudio 

de pruebas fenotípicas, como, el perfil de fermentación de carbohidratos. Sin 

embargo, distinguir algunas especies por estos métodos es difícil o ambiguo, 

por lo que la aplicación de métodos genotípicos y el estudio del genoma 

bacteriano ha permitido identificar o tipificar mejor, en este caso, al género 

Lactobacillus spp y encontrar nuevos cultivos para las distintas aplicaciones 

industriales (Marroki, et al., 2011). 

A continuación, se describirán de forma breve algunas técnicas que se 

emplearon en este trabajo. 
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2.9.1 Técnica de vertido en placa 

 

Para la obtención de microorganismos que se encuentran en la muestra, se 

toma una cantidad de la muestra y se transfiere a una serie de diluciones en 

solución salina isotónica al 0.85% y se siembra una alícuota de cada dilución 

en un medio sólido (Camacho et al., 2009).  

 

Los medios sólidos se incuban para observar el crecimiento del 

microorganismo. En esta etapa se controla el tiempo de incubación, la 

temperatura y el suministro de oxígeno. El objetivo es obtener una colonia de 

bacterias provenientes de una célula. Cada célula forma una colonia, esta 

bacteria se le denomina unidad formadora de colonia (UFC). Así es como se 

logra conocer el número de bacterias vivas que existen en la placa de agar, 

como también obtener una cepa pura aislada (Pepper et al., 2015). 

 

2.9.2 Análisis morfológico 

 

Una vez que se ha aislado a la bacteria, se observa la morfología mediante el 

uso del microscopio óptico y el empleo de diferentes reactivos para la tinción 

de las estructuras celulares. De acuerdo con el tipo de técnica es posible 

conocer la composición de su pared celular o si la célula posee flagelos o 

cápsula, o bien, si es productora de esporas. La técnica empleada en este 

trabajo fue la tinción de Gram (Apéndice B) para conocer el tipo de pared 

celular que poseen. Es importante que el cultivo tenga menos de 24 horas de 

crecimiento para realizar las pruebas (Prescott et al., 2004). 

 

2.9.3 Identificación bioquímica 

 

Las características metabólicas de la bacteria en estudio están estrechamente 

relacionadas con la actividad enzimática y su relación indirecta con la 
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expresión genética. De acuerdo con las BAL y la manera en cómo convierten 

los diferentes carbohidratos para la obtención de energía, se han diseñado 

pruebas para determinar el patrón de fermentación para carbohidratos 

(Prescott et al., 2004).  

Existen diversas pruebas, la mayoría se preparan en el laboratorio, pero hay 

marcas comerciales que fabrican kits de identificación rápida, las cuales tras 

inocular la cepa pura en cada microtubo y esperar el tiempo de incubación 

marcado por el fabricante se puede conocer el patrón característico de 

fermentación de la cepa (Nigatu et al., 2000). 

 

2.9.3.1 Prueba Catalasa 

 

Esta prueba se utiliza para reconocer a los microorganismos aerobios. Las BAL, 

al no poseer la enzima citocromo catalasa no pueden descomponer el peróxido 

de hidrógeno en agua y oxígeno gaseoso (Apéndice D). Algunas BAL son 

capaces de tomar grupos hemo del medio ambiente para formar la 

pseudocatalasa (por lo que forman colonias de color blanco lechoso) (Prescott 

et al., 2004).  

 

2.9.3.2 Pruebas rápidas. Sistema API 

 

La identificación bioquímica se puede realizar también mediante sistemas 

miniaturizados como el sistema API® (Índice Analítico de Perfil por sus siglas 

en inglés Analytical Profile Index) que son métodos rápidos miniaturizados 

destinados a la identificación de microorganismos.  

Estas pruebas constan de diferentes medios de cultivo deshidratados y 

liofilizados o diferentes sustratos contenidos en microtúbulos para la búsqueda 
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de enzimas que pudiera tener el microorganismo de interés. Estas pruebas 

están diseñadas de acuerdo con el tipo de microorganismos que se quiera 

identificar, relacionando su actividad metabólica con el tipo de tira que se 

requiera emplear (Biomériux, 1989). 

La galería API® 50 CH y el sistema API® 50 CHL Medium son específicos para 

la búsqueda del género Lactobacillus y microorganismos próximos, ya que 

permite el estudio de la fermentación de 49 azucares de la galería API® 50 CH 

(Apéndice C) (Biomériux, 1989; Bou et al., 2011; Nigatu et al., 2000). 

 

Durante la incubación, el catabolismo de los glúcidos produce ácidos orgánicos 

que hacen virar el indicador del pH. Los resultados obtenidos constituyen el 

perfil bioquímico y permiten la identificación del microorganismo con la ayuda 

de un programa informático de identificación Apiweb TM. 

 

2.9.4 Métodos moleculares 

 

Los métodos moleculares permiten obtener información más detallada y 

precisa de la relación que existe en las especies y su evolución en el tiempo, 

son los ácidos nucleicos, las moléculas que reflejan los cambios que suceden 

(así como también las proteínas y la proteómica se encarga de dicho estudio) 

para comparar o agrupar dos o más organismos es necesario contar con un 

marcador genético (Bou et al., 2011). 

Un marcador genético es una secuencia de ADN que está asociado a una 

característica en particular o a un gen y la ubicación dentro del cromosoma es 

conocida, la característica principal es que contenga regiones de ADN 

conservadas, es decir, que la secuencia no haya cambiado con el tiempo (Al-

Samarai & Al-Kazaz, 2015; Rentaría, 2007).  
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Para seleccionar el marcador, se debe tener en cuenta el alcance de la técnica, 

los costos y los métodos en base al tipo de análisis que se quiera realizar. Los 

usos que pueden tener los marcadores son: observación en el flujo génico, 

variabilidad genética, mejoramiento genético, historia evolutiva, identificación 

de individuos, análisis de la paternidad, detección de secuencias y sistema de 

apareamiento (Cornejo et al., 2014; Godoy, 2009). 

 

Actualmente se han desarrollado diversas técnicas moleculares, con una 

amplia gama de secuencias genéticas (ADN o ARN) para analizar y agrupar de 

manera más correcta los géneros o especies de los organismos. La técnica 

más utilizada es la amplificación del gen que codifica para el ARN ribosomal 

16S. Esta técnica se empleó en este trabajo para la identificación de las 

bacterias aisladas obtenidas el suelo. 

 

2.9.4.1 Genes de RNA ribosomal 

 

Los ribosomas son unidades celulares universales que están encargados de 

traducir el código genético en proteínas y la formación catalítica de los enlaces 

peptídicos. Los ribosomas de células procariotas están formados por dos 

subunidades con diferentes coeficientes de sedimentación (expresado en 

unidades Svedberg, S): 30S (subunidad pequeña) y 50S (subunidad grande) 

y un coeficiente de sedimentación combinado de 70S; el polirribonucleotido 

ARNr 16S se encuentra dentro de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano 

(Figura 1). (Krupkin et al., 2011; Nelson & Cox, 2009; Rodicio & Mendoza, 

2004). 
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Figura 1. Estructura y composición de un ribosoma bacteriano (Rodicio & Mendoza, 2004). 

 

 

2.9.4.2 El gen ribosomal 16S como marcador molecular 

 

El ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) ó gen rrs que codifica para ARN ribosomal 

16S (ARNr 16S), presenta regiones de alto grado de conservación que además 

son comunes en todos los organismos, es decir, genes que casi no ha sufrido 

mutaciones con el tiempo, por lo que la selección como marcador y cronómetro 

molecular (gracias al estudio de éste gen fue que se llevó a cabo la separación 

de los organismos celulares en 3 dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya), 

proporciona resultados certeros y reproducibles, para estudios taxonómicos y 

evolutivos, aunque no es una herramienta infalible. Este gen está compuesto 

de 1500 pares de bases (pb) aproximadamente lo que brinda un adecuado 

polimorfismo interespecífico, y los suficientes pares de bases para reducir las 

fluctuaciones en análisis estadísticos (Figura 2.) (Bou et al., 2011; Rodicio & 

Mendoza, 2004).  
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Figura 2. Estructura secundaria del ARNr 16S (Rodicio & Mendoza, 2004). 

 

2.9.4.3 Aspectos generales de la técnica para la secuenciación del gen 

ribosomal 16S. 

 

En esta técnica comienza con recuperar el ADN cromosómico de una cepa pura 

a partir de un medio de cultivo, mediante técnicas y kits de extracción para 

ADN generales o modificadas (Figura 3), la colonia deberá encontrarse en fase 

exponencial para la extracción (aunque también puede obtenerse ADN directo 
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de la muestra, sin un cultivo previo de células), después, amplificar con 

cebadores específicos la región conservada del ADNr en un termociclador para 

generar copias amplificadas del gen ribosomal 16S por medio de la reacción 

en cadena polimerasa (PCR) (Cornejo et al., 2014).  

 

 

Figura 3. Diseño experimental general para identificar a un organismo mediante la 

secuenciación de ADNr 16S. Esta técnica se compone de tres etapas: a) Amplificación del 

gen del organismo de interés, b) Determinación de la secuencia de nucleótidos del amplicón, 

y c) Análisis de la secuencia (Rodicio & Mendoza, 2004). 
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Se deben de seleccionar cebadores iniciadores que estén cerca al extremo 5’ 

y 3’ del gen, para obtener amplicones con aproximadamente 1500 pb (Bou et 

al., 2011; Rodicio & Mendoza, 2004; Weisburg et al., 1991).  

 

Se analizan los amplicones obtenidos por medio de una electroforesis (en los 

cuales se debe de observar el mismo peso molecular) y posteriormente se 

procede a la secuenciación de los amplicones. Para conseguir la secuencia de 

genes, se analizan los electroferogramas, además de que se deben de alinear 

la cadena directa y la reversa y eliminar posibles errores (Bou et al., 2011; 

Rodicio & Mendoza, 2004). 

 

Finalmente, las secuencias de nucleótidos obtenida, se compara con las bases 

de datos en la web de acceso público (como el Genbank NCBI -National Center 

of Biotecnology Information-, RDP -Ribosomal Data Base Proyect-, entre otras) 

o privado (como MicroSeq -Applied Biosystems-). Con esto se logrará construir 

un árbol filogenético con el que se pueda analizar mejor a los organismos de 

interés y verificar su grado de similitud y su relación evolutiva (Bou et al., 

2011; Rodicio & Mendoza, 2004). 

 

2.9.4.4 Marcadores moleculares alternativos 

 

La secuencia del gen ribosomal 16S no es la única secuencia genética que se 

utiliza para identificar a un organismo y clasificarlo a nivel de género, especie 

o cepa (aunque es la más usada para filogenia o clasificación taxonómica). 

Muchas veces existe un alto grado de homología en los genes que esta técnica 

no puede discriminar (Bou et al., 2011; Mohania et al., 2008; Rodicio & 

Mendoza, 2004; Theron & Cloete, 2008). 

Sin embargo, es posible recurrir a otras técnicas moleculares como: el análisis 

de restricción de ADN ribosomal amplificado (ARDRA), el polimorfismo de 
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longitud de fragmento de restricción (RFLP), electroforesis en gel en campo 

pulsado (PFGE), electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 

y la electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE)) y utilizar otros 

genes diana o cronómetros moleculares alternativos al ADNr 16S, cómo, por 

ejemplo: el espacio intergénico del 16S-23S ARNr, ARNr 23S o el gen rpoB 

(subunidad β de la ARN polimerasa), gyrB (subunidad β de la ADN girasa) (Bou 

et al., 2011; Mohania et al., 2008; Rodicio & Mendoza, 2004; Theron & Cloete, 

2008). 

 

Estos dos últimos genes son de distribución universal y permiten obtener 

resultados satisfactorios; todo esto con el fin de identificar y caracterizar a las 

cepas probióticas (Bou et al., 2011; Mohania et al., 2008; Rodicio & Mendoza, 

2004; Theron & Cloete, 2008).  

 

2.9.5. La evolución y los árboles filogenéticos 

 

Los organismos han sido sometidos a una selección natural para adaptarse al 

ambiente tan cambiante donde se desarrollan, heredando estos cambios que 

han quedado grabados en el ADN, los cuales podemos estudiar a través de 

métodos de reconstrucción filogenética y así inferir su evolución partiendo de 

los organismos actuales. Los árboles filogenéticos son estimaciones de las 

relaciones que existen entre las secuencias o taxones homólogos, es decir si 

esas secuencias son descendientes de un antepasado común. En el árbol 

filogenético se muestra el parentesco de los organismos o la evolución de 

genes y de los cambios que se han ido acumulado en cada rama (Abascal et 

al., 2014; Hall, 2013). 

 

El árbol filogenético es una representación gráfica y la información que se 

utiliza en la construcción de árboles filogenéticos son secuencias de ADN o 
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proteínas. El proceso comienza con reunir las secuencias homólogas de ADN o 

proteínas, después estas secuencias se alinean, posteriormente se construye 

el árbol filogenético con las secuencias alineadas y por último se muestra el 

árbol filogenético en el que se muestre la información que se desee transmitir 

(Hall, 2013). 

 

2.10 Pruebas de actividad probiótica  

 

Para utilización de una cepa como probiótico se requieren realizar diversos 

protocolos para asegurar la sobrevivencia de la cepa a través del tracto 

gastrointestinal y proveer un beneficio positivo al hospedador. Una de las 

pruebas que se practica a las cepas es la resistencia a la acidez gástrica y a 

las sales biliares, ya que el pH del estómago y la bilis del intestino son barreras 

antimicrobianas que tienen que superar las cepas con el fin de crecer y 

desarrollarse en el colón (Fontana et al., 2013; Harzallah & Belhadj, 2013; 

Succi et al., 2005).  

Para verificar la seguridad de la cepa, es decir, que no sea una cepa patógena 

y tóxica, se debe comprobar la ausencia de factores de virulencia y realizar 

pruebas mediante ensayos clínicos in vivo; debe tener patrones de resistencia 

a antibióticos; la cepa debe contar con actividad contra patógenos para 

disminuir la adhesión de éstos al tracto intestinal y asegurar la adherencia de 

la cepa a las líneas celulares humanas (requisito para la colonización de la 

cepa) (Fontana et al., 2013; Ganguly et al., 2011; Gueimonde & Salminen 

2006; Harzallah & Belhadj, 2013; López & Domingo, 2007). 

El uso de cepas probióticas debe conferir un beneficio en el organismo 

hospedero (el organismo hospedero debe de ser inmuno-tolerante a la cepa 

probiótica) y existir células viables desde la elaboración del producto 

alimenticio hasta su almacenamiento (Fontana et al., 2013; Ganguly et al., 
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2011; Gueimonde & Salminen 2006; Harzallah & Belhadj, 2013; López & 

Domingo, 2007). 

 

2.10.1 Resistencia a la acidez gástrica 

 

Cada microorganismo crece y se desarrolla a ciertos valores de pH, estos 

valores si se alteran, su crecimiento se inhibe o pueden causar la muerte del 

microorganismo. Es así como los microorganismos probióticos ingeridos en el 

alimento comienzan a sufrir estrés al llegar al estómago, por la secreción de 

ácido clorhídrico (HCl). En el estómago se segregan también enzimas para 

iniciar la digestión de la comida ingerida y convertirla en una densa masa 

líquida llamada quimo, que será neutralizada en el lumen duodenal por las 

secreciones del páncreas exocrino, hígado y jugo de la mucosa del intestino 

delgado (Sherwood, 2011; Succi et al., 2005). 

El éxito de sobrevivencia de las BAL en desarrollarse a valores de pH bajos es 

debido al equilibro que genera con el exterior de la célula entre la producción 

de ácido láctico y de protones, el cual regula el pH interno y al mismo tiempo 

produce energía, considerándose un sistema eficaz para la célula. Una enzima 

que participa en esta regulación es la glutamato descarboxilasa, la cual 

incorpora iones hidrógeno para descarboxilar aminoácidos y así resistir el 

estrés a ambientes ácidos (Serrazanetti et al., 2013; Vásquez et al., 2009). 

Una vez que la cepa ha logrado colonizar y adherirse al intestino grueso, la 

glucosa es metabolizada en ácidos orgánicos que provocan el descenso en el 

pH del medio el cual ayuda a difundir la parte no disociada del ácido láctico o 

acético, que atraviesa la pared celular de la célula patógena y evita que los 

microorganismos patógenos proliferen ahí (Serrazanetti et al., 2013; Vásquez 

et al., 2009). 
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2.10.2 Resistencia a Sales Biliares 

 

La resistencia de los microorganismos a las sales biliares es una de las 

principales pruebas que se incluyen en la búsqueda de cepas con potencial 

probiótico debido a que no todas las cepas microbianas sobreviven a la acción 

de la bilis: las sales biliares son también una barrera antimicrobiana. 

 

La bilis es sintetizada en los hepatocitos pericentrales del hígado, constituye 

un fluido acuoso alcalino (pH de 7.5-8) de compuestos orgánicos e inorgánicos 

como sales biliares (Figura 4), colesterol, fosfolípidos y bilirrubina el cual es 

un pigmento amarillo-verdoso que le da la coloración a la bilis (Begley et al., 

2005; Sherwood, 2011).  

 

 

Figura 4. Estructura química de las sales biliares. El grupo carboxilo del ácido biliar se une 

mediante un enlace amida con el grupo amino de la glicina o taurina. (Begley et al., 2006). 

 

Las sales biliares son derivados del colesterol (parte hidrofóbica) unidos o 

conjugados con aminoácidos: glicina o taurina (parte hidrofílica y tiene carga 

negativa). Las sales biliares emulsifican los lípidos y vitaminas liposolubles, 

formando pequeñas micelas para incrementar el área superficial disponible y 
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puedan ser metabolizadas en el intestino. La bilis es vertida al duodeno para 

llevar a cabo la absorción y digestión de los lípidos ingeridos en la dieta (Ahn 

et al., 2003; Begley et al., 2006; Bi et al., 2016; Reyes et al., 2016Sherwood, 

2011).  

 

La bilis altera la integridad y la permeabilidad de la membrana microbiana, 

debido a que también emulsifican los lípidos que están presentes en las 

membranas, lo que provoca la disociación de las proteínas integrales (además 

de un mal plegamiento o incluso desnaturalización) y la salida de los 

componentes intracelulares: la muerte celular es inminente, por lo que el 

desarrollo de mecanismos de defensa por parte de los microorganismos (tanto 

de los benéficos como de los patógenos) ha sido crucial para la adaptación y 

desarrollo en el tracto gastrointestinal (Begley et al., 2005; Bi et al., 2016; 

Succi et al., 2005). 

 

Las bacterias pueden soportar la presencia de sales biliares al refugiarse en 

los microambientes de alimento al no exponerse de manera directa a la bilis, 

esto se ha observado de manera experimental al encapsular bacterias en 

aceite de sésamo. La cantidad de sales biliares varia con el tiempo en el 

intestino (durante la ingesta de alimentos los niveles de sales biliares 

aumentan), lo que permite a las bacterias crear tolerancia a las sales biliares 

con cantidades mínimas de bilis al inducir proteínas para su adaptación en el 

ambiente del intestino (Begley et al., 2005). 

 

Estas proteínas juegan diversos papeles en la adaptación, como alterar la 

fluidez, permeabilidad o carga de la membrana celular, expresar proteínas que 

estén involucradas en el mantenimiento de homeostasis celular o secreción de 

proteínas al medio para modificar las sales biliares (Begley et al., 2005). 
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Los probióticos, como Lactobacillus o Bifidobacterium, por ejemplo, sintetizan 

una hidrolasa de sal biliar (BSH, EC 3.5.1.24) que es una enzima extracelular 

que actúa en la hidrólisis del enlace entre la glicina o taurina con la sal biliar 

libre. Gracias a este mecanismo de defensa por la enzima BSH, los probióticos 

pueden mantenerse en el intestino, sobrevivir a los efectos antibacterianos de 

la bilis y competir contra los microorganismos patógenos (Bi et al., 2016; 

Bustos et al., 2016; Liong & Shah, 2005; Noriega et al., 2006). 

 

De manera paralela, esta hidrólisis provoca que los ácidos biliares libres 

pierdan la capacidad emulsificante y el hígado tenga que sintetizar de novo 

más sales biliares (a partir de colesterol) para reponer las que se fueron al 

hígado por la circulación entero-hepática, por lo que favorece una reducción 

en los niveles de colesterol sérico en el organismo hospedero (Bi et al., 2016; 

Bustos et al., 2016; Liong & Shah, 2005; Noriega et al., 2006).  

 

2.10.3 Antagonismo microbiano y las BAL 

 

En un ambiente determinado, hay una interacción constante entre 

microorganismos patógenos y microorganismos antagónicos, siendo éstos 

últimos los que evitan o suprimen, en la mayoría de los casos, situaciones de 

enfermedad. Es así como el antagonismo microbiano inhibe o causa la muerte 

de otro microorganismo mediante la producción y secreción de ciertos 

metabolitos a los cuales es susceptible (Pérez et al., 2014). 

Las BAL, producen diversas sustancias que tienen un efecto negativo o 

antagónico en algunas especies que causan enfermedades gastrointestinales 

y alimentarias en humanos y animales, como lo son: Yersinia enterocolitica, 

Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis, Escherichia, coli, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y especies 
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de Bacillus, entre algunas otras (Angmo et al., 2016a; Fhoula et al., 2013; 

Naidu, et al., 1999).  

Esta acción antagónica, ejercida por las BAL, evita la adherencia y/o 

replicación de las especies patógenas en el tracto gastrointestinal y puede 

darse por la disminución del pH a través de la producción de ácidos orgánicos 

(como el ácido láctico, acético o propiónico), la falta de nutrimentos 

disponibles para los patógenos, disminución del potencial redox en el medio o 

por la producción de peróxido de hidrógeno y bacteriocinas (Angmo et al., 

2016a; Fhoula et al., 2013; Naidu, et al., 1999).  

Los ensayos de antagonismo se llevan a cabo al poner en contacto las dos 

cepas: la antagónica o la productora de sustancias antimicrobianas y la 

patógena o el microorganismo sensible, después de la incubación in vitro se 

observará un halo de inhibición del microorganismo sensible (Jeevaratnam et 

al., 2005). A continuación, se describen algunas de las sustancias 

antimicrobianas que producen las BAL.  

 

2.10.3.1 Bacteriocinas  

 

Son péptidos y proteínas que se sintetizan en los ribosomas y que actúan como 

sustancias bacteriostáticas y bactericidas sobre receptores específicos en las 

células blanco. La producción de estas sustancias antimicrobianas ocurre en la 

fase exponencial y está modulada por la temperatura, pH y nutrientes del 

medio, además que presentan mecanismos de acción muy variados en contra 

del crecimiento de microorganismos patógenos (Beristain et al., 2012; Kaur et 

al., 2015; Liong, 2015; Savadogo et al., 2006; Yusuf & Hamid, 2013). 

Algunos ejemplos de bacteriocinas son: plantaricina (producido por 

Lactobacillius plantarum); pediocina, que se usa en animales y es producida 
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por Pediococcus spp.; la nisina (Producida por Lactococcus spp.) es la única 

bacteriocina aprobada por la FDA que se ha purificado y comercializado para 

el área de alimentos en humanos (Pérez et al., 2015).  

Las bacteriocinas producidas por las BAL son GRAS debido a que son 

fácilmente digeridos por las enzimas gástricas y pancreáticas antes de ser 

metabolizadas, no son toxicas y su espectro de inhibición es mayor al de las 

bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas. Su estabilidad y 

resistencia al calor se encuentra a rangos de pH bajos (Beristain et al., 2012; 

Kaur, et al., 2015; Yusuf & Hamid, 2013). 

 

2.10.3.2 Ácidos orgánicos  

 

Los ácidos orgánicos son el producto del metabolismo de los carbohidratos, los 

cuales al acumularse reducen el pH. Esta reducción de pH favorece el aumento 

del ácido no disociado (de origen lipofílico) que penetra en la pared celular de 

las bacterias Gram negativas hacia el citoplasma para ahí disociarse. Como 

consecuencia, aumenta la concentración de protones, superando el equilibrio 

intracelular, por lo que la célula agota sus reservas energéticas al expulsar al 

exterior el exceso de protones (la célula utiliza la bomba de protones para 

ello), provocando que el pH interno disminuya y la célula muera por la 

desnaturalización de proteínas y funciones celulares como la inhibición de ATP 

(Naidu et al., 1999; Rykers & Theron, 2012; Vásquez et al., 2009). 

Los ácidos orgánicos producidos principalmente por las BAL son el ácido láctico 

y el ácido acético, por el pK, el ácido acético (pk= 4.7) tiene mejor actividad 

antimicrobiana que el ácido láctico (pk=3.8), pero en conjunto actúan mejor, 

aumentando el espectro antimicrobiano contra bacterias gram positivas y 

gram negativas (Naidu et al., 1999; Rykers & Theron, 2012; Vásquez et al., 

2009).  
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2.10.3.3 Peróxido de hidrógeno 

 

Las BAL al ser microorganismos anaerobios aerotolerantes (Apéndice A), 

pueden crecer en presencia de oxígeno, para eso han desarrollado 

mecanismos enzimáticos para contrarrestar los efectos oxidativos celulares y 

así asegurar la supervivencia en el medio (Vásquez et al., 2009). 

En presencia de oxígeno molecular, las BAL generan peróxido de hidrógeno, el 

cual es un agente antimicrobiano que se acumula en el medio y oxida los 

constituyentes celulares de otros grupos microbianos (como los lípidos, 

proteínas y ácidos nucleicos) que son susceptibles a este compuesto (Vásquez 

et al., 2009). 

Las enzimas con las que las BAL pueden eliminar el oxígeno molecular del 

medio y producir peróxido de hidrógeno son: super oxido dismutasa (SOD), 

NADH peroxidasa, NADH oxidasa, piruvato oxidasa y α-Glicerofosfato oxidasa. 

Estas enzimas se encuentran en el citoplasma (Apéndice E) (Condon, 1987; 

Higuchi et al., 2000). 

 

2.10.3.4 Diacetilo 

 

El diacetilo o 2,3-butanodiona es un compuesto antimicrobiano y selectivo 

producido por las BAL heterofermentativas (y algunos otros microorganismos). 

Es considerado como GRAS debido a que no es tóxico y su efecto 

antimicrobiano tiene impacto sobre las bacterias Gram negativas y levaduras 

(Hao et al., 2017; Jyoti et al., 2003; Lanciotti et al., 2003). 
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2.11 Uso y aplicaciones de los microorganismos en suelo 

 

2.11.1 Biorremediación  

 

La biorremediación utiliza organismos vivos (bacterias, hongos, plantas, etc.) 

para transformar sustancias orgánicas que muchas veces son tóxicas a 

productos menos tóxicos e inofensivos al ambiente. Esta transformación 

depende de la capacidad del organismo, para que pueda obtener reservas 

energéticas para vivir y desarrollarse al impulsar y generar las condiciones 

necesarias para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos que residen 

ahí y llevar a cabo la biorremediación; los parámetros que se controlan son: 

el pH, el oxígeno, la temperatura y suministro de nutrientes para enriquecer 

el medio (Volke & Velasco, 2002). 

 

Los procesos catabólicos que realiza el organismo al degradar el sustrato que 

se quiera transformar, son de gran interés, de eso depende el producto inocuo 

que se quiera obtener al realizar el proceso de biorremediación. Esta 

tecnología utiliza microorganismos que ya residen ahí de manera natural 

(autóctonos) o son incorporados de otros sitios (exógenos); se puede llevar a 

cabo en el mismo lugar o no (in situ o ex situ), con o sin presencia de oxígeno 

(Volke & Velasco, 2002).  

 

La Biorremediación en fase sólida o también llamado composteo es llevada a 

cabo en condiciones controladas al cual se le adiciona compuestos orgánicos 

biodegradables como paja, estiércol, aserrín, etc., con el objetivo de mejorar 

y enriquecer los nutrientes del medio (Volke & Velasco, 2002). 
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2.11.2 Las BAL y los Microorganismos efectivos (EM)  

 

Los microorganismos efectivos (sigla en inglés de effective microorganisms, 

EM) son consorcios de microorganismos de origen natural, sin modificación 

genética, inofensivos y no tóxicos, caracterizándose por la coexistencia de 

microorganismos aerobios y anaerobios que son aplicados en la agricultura 

para reacondicionar suelos, mejorar la calidad de las plantas, semillas y frutos, 

así como la aplicación en animales para obtener un beneficio en la salud y 

mejorar su estado nutricional (Higa & Parr, 1994; Olle & Williams, 2013).  

Este consorcio está compuesto mayormente de bacterias ácido lácticas 

(Lactobacillus plantarum, L. casei, Streptococcus lactis, Propionibacterium 

freudenreichil), levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis), en 

menor cantidad bacterias fotosintéticas (Rhodopseudomonas palustris, 

Rhodobacter sphaeroides), actinomicetos (Streptomyces albus, S. griseus) y 

hongos (Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis) los cuales conviven entre sí en un 

cultivo líquido a un pH de 3.5-4 (Cóndor et al., 2007; Ndona et al., 2011; Higa 

& Parr, 1994; Olle & Williams, 2013). 

Esta idea fue desarrollada por el Profesor Teruo Higa en la Universidad de 

Ryukyus en Okinawa, Japón alrededor de 1980 (Higa & Wididana, 1991). La 

preparación de EM se ha comercializado en más de 120 países durante 30 

años; tiene varias aplicaciones, como, por ejemplo: estimular la mineralización 

de sustrato, acelerador en la descomposición de lodos reduciendo el mal olor, 

uso alternativo de productos químicos para limpieza en el hogar entre otros 

("EMRO Japan", 2018).  

También se vende el producto EM®1 como una aplicación para reducir los 

malos olores, compostaje de residuos sólidos y sanidad en la producción 

avícola y porcina (Ficha técnica del producto AMBIEM Ltda, 2018a; Ficha 

técnica del producto AMBIEM Ltda, 2018b). 
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Desde ese momento se ha desarrollado y empleado mucho esta técnica, la 

cual se ha aprobado en diversos países entre ellos Estados Unidos por medio 

del departamento de agricultura, catalogando a los EM como GRAS por la FDA 

(Food and Drug Administration), así mismo diferentes industrias han 

comercializado productos con EM para su empleo en la agricultura y ganadería. 

Los EM son usados también como "bokashi". Bokashi es una fermentación de 

compuestos orgánicos (como el salvado de trigo) adicionando EM. Es una 

estrategia adicional para optimizar la productividad en el campo de la 

agricultura (Ndona et al., 2011). 

 

2.11.2.1 EM y su aplicación en animales  

 

La producción avícola o porcina se lleva a cabo con la explotación intensiva de 

estos animales para consumo humano. Dicha práctica trae riesgos para los 

animales, debido a la alta densidad de la población en espacios reducidos, 

cambios en la dieta (tanto en composición como en proporción), variaciones 

en la temperatura ambiental, enfermedades por microorganismos, patologías 

digestivas y respiratorias, además de la acumulación de gases tóxicos y heces 

(Hoyos et al., 2008; Ladino & Rodríguez, 2009; Rondón et al., 2008). 

Esto genera mucho estrés en los animales, desencadena el desarrollo de 

microorganismos patógenos, se crea un desequilibrio en la flora intestinal del 

animal y provoca la disminución del estado de salud, por lo que el rendimiento 

en la producción disminuye y el costo por vacunas o antibióticos aumenta 

(Hoyos et al., 2008; Ladino & Rodríguez, 2009; Rondón et al., 2008).  

Los antibióticos se usan con el fin de erradicar alguna infección bacteriana 

(Salmonella enterica, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, etc) o bien, como 

suplemento alimentario para incrementar la eficiencia en el crecimiento y 
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desarrollo de los animales (Blajman et al., 2015; Florou-Paneri et al., 2013; 

García et al., 2016; Giraldo et al., 2015; Liong, 2015). 

Pero su uso se ha restringido o prohibido debido a que los patógenos se han 

hecho resistentes a muchos antibióticos por lo que existe un riesgo alto de que 

ocurra una trasferencia de genes resistentes desde los animales de consumo 

humano a la microbiota intestinal de humanos (Blajman et al., 2015; Florou-

Paneri et al., 2013; García et al., 2016; Giraldo et al., 2015; Liong, 2015). 

De igual manera, se ha visto que la carne o los huevos (que son 

comercializados para consumo humano), quedan contaminados con residuos 

de antibióticos, presentando hipersensibilidad en los consumidores humanos y 

desarrollo de resistencia hacia ese medicamento. Por ejemplo, la 

administración de la tetraciclina a las aves de corral deja residuo en sus huevos 

(Blajman et al., 2015; Florou-Paneri et al., 2013; García et al., 2016; Liong, 

2015). 

Todo esto ha llevado a la búsqueda de otros recursos y alternativas 

tecnológicas como es el uso de probióticos o EM® en el agua y alimentación 

de los animales, ya que es un buen agente desodorizante, además que 

incrementa el equilibrio en la flora bacteriana y la digestibilidad del alimento 

impactando en un aumento de peso y en la salud de estos animales (Hoyos et 

al., 2008; Ladino & Rodríguez, 2009; Liong, 2015).  

 Este impacto positivo se debe a que los microrganismos efectivos (EM®), al 

colonizar el tracto digestivo promueven la asimilación y digestibilidad de 

carbohidratos, lípidos y proteínas lo que aumenta la disponibilidad de los 

aminoácidos, además crean ambientes poco favorables para los patógenos 

confiriendo resistencia a enfermedades y mejoran el sistema inmune (Hoyos 

et al., 2008; Ladino & Rodríguez, 2009; Liong, 2015).  
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Otro punto positivo del uso de los EM es que no deja residuos en la carne o 

huevos, por lo que se asegura su uso para comercio humano (Hoyos et al., 

2008; Ladino & Rodríguez, 2009; Liong, 2015).  

 

3. Antecedentes 

 

El grupo de investigación en el Colegio de Postgraduados (COLPOS) se dedica 

a la búsqueda de microorganismos eficientes para el beneficio de la salud de 

animales domésticos para consumo humano (lechones).  

En el municipio de Chiautzingo se recolectó una muestra de tierra la cual tuvo 

una preparación especial (como se detallará más adelante). Este grupo de 

investigación encontró que al dársela de comer a los lechones favorecían su 

crecimiento. 

 

3.1 Localización de la muestra 

La muestra de suelo fue recolectada del monte, en el municipio de Chiautzingo, 

Puebla, a 45 min aproximadamente del Colegio de Postgraduados (COLPOS). 

Esta región es una zona de encinos cerca del volcán Iztaccihuatl, en donde no 

hay animales (Figura 5). 
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Figura 5. Localización geográfica de la Región donde fue recolectada la muestra (google 

earth, 2018). 
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Capítulo II 

Planteamiento del problema 

4. Justificación 

 

En la industria porcina se están buscando alternativas para preservar la salud 

de estos animales y disminuir el empleo de antibióticos. Se busca eliminar 

patologías digestivas derivadas de la administración de antibióticos que alteran 

la microbiota intestinal benéfica (Cortés & Gómez, 2011). Las bacterias acido 

lácticas (BAL) al ser consideradas por la OMS y FAO como probióticos, 

mantienen una relación simbiótica muy importante con el sistema 

gastrointestinal del organismo hospedero (Morelli & Capurso, 2012).  

 

Es así como las BAL brindarán a los cerdos protección inmunológica, 

impidiendo la adhesión de microorganismos patógenos y controlarán la 

homeostasis en el intestino, el cual tendrá un impacto positivo en el aumento 

de peso, al promover la asimilación de carbohidratos, lípidos y proteínas al 

incrementar la disponibilidad de los aminoácidos, la cual se verá reflejada en 

la salud de estos animales. Las BAL se han aislado de diferentes ambientes 

como productos lácteos o heces fecales de lactantes para consumo humano, 

siendo el suelo un ambiente poco explorado para encontrar BAL y ser 

empleadas como probióticos el en consumo animal o humano. 

 

Con la tecnología probada sobre los microorganismos efectivos (EM) creada 

en Japón alrededor de los años 80’s, se han encontrado una serie de 

microorganismos efectivos, los cuales en diferentes países se han evaluado 

con diferentes animales generando resultados exitosos, por lo que la búsqueda 

de BAL en este biopreparado puede resultar en una aplicación beneficiosa en 

lechones y animales domésticos de consumo humano. 
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5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo general 

Aislar e identificar las bacterias ácido lácticas con potencial probiótico 

presentes en un biopreparado de suelo. 

 

5.2 Objetivos particulares 

 

✓ Aislar bacterias ácido lácticas empleando medios de cultivo selectivos a 

partir del biopreparado de suelo.  

✓ Verificar que las bacterias aisladas no presenten actividad para la enzima 

catalasa. 

✓ Caracterizar su metabolismo mediante pruebas bioquímicas y el uso de tiras 

API®. 

✓ Extraer y purificar el ADN de las cepas seleccionadas. 

✓ Amplificar la región del gen ribosomal 16S mediante la técnica de PCR punto 

final. 

✓ A partir de las secuencias obtenidas, elaborar y analizar los árboles 

filogenéticos construidos para establecer la historia evolutiva de los 

microorganismos aislados. 

✓ Evaluar y seleccionar las cepas aisladas con base en ensayos que permitan 

considerarlas como probióticas. 

 

 

6. Hipótesis 

 

Si el tratamiento que presenta el biopreparado favorece el crecimiento de 

bacterias ácido lácticas, entonces se podrán aislar e identificar BAL que 

presenten potencial probiótico. 
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Capítulo III 

 

7. Desarrollo experimental 

 

Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia experimental 

Selección de las 
materias primas para la 

elaboración del 
biopreparado (COLPOS)

Fermentación del 
biopreparado 

(COLPOS)

Aislamiento de 
bacterias en Medio 

MRS

Selección por 
morfología

Pruebas de potencial  
Probiótico 

Resistencia a 
sales biliares

Pruebas de 
Antagonismo

pH

Pruebas 
Bioquímicas (Tiras 

API)

Prueba 
Catalasa

Pruebas 
moleculares

Diseño y 
Elaboración de 

primers

Amplificación del 
Gen 16S

Secuenciación del 
Gen 16S

Alineamiento con 
bases de datos 

(NCBI)

Elaboración de 
árboles filogenéticos



41 

7.1 Origen y elaboración del biopreparado 

 

Las muestras que se analizaron en el laboratorio provienen del biopreparado, 

y fueron tomadas de una fermentación sólida anaerobia a partir de una porción 

de suelo. El biopreparado se elaboró con un costal de tierra (hojarasca) 

recogida de un monte en el cual crecen encinos y otro costal recogido en un 

bosque que se encuentra en la ladera del volcán Popocatépetl. Ese material en 

descomposición fue mezclado con 40 Kg de salvado de trigo y 20 L de melaza 

diluida con agua de lluvia colectada en un tanque de cemento. La mezcla 

preparada se comprimió a fin de retirar el oxígeno y se tapó. La mezcla se dejó 

fermentar 22 días, cerrado herméticamente (este procedimiento se realizó en 

el COLPOS). 

 

7.2 Muestreo y manipulación de la muestra que provenía del biopreparado 

 

A partir de esa fermentación que duró 22 días, se recolectó una porción en un 

frasco de vidrio para su posterior análisis. En el laboratorio bajo condiciones 

de asepsia se realizó un muestreo aleatorio estratificado, en el cual la muestra 

de tierra se subdividó en subgrupos y en cada estrato se realizó un muestreo 

aleatorio simple (Volke et al., 2005). Brevemente, se vació el contenido del 

frasco a una hoja de papel resistente aproximadamente de 15 cm2, se 

homogenizó la muestra y se dividió la tierra en 4 partes iguales numerándolas 

del 1 al 4 en sentido de las manecillas del reloj, esto con el fin de obtener una 

muestra lo más representativa posible. 

 

Se tomó y separó las fracciones 1 y 3 y se colocaron en el frasco original. Las 

fracciones 2 y 4, que quedaron en la hoja de papel, se homogenizaron con la 

espátula y se realizó un nuevo fraccionamiento. 
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Se tomaron las fracciones 2 y 4 y se regresaron al frasco inicial. Las fracciones 

que quedaron en la hoja de papel se homogenizaron con la espátula. Este 

procedimiento se repitió hasta obtener solo 10 gramos de tierra.  

 

7.3 Aislamiento de BAL 

 

En condiciones de asepsia, se transfirieron los 10 gramos de tierra en una 

bolsa estéril para “Stomacher” y se le añadieron 90 ml de solución isotónica 

de cloruro de sodio estéril a una concentración de 0.85 %. Se realizó el 

homogenizado de la muestra en un “Stomacher”, a una velocidad normal 

durante 1 min. 

Se hicieron diluciones decimales a partir del homogenizado obtenido hasta la 

dilución 10-7, tomando 1 ml del homogenizado y diluyéndolo en 9 ml de 

solución isotónica de cloruro de sodio estéril a una concentración de 0.85 %. 

Se depositaron 200 µl de la dilución en cajas Petri con medio estéril. Se realizó 

un estriado para poder aislar los microorganismos (Figura 7).  

Los medios de cultivo empleados fueron Agar nutritivo y Agar MRS, se 

esterilizaron a 121°C por 15 min y aproximadamente a una temperatura de 

37°C se añadió nistatina como antifúngico.  

Se dejó incubar las cajas inoculadas con Agar nutritivo y MRS a una 

temperatura de 37°C por 48 h (Difco & BBL Manual, 2009; HiMedia 

Laboratories, 2012; Rogosa et al., 1951). 
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Figura 7. Descripción gráfica de la técnica de vertido en placa (Ramírez et al., 2013). 

 

 

7.4 Análisis morfológico 

 

Se seleccionaron 20 colonias al azar por tinción de Gram, pero solo 9 

presentaron una tinción de Gram positiva y con morfología uniforme. Se utilizó 

a Lactobacillus paracasei como cepa control (Ramírez et al., 2013). 

 

 

7.5 Prueba de catalasa 

 

De cada colonia que creció en el agar MRS se tomó una asada y en un 

portaobjetos se añadió 0.3 ml de peróxido de hidrógeno al 3%. Se realizó la 

misma prueba para la colonia control. 
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La prueba se considera positiva si hay presencia de burbujas en la colonia. La 

prueba se considera negativa por la ausencia de burbujas. 

7.6 Pruebas bioquímicas 

 

Se realizó el perfil bioquímico a las 9 colonias aisladas, mediante la galería 

API® 50 CH de la marca de Biomerieux®; para la realización de estas pruebas 

se siguió las instrucciones del fabricante (Biomériux, 1989). El inóculo de cada 

una de las 9 cepas se estandarizó de acuerdo con la escala número 2 de Mc 

Farland (Patrón de turbidez BBL preparado, 2005) y se aplicó a la galería API® 

50 CH. Se dejó incubar por 48 horas a 37 °C. Posteriormente, se anotó que 

pozos si tuvieron cambio en el color y esos datos se ingresaron al programa 

ApiwebTM proporcionado por el fabricante Este programa ya tiene una base de 

datos que permite identificar a la cepa por género, especie y/o subespecie. 

 

7.7 Pruebas genéticas 

 

Para identificar genéticamente a cada una de las 9 cepas, se amplificó la región 

que codifica para la subunidad pequeña del ribosoma 16S, mediante el uso de 

cebadores específicos para la amplificación de este gen (Tabla 1) (Weisburg et 

al., 1991). 

 

Tabla 1. Información y secuencia de los cebadores utilizados  

(Weisburg et al., 1991). 

Cebador 

cadena 

directa 

(secuencia 

5’-3’) 

FD1 

ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

Temperatura de 

fusión (Tm) 

55 °C 

 

% 

Guanina-

Citosina 

 51.3 

Cebador 

cadena 

reversa 

(secuencia 

5’-3’) 

RD1 

cccgggatccaagcttAAGGAGGTGATCCAGCC 

Temperatura de 

fusión (Tm) 

55 °C 

% 

Guanina-

Citosina 

60.6 
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7.7.1 Preparación de la muestra 

 

Cada una de las 9 cepas se cultivó en 10 ml de medio caldo MRS por 24 h a 

37°C. Se midió la densidad óptica a 600nm en un espectrofotómetro de luz 

ultravioleta (U.V.) y la concentración celular se ajustó aproximadamente a 1.0 

de absorbancia para tener suficientes células para la extracción de ADN. 

 

7.7.2 Extracción de ADN  

 

Para aislar el DNA genómico se utilizó el kit Fast ID de la marca Genetic DNA, 

INC. La extracción de ADN se realizó según el protocolo descrito por el 

proveedor del kit Fast ID, al cual se le realizaron algunas modificaciones 

(Genetic ID NA, Inc, 2017). La metodología se describe a continuación. 

Se diluyó la proteinasa K en 2 mL de agua grado biología molecular, a fin de 

obtener una solución 10 mg/mL. Se concentró el paquete celular en un tubo 

para centrifuga de 2 mL, y se agregó 1 mL de buffer de Lisis, 3 µL de Lisozima 

(1 mg/mL) y 10 µL de Proteinasa K. Se diluyó completamente y se incubó a 

65 °C durante 30 minutos (min) en el equipo Thermomixer. Se agregaron 500 

µL de cloroformo y se agitó vigorosamente en el vórtex por 5 segundos (s). 

Se centrifugó a 10,000 rpm, 5 min. Se tomó la fase superior, sin tocar la capa 

intermedia y se pasó a otro tubo para centrifuga de 2 mL.  

 

Se agregaron 500 µL de Buffer de unión y se agitó en el vórtex brevemente. 

Se centrifugó a 10,000 rpm por 5 min. Se pasó el sobrenadante a través de 

una de las columnas para retención de ADN mediante centrifugación (10,000 

rpm, 1 min). Se agregaron 650 µL de buffer de lavado y se centrifugó a 10,000 
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por 1 min. Se realizaron tres lavados con EtOH al 75 % (se agregaron 650 µL 

de etanol y se centrifugó a 10,000 por 1 min cada vez). Se desechó el alcohol 

colectado y se secó la columna mediante un centrifugado de 1 min a 12,000 

rpm. Se colocó la columna en un tubo nuevo para centrifuga de 1.6 mL y se 

agregaron 50 µL de Buffer TE previamente calentado a 65 °C. Se calentaron 

las muestras a 65 °C durante 10 min. Pasado el tiempo se centrifugó 1 min a 

13,00 rpm, para eluir y colectar el ADN. Repetir con otros 50 µL de buffer TE. 

Se conservó el ADN colectado a -20°C. 

 

7.7.3 Cuantificación de ADN de las 9 cepas 

 

Se cuantificó el ADN aislado en un espectrofotómetro de la marca BIOTEK 

modelo EPOCH, y se elaboró un gel de agarosa al 1 % para corroborar la 

integridad de ADN después de la extracción; se corrió en una cámara para 

electroforesis a 80 volts por aproximadamente 30 min. La muestra fue teñida 

con bromuro de etidio y se reveló bajo luz ultravioleta. 

 

7.7.4 Amplificación de la región ADN ribosomal 16S 

 

Para la amplificación del gen ribosomal 16S se mandaron a construir los 

cebadores (primers) en SIGMA-Aldrich (Tabla 1). Se amplificó la región de 

ADN que codifica para la subunidad pequeña del ribosoma 16S en un 

termociclador de la marca APPLIED BIOSYSTEMS modelo Veriti 96 well (Tabla 

2 y 3). Se elaboró un gel de agarosa al 1 % (para corroborar la integridad del 

PCR) en una cámara para electroforesis y se corrió a 90 volts por 

aproximadamente 30 min. La muestra fue teñida con bromuro de etidio y se 

reveló bajo luz ultravioleta.  
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Tabla 2. Concentración de los componentes utilizados para llevar a cabo la 

amplificación del gen ADNr 16S en PCR tiempo final (PCRTF). 

Componente Stock Concentración 

final 

Para 1 reacción 

dNTP’s 10 mM 0.2 mM 1 µl 

Buffer +MgCl2 10 x 1 x 5 µl 

Enzima Pfu 2.5 U/ µl 1.25 U totales 0.5 µl 

Primer Fw 10 µM 0.2 µM 1 µl 

Primer Rv 10 µM 0.2 µM 1 µl 

ADN 10 ng/ µl 50 ng totales 5 µl 

Agua 5 ml - 36.5 µl 

Cebador Fw=cadena directa; cebador Rv=cadena reversa 

 

Tabla 3. Condiciones de PCRTF para la amplificación del gen ADNr 16S 

Etapa Condiciones Ciclos 

Apertura de la cadena 95 °C, 10 min 1 

Desnaturalización 95 °C, 2 min 

35 Unión de cebadores 55 °C, 30 s 

Elongación 72 °C, 1 min 

Término 72 °C, 10 min 1 

 

7.7.5 Electroforesis previa a la purificación de ADN 

 

Se elaboró un gel de agarosa al 1% y se corrió en una cámara para 

electroforesis a 90 volts por 30 min, el gel se reveló con bromuro de etidio y 

se visualizó en el equipo GEL DOC XR+ de la marca de BIORAD modelo 

universal Hood II. Para obtener resultados óptimos, se cortaron las bandas del 

gel con un peso molecular de 1500 pb. 
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7.7.6 Purificación de ADN mediante kit GenEluteTM Minus EtBr Spin Columns 

 

Las bandas se purificaron con el kit GenEluteTM Minus EtBr spin columns de la 

marca de SIGMA de acuerdo con las especificaciones del fabricante. 

Se colocó una columna del kit GenElute menos EtBr spin en un tubo eppendorf 

para recolectar el ADN. Se lavó la columna de centrifugación añadiendo 100 

μl de 1 x TE (10mM Tris, pH 8.0, con EDTA 1 mM). Se centrifugó la columna a 

una máxima velocidad 14,000 rpm durante 5-10 s (la columna no debe dejarse 

secar). Se descartó el eluído de lavado. Se cargó el trozo cortado del gel en la 

columna y se centrifugó a una máxima velocidad 14,000 rpm durante 10 min. 

El ADN recolectado y purificado está listo para mandarse a secuenciar. El ADN 

se almacenó a -20°C para su envío. 

 

7.7.7 Secuenciación del ADN purificado 

 

Las muestras se mandaron a la empresa MACROGEN Korea para conocer la 

secuencia genética del ADN ribosomal 16S de los 9 microorganismos. 

 

7.7.8 Análisis de secuencias  

 

Las secuencias de las cepas enviadas por Macrogen fueron ingresadas en el 

programa BLAST para nucleótidos y fueron comparadas con las secuencias en 

el banco de datos de NCBI (National Center of Biotechnology) (Madden, 2013). 

Se tomaron las secuencias con mayor similitud y se alinearon con el programa 

Multalin (Corpet, 1988) y Clustal W (Larkin et al., 2007). 
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7.8 Árbol filogenético  

 

Se elaboró un árbol filogenético con las secuencias de ADN ribosomal 16S de 

las cepas del biopreparado y las secuencias que fueron similares a éstas en el 

BLAST. Se utilizó el programa Mega 6 bajo el método de Neighbor-Joining y 

fue inferido entre 10,000 remuestreos; se calculó la distancia filogenética con 

el método Tamura-Nei (Saitou & Nei, 1987; Tamura & Nei, 1993; Tamura et 

al., 2013).  

 

7.9 Pruebas de actividad probiótica 

 

Se determinaron en las 9 cepas las siguientes pruebas probióticas. 

 

7.9.1 Resistencia a la acidez gástrica 

 

Para evaluar la resistencia que tienen las cepas a crecer en pH ácido, se realizó 

una prueba cualitativa en la que se inocularon 100 µL de cada una de las 9 

cepas y el control en 2 ml de caldo MRS con diferentes valores de pH. Cada 

cepa se inoculó a pH 3, 4, 5.5 y 7. Las cepas se dejaron crecer 24 h a 37 °C 

en condiciones microaerofílicas y se observaron resultados. 

 

La resistencia a la acidez se considera positiva si se observa turbidez en el 

medio. La prueba es negativa si no se observa turbidez. 
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7.9.2 Resistencia a las sales biliares 

 

Con esta técnica se cuantificó la resistencia a las sales biliares de las 9 cepas. 

En la primera corrida llamada serie testigo se hizo con el fin de ver si la cepa 

a evaluar era viable y cuantificar el número de colonias que crecieron en el 

agar MRS. Se tomó 1 ml de un cultivo fresco de cada cepa y se depositó en 9 

ml de caldo MRS; en total la serie se conformó de 6 tubos de ensayo que 

correspondieron a las de diluciones decimales 10-1 a 10-6. 

 

Para evaluar la resistencia a las sales biliares, es decir, cuantificar la 

sobrevivencia de las células al tratamiento, se tomó 1 ml de un cultivo fresco 

de cada cepa y se depositaron en 9 ml de caldo MRS, en esta corrida se le 

añadió al caldo MRS sales biliares de buey a una concentración de 0.5 % de la 

marca Sigma. Esta serie se conformó de 6 tubos de ensayo que 

correspondieron a las de diluciones decimales 10-1 a 10-6. 

 

En las dos series decimales se tomó 1 μl de la cepa a evaluar y se depositó en 

cajas Petri con agar MRS. Se incubaron a 37 °C por 24 h. Se observaron 

resultados. Se realizó un conteo de las colonias sobrevivientes al tratamiento 

con sales biliares y se comparó con las colonias que crecieron en la serie 

testigo. 

 

7.9.3 Pruebas de actividad antagónica 

 

Para reactivar las 9 cepas, se sembraron en caldo BHI (medio rico en 

nutrientes para microorganismos de difícil desarrollo), se incubaron a 37 °C 

por 24 h. Posteriormente se preparó agar BHI y se esterilizó a 121 °C durante 

15 min. Se vació el agar en cajas Petri de plástico de 100 x 15 mm y se esperó 

a que solidificaran. Se hizo una estría en el centro de la caja con la cepa a 
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probar y se dejó incubar por 24 h a 37°C. Después de que se corroboró que 

había crecimiento en la cepa principal, se hicieron estrías horizontales a cada 

lado de la cepa central sin tocarla (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Método para la prueba de antagonismo. (Imagen elaborada para este trabajo) 

 

 

Las cepas utilizadas fueron: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Bacillus 

pumilus, en todas las cajas Petri se conservó ese mismo orden y se realizó por 

duplicado. Se observaron resultados (Figura 8). 

 

La prueba se considera como positiva si la cepa a probar produce un halo de 

inhibición a lo largo de la cepa patógena. La prueba de antagonismo es 

negativa si hay crecimiento del patógeno en donde se realizó la estría 

horizontal. 
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Capítulo IV 

 

8. Resultados 

 

8.1 Características físicas y sensoriales del biopreparado 

 

Se inspeccionó la apariencia que tuvo la muestra que se fermentó 

anaeróbicamente; se percibió un aroma dulce, con notas fermentadas. Es de 

color café oscuro, contiene restos de semillas, hojas, palos delgados y 

degradados de distintos tamaños, piedras pequeñas y restos de materia 

orgánica en descomposición (Imagen 1). 

            

Imagen 1. Muestra total de la fracción que provenía del biopreparado. 

 

8.2 Muestreo y manipulación del biopreparado 

 

Con el fin de tomar una muestra representativa del frasco proveniente del 

biopreparado, se realizó un muestreo aleatorio estratificado. La muestra se 

fraccionó en 4 hasta pesar 10 gramos para llevar a cabo la técnica de vertido 

en placa (Imagen 2). 
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Imagen 2. Fraccionamiento de la muestra en el sentido de las manecillas del reloj y pesaje 

de la muestra. 

8.3 Crecimiento de cepas 

 

Las cepas se obtuvieron después de 24 h de crecimiento obteniendo los 

siguientes resultados mostrados en las tablas 4 y 5; se observa el aislamiento 

de colonias en las imágenes 3 y 4. La diferencia en la masa microbiana en 

cada medio de cultivo (agar nutritivo y agar MRS) es debido a que el agar MRS 

está enriquecido, por lo que facilitó el crecimiento de microorganismos con 

requerimientos nutritivos exigentes. 

 

Tabla 4. Características de las colonias en Agar nutritivo. 

Inóculo 

Conteo de 

microorganismos 

(UFC/g muestra) 

Descripción de las colonias 

en el medio Agar nutritivo 

Control (sin 

inóculo) 
0 Sin crecimiento 

Muestra de 

biopreparado 

 

2.2 x10 5 
Colonias grandes, bordes enteros circulares 

enteros, de elevación convexa. 
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Imagen 3. Colonias en medio Agar nutritivo 

 

Tabla 5. Características de las colonias en Agar MRS 

Inóculo 

Conteo de 

microorganismos 

(UFC/g muestra) 

Descripción de las colonias en el medio 

Agar MRS 

Control (sin 

inóculo) 
0 Sin crecimiento 

Muestra de 

biopreparado 

1.5 x10 7 UFC/g 

 

Presentaron colonias pequeñas de forma 

puntiforme, de bordes enteros circulares, con 

una elevación convexa, de textura cremosa, y 

colores que van del color blanco al crema claro y 

oscuro. 

 

8.4 Selección de cepas 

Del Agar MRS (Imagen 4a) se seleccionaron 20 colonias al azar, al realizar la 

tinción de Gram se descartaron 11 colonias que presentaban tinción Gram 

negativa. Las 9 colonias que se conservaron presentaron las siguientes 

características: Tinción de Gram positiva, con morfología de bacilos; no se 

encontraron otras morfologías (Tabla 6). La Imagen 4b muestra un ejemplo 

de un aislamiento por estría de una de las colonias. 
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a)  b)  

Imagen 4. a) Crecimiento de las colonias en medio Agar MRS, b) Aislamiento por estría de 

una de las colonias (colonia 6). 

 

Tabla 6. Criterio de selección para las colonias de estudio en Agar MRS 

Cepa Criterio Morfología encontrada 

2, 6, 7, 8, 11, 13, 15 Gram positivo Bacilos cortos 

3, 12 Bacilos medianos 

 

Estas colonias se resembraron 3 veces hasta verificar su viabilidad en el mismo 

medio y su pureza (que presenten la misma morfología), en la Tablas 7 y 8 se 

muestra la descripción que tuvieron las cepas. De igual manera en las 

Imágenes 5 y 6 la vista que presentaron en el microscopio. 
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cepa 2   cepa 6  

cepa 7      cepa 8 

cepa 11       cepa 13 

               cepa 15 

 

Imagen 5. Morfología vista en el microscopio (100x) de las cepas aisladas del Agar MRS. 
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cepa 3        cepa 12 

Imagen 6. Morfología vista en el microscopio (100x) de las cepas aisladas del Agar MRS. 

 

Tabla 7. Descripción de las colonias aisladas de acuerdo con su crecimiento 

en Agar MRS. Características macroscópicas. 

Característica Observación 

Forma Puntiforme 

Bordes Circular, entero 

Elevación Convexa 

Textura Viscosa 

Color Crema-blanco 

 

Tabla 8. Resumen de las características de las colonias aisladas. 

Cepa 
Características 

microscópicas 

Características macroscópicas de las 

colonias en el medio agar MRS 

Clasificación 

del Gram 

2 bacilos cortos 

Forma: puntiforme, Bordes: circular 

entero, elevación: convexa, textura: 

Viscosa, color: crema-blanco 

+ 

6 bacilos cortos + 

7 bacilos cortos + 

8 bacilos cortos + 

11 bacilos cortos + 

13 bacilos cortos + 

15 bacilos cortos + 

3 bacilos medianos + 

12 bacilos medianos + 
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8.4 Prueba de catalasa 

 

No se detectó presencia de burbujas, por lo que la prueba es negativa para las 

9 colonias y el control. 

 

8.5 Pruebas Bioquímicas 

 

A cada cepa se le realizó el perfil bioquímico (incluyendo a la cepa control), 

mediante la galería API® 50 CH (Imagen 7 y Apéndice C).  

De acuerdo con cada perfil de fermentación, Apiweb TM arrojó que las cepas 6, 

12, 13 15 y cepa control se identificación como Lactobacillus paracasei 

paracasei, para la cepa 2, 7 y 8 se identificó como Lactobacillus brevis. La cepa 

3 se identificó como Pediococcus ssp y para la cepa 11 Lactobacillus 

rhamnosus. Todas las cepas tuvieron un porcentaje de identificación arriba del 

99% y 89.4% para el control. En la Tabla 9 se muestran los resultados 

obtenidos. 
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a)   

 b)   

Imagen 7. Galería API® 50 CH. Perfil de fermentación de la colonia 6. b) En la parte superior 

se muestra la galería inoculada antes de incubar; b) En la parte inferior se muestra la galería 

inoculada después de incubar. 
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Tabla 9. Resultados de las pruebas bioquímicas (Galería API® 50 CH) 

obtenidas por Apiweb TM. 

Cepa 
Identificación en 

programa informático 

Porcentaje (%) de identificación 

con desviación estándar 

Control: 

Lactobacillus 

paracasei 
Lactobacillus paracasei 

paracasei 

89.4 %, T= 0.94 

6 99.8 %, T= 0.95 

12 99.8 %, T= 0.95 

13 99.5 %, T= 1.00 

15 99.8 %, T= 0.95 

2 

Lactobacillus brevis 

99.9 %, T= 0.89 

7 99.1 %, T= 0.95 

8 99.0 %, T= 0.88 

3 Pediococcus spp. 99.9 %, T= 0.97 

11 Lactobacillus rhamnosus 99.7 %, T= 0-99 

 

 

8.6 Extracción de ADN  

 

Se realizó la extracción de ADN para las 9 cepas mediante el kit Fast ID y el 

ADN obtenido se cuantificó en un espectrofotómetro de la marca BIOTEK 

modelo EPOCH. No se observaron impurezas en la extracción debido a que la 

absorbancia a 260 nm es mayor que la absorbancia a 280 nm (Tabla 10 y 

Apéndice F). 
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Tabla 10. Resultado de la cuantificación de ADN genómico para las nueve 

cepas. 

Cepa Cantidad de ADN ng/µL Pureza (260/280 nm) 

2 10.872 2.476 

3 89.873 2.032 

6 29.634 2.144 

7 61.572 1.983 

8 12.162 2.275 

11 14.715 2.333 

12 70.317 1.979 

13 38.957 2.085 

15 103.314 2.023 

  

Se elaboró un gel de agarosa 1% (Imagen 8), se usó el marcador de peso 

molecular Thermo Scientific MassRuler ADN de alto rango. 

 

Imagen 8. Extracción de ADN de las colonias problema y el control. Carril 1: Marcador de 

peso molecular, carril 2: Lactobacillus paracasei, carril 3: colonia 2, carril 4: colonia 3, carril 

5: colonia 6, carril 6: colonia 7, carril 7: colonia 8, carril 8: colonia 11, carril 9: colonia 12, 

carril 10: colonia 13, carril 11: colonia 15, carril 12: Marcador de peso molecular. 
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En la Imagen 8, los carriles 4, 6 y 10 se observan pequeñas bandas menores 

a 1500 pares de bases, posiblemente sean plásmidos contenidos en las 

colonias. En la misma fotografía se observan bandas de ADN con más de 

10,000 pares de bases, con esto se corrobora que la integridad del ADN es 

buena.  

8.6.1 Amplificación de la región ADNr 16S. 

 

Una vez obtenido el ADN, se hizo la amplificación de la región que codifica para 

la subunidad pequeña del ribosoma 16S, se usaron los cebadores mostrados 

en la Tabla 1 bajo las condiciones de reacción de la Tabla 2, 3. En las imágenes 

9 y 10, se observan los amplicones del gen ADNr 16S. 

 

 

Imagen 9. Gel de agarosa 1%, las bandas que se muestran son los productos de amplificación del 

ribosoma 16S. Carril 1: marcador peso molecular Mass ruler, carril 2: blanco: sin banda, carril 3: L. 

paracasei: con banda, carril 4: colonia 2: con banda, carril 5: colonia 2: con banda, carril 6: colonia 3: 

sin banda, carril 7: colonia 3: si banda, carril 8: colonia 6: con banda, carril 9: colonia 6: con banda, 

carril 10: colonia 7: con banda tenue, carril 11: colonia 7: con banda, carril 12: colonia 8: con banda, 

carril 13: colonia 8: con banda 
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Imagen 10. Gel de agarosa 1%, las bandas que se muestran son los productos de 

amplificación del ribosoma 16S. Carril 1: marcador peso molecular Mass ruler, carril 2: 

blanco sin banda, carril 3: colonia 11 con banda, carril 4: colonia 12 con banda, carril 5: 

colonia 12 con banda, carril 6: colonia 13 sin banda, carril 7: colonia 13 si banda, carril 8: 

colonia 15 con banda, carril 9: colonia 15 con banda. 

 

Después de verificar en cuales muestras si hubo amplificación (Imágenes 9 y 

10), se inició otro PCR con las mismas condiciones (Tablas 1, 2 y 3). 

Posteriormente se elaboró un gel de agarosa al 1% y las bandas se cortaron 

para poder purificar el ADN y posteriormente enviar a secuenciar los 

amplicones de las cepas 2, 6, 8, 11, 12 13 y 15 (Imagen 11). 
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Imagen 11. Gel de agarosa al 1%. Las bandas mostradas son las que se cortaron, se 

purificaron y se mandaron secuenciar. Solo se presenta uno de los dos geles, siendo similar 

el otro para las demás cepas. Carril 1: marcador de peso molecular MassRuler alto rango, 

carril 2-4: amplicones de las colonias. 

 

8.7 Purificación de ADN  

 

De estos geles se cortaron las bandas y se purificaron con el kit GenEluteTM 

Minus EtBr spin columns de la marca de SIGMA para poder obtener el ADN y 

enviar a secuenciar en la empresa de MACROGEN.  

8.8 Identidad de las cepas BAL 
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En la tabla 11 se muestran los resultados de los alineamientos de las 

secuencias genéticas analizadas para cada cepa con el NCBI y su identidad a 

través del programa BLAST para nucleótidos. Para la cepa 3, 7, 13 y 15 no se 

logró obtener alguna identidad conocida, por lo que se reporta como no 

disponible. La secuencia genética de la cepa 2 y 11 se alineó con 3 

microorganismos Lactobacillus paracasei, rhamnosus y casei con un 

porcentaje de identidad del 99 % para la cepa 2 y 86 % para la cepa 11; la 

secuencia genética de la cepa 6 se alineó con Lactobacillus paracasei con un 

porcentaje de identidad del 83 %; la secuencia genética de la cepa 8 se alineó 

con Lactobacillus sunki y parakefirii con un porcentaje de identidad del 94 %; 

la secuencia genética de la cepa 12 se alineó con Lactobacillus acidipiscis con 

un porcentaje de identidad del 90 %. 

 

Tabla 11. Identidad de las cepas seleccionadas por alineamiento con el NCBI 

a través del programa BLAST para nucleótidos. 

Cepa 
Pruebas genéticas 

Identidad % ident Valor de E 

2 Lactobacillus paracasei, rhamnosus, casei  99 0.0 

3 No disponible - - 

6 Lactobacillus paracasei 83 1e-36 

7 No disponible - - 

8 Lactobacillus sunki, parakefirii 94 0.0 

11 Lactobacillus rhamnosus, casei, paracasei  86 0.0 

12 Lactobacillus acidipiscis 90 0.0 

13 No disponible - - 

15 no disponible - - 
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8.9 Árbol filogenético 

 

Se construyó un árbol filogenético con secuencias obtenidas del ADNr 16S. 

Como control negativo se utilizó la secuencia del gen ribosomal 16S de 

Escherichia coli para comprobar que el agrupamiento fuera certero.  

El árbol consenso fue construido con las 35 secuencias analizadas obtenidas 

del programa BLAST, las cuales fueron muy similares a las cepas que se 

aislaron del biopreparado. El valor junto al nodo corresponde al porcentaje en 

que fueron asociadas las secuencias en el mismo clado en el análisis de 

boostrap.  
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Figura 9. Análisis filogenético molecular. La historia evolutiva se dedujo mediante el método de máxima verosimilitud 

basado en el modelo de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). Se muestra el árbol con mayor probabilidad de registro 

(-693.7904). El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados se agrupan se muestra junto a las ramas. El 

Árbol inicial para la búsqueda heurística se obtuvo aplicando el método de Neighbor-Joining a una matriz de distancias 

parejas estimada utilizando el enfoque de probabilidad máxima compuesta (MCL). El árbol se dibuja a escala, con 

longitudes de rama medidas en el número de sustituciones por sitio. El análisis involucró 35 secuencias de nucleótidos. 

Se eliminaron todas las posiciones que contenían vacíos y datos perdidos. Había un total de 152 posiciones en el 

conjunto de datos final. Análisis evolutivos se realizaron en MEGA6 (Tamura et al., 2013). 

 Lactobacillus parabuchneri AB429372.1

 Lactobacillus parabuchneri NR041294.1

 Lactobacillus parakefiri AB447485.1

 Lactobacillus kefiri AB429371.1

 Lactobacillus kefiri AY363303.1

 Lactobacillus buchneri NR041293.1

 Lactobacillus buchneri AB429368.1

 Lactobacillus sunkii AB366394.1

 Lactobacillus sunkii AB366397.1

 Lactobacillus parakefiri AB429373.1

 Lactobacillus sunkii NR041656.1

 8

 Lactobacillus hilgardii LC064898.1

 Lactobacillus brevis NR044704.1

 Lactobacillus brevis HQ702478.1

 Lactobacillus plantarum NC004567.2

 Lactobacillus salivarius KY969260

 Lactobacillus salivarius NC007929.1

 12

 Lactobacillus acidipiscis LN898271.1

 Lactobacillus acidipiscis JQ043375.1

 Lactobacillus acidipiscis KX139191.1

 Lactobacillus hilgardii KJ128234.1

 11

 6

 Lactobacillus paracasei AB362764.1

 Lactobacillus rhamnosus KT803961.1

 Lactobacillus rhamnosus WGU812309.1

 Lactobacillus rhamnosus NC013198.1

 Lactobacillus paracasei NR121787.1

 Lactobacillus paracasei KF030769.1

 Lactobacillus casei NC008526.1

 Lactobacillus casei KP326371.1

 2

 Escherichia coli J01859.1
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8.10 Pruebas de actividad Probiótica 

 

8.10.1 Resistencia a la acidez gástrica 

 

Se realizó de manera cualitativa la resistencia a pH, es decir solo se comprobó 

la presencia o ausencia de crecimiento de las cepas a diferentes valores de pH.  

 

Se observó crecimiento bacteriano en todos los tubos con desarrollo de 

turbidez en el medio. El control que se utilizó fue en medio caldo MRS, en el 

cual no hubo desarrollo microbiano. En la Tabla 12 se muestran los resultados. 

 

 

Tabla 12. Resultados cualitativos de la prueba de resistencia a pH.  

 

Cepas 
pH 

3 4 5.5 7 

control x x x x 

2 ✓ ✓ ✓ ✓ 

3 ✓ ✓ ✓ ✓ 

6 ✓ ✓ ✓ ✓ 

7 ✓ ✓ ✓ ✓ 

8 ✓ ✓ ✓ ✓ 

11 ✓ ✓ ✓ ✓ 

12 ✓ ✓ ✓ ✓ 

13 ✓ ✓ ✓ ✓ 

15 ✓ ✓ ✓ ✓ 

✓: Crecimiento de la cepa en el medio, presencia de turbidez en el medio. 

X: Sin crecimiento, ausencia de turbidez 
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8.10.2 Sales biliares 

 

En la Tabla 13 se muestra la viabilidad de las cepas en Agar MRS antes de 

someterlas a las pruebas de sales biliares (serie testigo) y a la sobrevivencia 

de las cepas en Agar MRS después de someterlos a la prueba de sales biliares 

de buey con una concentración de 0.5%, las dos series se incubaron a 37°C 

por 24 h. Los resultados se expresan como unidades formadoras de colonias 

por mililitro (UFC / mL). La cepa 3 presentó una cuenta menor a 10 UFC / ml, 

por lo que se considera un valor estimado y que la cepa no resistió al 

tratamiento con sales biliares.  

A mayor número de UFC / mL que presentan las cepas 7, 8 y 11 se pudo 

observar que presentan mayor resistencia al tratamiento con sales biliares que 

las cepas 2, 6, 12, 13 y 15, estas últimas presentan resistencia en menor 

grado. Este grado de resistencia se compara con la cuenta de la serie testigo 

a la cual no se le agregó sales biliares.  

Tabla 13. Comparación de resultados antes y después de tratamiento con 

sales biliares en Agar MRS. 

Cepa 

Serie testigo  

(antes de tratamiento) 

Serie con sales biliares al 0.5 %  

(después de tratamiento) 

Resultado (UFC / mL) Resultado (UFC / mL) 

2 60x 104 17 x 104 

3 39x 104 < 10 valor estimado, sensibilidad del método 

6 8x 104 3.6 x 104 

7 730 x 104 530 x 104 

8 750 x 104 240 x 104 

11 13x 104 12 x 104 

12 11x 104 4 x 104 

13 52x 104 11 x 104 

15 39x 104 4 x 104 
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8.10.3 Pruebas antagónicas 

 

En la tabla 14 se presenta el resumen de las inhibiciones que las cepas aisladas 

del biopreparado ejercieron contra los microorganismos probados. Las cepas 

2, 6 y 11 inhibieron el crecimiento de S. aureus, S. pyogenes, L. 

monocytogenes y B. cereus; no se observó halo de inhibición en E. coli y en 

B. pumilus. Las cepas 12 y 13 inhibieron el crecimiento de E. coli, S. aureus, 

S. pyogenes, L. monocytogenes y B. cereus; no se observó halo de inhibición 

en B. pumilus. Las cepas 7 y 15 inhibieron el crecimiento de S. aureus, S. 

pyogenes, L. monocytogenes; no se observó halo de inhibición en E. coli, B. 

cereus y en B. pumilus. La cepa 3 inhibió el crecimiento de S. pyogenes, L. 

monocytogenes y B. cereus; no se observó halo de inhibición en E. coli, S. 

aureus y en B. pumilus. La cepa 8 solo inhibió el crecimiento de S. pyogenes 

y L. monocytogenes; no se observó halo de inhibición en E. coli, S. aureus, B. 

cereus y en B. pumilus . 

 

Tabla 14. Resumen de los patrones antagónicos. 

Cepa E. coli S. aureus S. pyogenes L. monocytogenes B. cereus B. pumilus 

2 x     x 

3 x x    x 

6 x     x 

7 x    x x 

8 x x   x x 

11 x     x 

12      x 

13      x 

15 x    x x 

= si inhibió; X= no inhibió 
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9. Análisis de resultados 

 

Después del periodo de 22 días de fermentación, el biopreparado presentó 

aromas muy dulces y avinagrados, esto se debe a la liberación de los ácidos 

orgánicos y compuestos volátiles que se desarrollaron durante la 

fermentación; la producción de estos ácidos orgánicos que podrían ser ácido 

láctico, ácido acético y/o etanol, se produjeron por la descomposición de la 

melaza y del salvado de trigo que fue adicionado al inicio del tratamiento.  

 

Con estos aromas detectados, se puede inferir la existencia de bacterias 

fermentadoras, es decir las BAL, que ya existían ahí de manera natural y que 

confirmaron su presencia con las pruebas que se llevaron a cabo.  

 

Las BAL aumentaron en proporción al suministrarle al medio los carbohidratos 

complejos necesarios para la obtención de energía, llevar acabo sus funciones 

y liberar al medio diversos compuestos. No se descarta la acción de otros 

grupos microbianos autóctonos involucrados en la descomposición de la 

materia orgánica. 

 

Este proceso de biorremediación transformó al biopreparado en una mezcla 

biológicamente activa, debido a que los microrganismos mineralizaron la 

materia orgánica mediante una fermentación inducida, en la que se 

controlaron parámetros de manera cualitativa como cantidad de oxígeno y 

suministro de nutrientes enriquecedores para favorecer el crecimiento de las 

BAL (melaza y salvado de trigo) (Volke & Velasco, 2002).  

 

La temperatura no fue controlada cuantitativamente, pero debió de estar en 

un rango entre 30 °C a 40 °C debido a las reacciones exotérmicas de 

descomposición de la materia orgánica y a la temperatura cálida del municipio 

de Chautzingo donde se realizó la fermentación.  
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Este rango de temperatura es óptimo para el desarrollo de las BAL. El pH fue 

acidificado por los ácidos orgánicos generados por las BAL (ácido láctico 

principalmente).  

 

Durante la fermentación del biopreparado, se agotó el oxígeno que quedó 

atrapado en los microambientes del tanque (ya que antes de cerrar el tanque 

se compactó la mezcla, para eliminar lo más posible el oxígeno), este oxígeno 

fue utilizado en el crecimiento de la biomasa fermentadora (hongos y 

levaduras en primera instancia) que transformó la materia prima; con esto 

también el crecimiento las BAL se favoreció para que pudieran aumentar en 

número y colonizar el medio. En el laboratorio se usaron condiciones 

microaerofílicas al momento de incubar las cepas aisladas, ya que tardaban 

más en crecer si se incubaban en condiciones aerobias.  

Se puede resaltar de estos hechos que no se necesita una fuente animal en la 

cadena alimentaria para abastecer al suelo con este género de bacterias y que 

su origen principal son también las plantas y vegetales, ya que en el lugar 

donde se recogió la muestra no hay una presencia regular de animales, y que 

sus desechos fecales no se encontraban en la tierra con la que se elaboró el 

fermentado. 

La búsqueda se centró en obtener BAL y de manera muy general se hizo un 

aislamiento rápido de otros grupos microbianos que existían en él. Se utilizó 

como medio agar nutritivo, el cual es un medio no selectivo, es decir, en él 

que crecen todo tipo de especies con escasos requerimientos nutricionales o 

especies no exigentes. Se obtuvieron diferentes grupos microbianos como 

hongos y bacterias.  
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Del agar MRS, se tomaron 20 colonias y se le hizo tinción de Gram, en el 

microscopio óptico solo 9 colonias retuvieron el primer colorante (cristal 

violeta), es decir en el microscopio se veían colonias de una sola morfología 

(color morado), por lo que se decidió proseguir con el protocolo con esas 9 

colonias.  

La morfología que presentaron estas colonias fue la de bacilos cortos y bacilos 

medianos. Las demás colonias, no se les observaba la misma morfología en el 

microscopio, tenían dos colorantes o solo safranina, por lo que fueron 

descartadas. 

Las 9 colonias que fueron Gram positivas presentaron las mismas 

características morfocoloniales en Agar MRS que son características de la 

Familia Lactobacillaceae. Formaron colonias pequeñas en forma puntiforme, 

de bordes enteros circulares, con una elevación convexa, de textura cremosa, 

y colores que van del color blanco al color crema claro debido a que no 

producen pigmentos (Goyal et al., 2012).  

Las 9 cepas son catalasa negativos, es decir, no cuentan con la enzima 

citocromo catalasa que le permite degradar el peróxido de hidrógeno en agua 

y oxígeno, esta característica se usa para identificar a los lactobacilos (Goyal 

et al., 2012). 

Las BAL producen peróxido de hidrógeno como producto final (o lo utilizan 

como sustrato) para contrarrestar los efectos oxidativos que provoca el 

oxígeno atmosférico en sus componentes celulares (Apéndice E). Esto les da 

una gran ventaja frente a otras bacterias (ya que el peróxido de hidrógeno es 

un agente microbiano) que son susceptibles al peróxido de hidrógeno y así 

colonizar el medio (Vásquez et al., 2009). 

Las colonias presentan un perfil de carbohidratos muy variado, esto lo 

podemos observar en la galería API ® después de la incubación (Imagen 7), 
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debido a que cada cepa cuenta con enzimas muy específicas a otras cepas que 

le permiten metabolizar los diferentes sustratos que hay, con esto asegura su 

propio éxito de supervivencia en un medio determinado (Axelsson, 2004; 

Barbés, 2008).  

Cada cepa tiene su propio perfil de enzimático, característica fenotípica que 

sirve para diferenciar a las colonias. En la galería API® la ausencia o presencia 

de una enzima se visualiza debido a que el indicador de pH vira en el pozo 

(púrpura de bromocresol), el indicador a pH 7 es de color morado, cuando la 

cepa metaboliza algún carbohidrato y produce algún ácido orgánico, provoca 

el descenso en el pH y el indicador cambia a color amarillo (prueba positiva), 

si el pozo se queda de color morado después de la incubación quiere decir que 

la cepa no expresó esa enzima para metabolizar el carbohidrato, por lo que el 

pH permanece en 7 (prueba negativa); los pozos en los que sí ocurrió un 

cambio de color se anotan en la ficha para resultados que viene para cada 

galería. 

No todos los sustratos son fermentados por las cepas, de ahí que surja una 

variación que se puede medir. Los perfiles de carbohidratos obtenidos por cada 

cepa se ingresaron al programa apiweb TM y el programa arrojó la identidad 

bioquímica de cada una de las cepas que se registraron en la Tabla 9. 

De acuerdo con ApiwebTM, las 9 cepas pertenecen al género Lactobacillus. Los 

resultados tuvieron porcentajes de identidad altos con un 99%, con una 

desviación estándar mayor a 90. 

De acuerdo con las pruebas bioquímicas, la cepa 6, 12, 13 y 15 se identificaron 

como Lactobacillus paracasei subespecie paracasei. Las cepas 2, 7, 8 se 

identificaron como Lactobacillus brevis. La cepa 11 se identificó como 

Lactobacillus rhamnosus. 
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La cepa 3 se identificó como Pediococcus, pero este género tiene morfología 

de coco y de acuerdo con la fisiología observada en el microscopio fue de 

bacilo, por lo que probablemente hubo una mala interpretación en los 

resultados de la galería API. Es necesario repetir esta prueba.  

Para tener una mejor certeza en la identificación de las cepas se hizo la 

amplificación de la región del gen ribosomal 16S. Se partió de un cultivo celular 

fresco con una incubación de no más de 24 horas (se necesitan muchas células 

para la extracción de los ADN’s individuales), cada cepa fue incubada en 10 ml 

de medio de cultivo, que posteriormente se centrifugó y se desechó el 

sobrenadante y se extrajo el ADN con el kit Fast ID. 

Para verificar que la extracción de ADN no tuviera impurezas, como proteínas 

(que absorben a 280nm en el espectro UV) se determinó la pureza del ADN 

mediante espectrofotometría y se puede ver en el Apéndice F que en todas las 

gráficas a una longitud de onda de 260 nm el pico de absorbancia es superior 

a 1.8. También se puede observar en las Imágenes 12, 13 y 14 que el pico en 

260nm (longitud de onda a la que absorben los ácidos nucleicos) es superior 

a la longitud de onda de 280nm. 

En cuanto a la cantidad de ADN se obtuvo suficiente material genético para 

poder hacer la amplificación del gen de interés. El método comercial de 

extracción que se utilizó permitió capturar el ADN genómico de una manera 

más selectiva y con un alto grado de pureza. 

El gel de agarosa (Imagen 8) se realizó con el fin de verificar que el ADN que 

se extrajo estuviera íntegro o detectar algún fragmento durante el proceso de 

extracción, las bandas que se observan de las 9 cepas se ven integras, es decir 

casi no se ve el ADN degradado (esto se observa como un sendero luminoso 

en el carril), por lo que sí se puede hacer la amplificación. Si el ADN estuviera 

fragmentado o degradado dificultaría la amplificación en el PCR y su posterior 

secuenciación e interpretación en la identificación. 
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Una vez obtenido el ADN genómico, se llevó a cabo la amplificación de gen 

ribosomal 16S, para la reacción de PCR se utilizó la enzima Pfu (enzima 

encontrada en Pyrococcus furiosus) la cual es una polimerasa de ADN que 

tiene una mayor termoestabilidad, además que posee actividad exonucleasa 

3’ a 5’, por lo que generará productos de PCR con menos errores.  

Los fragmentos complementarios o cebadores que fueron seleccionados para 

la reacción PCR, FD1 y RD1, son capaces de amplificar a una gran variedad de 

bacterias; no son complementarios entre sí y tienen más de 30 nucleótidos 

por lo que se consideran cebadores de buen tamaño. La temperatura de fusión 

depende de la composición, tamaño y concentración de los cebadores, en este 

caso es de 55 °C (Weisburg et al., 1991). 

Se llevaron a cabo 20 reacciones, es decir 2 para cada una de las cepas (9 

cepas), una para la cepa control (L. paracasei) y otra para el blanco que llevó 

todos los componentes de reacción sin material genético. 

Al terminar la reacción de PCR se tiene que comprobar si la reacción se llevó 

a cabo y si ocurrió la amplificación, por lo que se hizo un gel de agarosa 1%. 

En la Imagen 9 y 10 se observó que efectivamente las reacciones se llevaron 

a cabo de manera correcta; en las cepas 2, 6, 7, 8, 11, 12 y 15 los cebadores 

si amplificaron y que los amplicones tienen un peso de 1500 nucleótidos. Solo 

ocurrieron dos excepciones, en la cepa 3 y 13 no hubo amplificación, tal vez 

los cebadores no encontraron regiones complementarias a ellos o no eran 

específicos para el ADN o existían inhibidores en la reacción.  

En la reacción blanco tampoco hubo amplificación, lo que era un resultado 

esperado, si hubiera ocurrido lo contrario, es decir que se hubiera notado en 

el gel alguna señal amplificada se podría pensar que hubo una contaminación 

en la preparación de las reacciones o en la preparación de los nucleótidos.  

Para tener un mayor rendimiento de la amplificación de ADN, se repitió la 

reacción de PCR y se juntaron en un solo tubo para cada cepa (2, 6, 7, 8, 11, 
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12 y 15); en el gel de agarosa (Imagen 11) se observó el mismo peso 

molecular.  

Para recuperar el gen que está contenido en el gel de agarosa (Imagen 11), 

se cortó la porción donde estaba contenido el gen ribosomal 16S, esto se hizo 

con el fin de eliminar el exceso de agarosa (donde no está el gen) y mantener 

el ADN más concentrado (el gel puede ser molido en un tubo de 

microcentrífuga, picado en pequeñas partículas con una hoja de afeitar o 

bisturí, o pasado a través de una jeringa). 

Una vez cortadas las rebanadas del gel se utilizó el kit GenElute menos EtBr 

spin para purificarlo, este kit es un método rápido para quitarle al ADN la 

agarosa y el bromuro de etidio (colorante usado para detectar el 

desplazamiento del ADN en la agarosa mediante fluorescencia bajo la luz UV) 

y poder mandar el gen a secuenciar sin contaminantes. 

Con el ADN purificado de las cepas 2, 6, 7, 8, 11, 12 y 15 se enviaron a la 

empresa Macrogen para su secuenciación. Una vez conocidas las secuencias 

nucleotidícas de cada cepa se ingresaron a la base de datos del NCBI para ver 

a que secuencias se asemejan.  

En la Tabla 11 se muestran las identidades genéticas de las cepas. Las 

secuencias de las cepas 2 y 11 tuvieron similitud con Lactobacillus paracasei, 

Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus casei, con un porcentaje de identidad 

del 99 % para la cepa 2 y 86 % para la cepa 11.  

Las cepas 7 y 15 no tuvieron similitud con ninguna cepa del NCBI, por lo que 

el ADN que se analizó pudo haber estado muy degradado y no se pudo 

comparar con nada. Es importante repetir este análisis y obtener un ADN de 

mejor calidad amplificable. 
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La cepa 6 tuvo similitud con Lactobacillus paracasei y tuvo un porcentaje de 

identidad del 83 %. La cepa 8 tuvo similitud con 2 cepas Lactobacillus sunki y 

Lactobacillus parakefirii con un porcentaje de identidad del 94%. La cepa 12 

tuvo similitud con Lactobacillus acidipiscis con un 90% de identidad. 

La cepa 3 y 13 no se pudieron amplificar con los cebadores que se utilizaron 

por lo que no se mandaron secuenciar. 

El árbol filogenético (Figura 9) fue construido (en el programa Mega 6) con 35 

secuencias obtenidas del NCBI. Se observa que las 5 cepas (2, 6, 8, 11, 12) 

se agrupan dentro del género Lactobacillus, pero solo la cepa 12 se agrupa 

dentro de una sola especie Lactobacillus acidipiscis, las 4 cepas restantes (2, 

6, 8 y 11) se agrupan dentro de varias especies del género Lactobacillus. 

En la Tabla 15 se muestra una comparación entre las pruebas bioquímicas con 

la secuenciación del gen ribosomal 16S; los resultados de ambas pruebas 

concuerdan a nivel de género, aunque no de especie.  

De acuerdo con las dos pruebas (bioquímica y genética) la cepa 6 es 

Lactobacillus paracasei y la cepa 11 es Lactobacillus rhamnosus. En cuanto a 

la cepa 12, aunque no concuerdan las dos pruebas (bioquímica y genética) es 

la única cepa que se agrupa dentro de una especie en el árbol filogenético de 

acuerdo con la base de datos del NCBI como Lactobacillus acidipiscis. 

 

En el caso de la cepa 7, 13 y 15 que no se pudo amplificar el gen ribosomal 

16S, solo se puede saber que las pruebas bioquímicas las identifican como 

Lactobacillus brevis para la cepa 7 y Lactobacillus paracasei paracasei para las 

cepas 13 y 15. Con la cepa 3 tampoco se logró identificar en ningún aspecto, 

debido a que en la prueba morfológica, bioquímica y genética no se logró una 

convergencia en los resultados. Solo se puede inferir que es una bacteria ácido 

láctica por la morfología que presenta y porque carece de la enzima catalasa. 
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Las pruebas bioquímicas y genéticas no convergen en resultados para inferir 

que tipo de especie son las cepas 2 y 8, solo se puede saber que sí son 

Lactobacillus por que los cebadores si amplificaron para estas cepas y tienen 

mucha similitud de secuencias con las secuencias de la base de datos del NCBI. 

 

Se puede emplear otros marcadores moleculares como el espacio intergénico 

del ARN ribosomal 16S-23S, la amplificación del ARN ribosomal 23S, el gen 

rpoB (subunidad β de la ARN polimerasa) o gyrB (subunidad β de la ADN 

girasa) (Bou et al., 2011; Mohania et al., 2008; Rodicio & Mendoza, 2004; 

Theron & Cloete, 2008). 

 

Tabla 15. Comparación de resultados de las pruebas genéticas y bioquímicas. 

 

# 

Secuenciación del gen ribosomal 16S 
Pruebas bioquímicas (Galería 

API® 50 CH) 

Identidad % ident 
Valor de 

E 

Identificación en 

programa informático 
% ident. 

2 
Lactobacillus 
paracasei, 

rhamnosus, casei 

99 0.0 Lactobacillus brevis 
99.9 %, 

T= 0.89 

3 No disponible - - Pediococcus spp. 
99.9 %, 

T= 0.97 

6 
Lactobacillus 

paracasei 
83 1e-36 

Lactobacillus 

paracasei paracasei 

99.8 %, 

T= 0.95 

7 No disponible - - Lactobacillus brevis 
99.1 %, 
T= 0.95 

8 
Lactobacillus sunki, 

parakefirii 
94 0.0 Lactobacillus brevis 

99.0 %, 
T= 0.88 

11 
Lactobacillus 

rhamnosus, casei, 

paracasei 

86 0.0 
Lactobacillus 
rhamnosus 

99.7 %, 
T= 0-99 

12 
Lactobacillus 

acidipiscis 
90 0.0 

Lactobacillus 

paracasei paracasei 

99.8 %, 

T= 0.95 

13 No disponible - - 
Lactobacillus 

paracasei paracasei 
9 9.5 %, 

T= 1 

15 No disponible - - 
Lactobacillus 

paracasei paracasei 
99.8 %, 
T= 0.95 
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Las 9 cepas (2, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 15) fueron capaces de resistir y crecer 

en los diferentes tubos con caldo MRS a distintos pH’s 3, 4, 5.5 y 7. Esta 

prueba solo se hizo de manera cualitativa, es decir, solo se quería probar si 

las cepas resistían a diferentes ambientes ácidos (pH’s 3 y 4), por lo que solo 

se puso especial atención en el tubo eppendorf donde se notaba turbidez.  

 

Es de esperarse que las 9 cepas crecieran a pH 5.5 y 7, debido a que son 

valores donde su crecimiento es óptimo. A estos pH’s sus membranas no se 

ven afectadas y sus actividades enzimáticas funcionan adecuadamente en el 

interior de la célula (Serrazanetti et al., 2013; Vásquez et al., 2009).  

 

Por el metabolismo que tienen las BAL, disminuyen el pH externo debido a la 

producción de ácidos orgánicos por lo que este cambio no se ve afectado en 

su desarrollo a esos valores de pH (5.5) (Prescott et al., 2004).  

 

Para que las BAL sea consideradas como cepas probióticas uno de los 

requisitos es su sobrevivencia a pH muy ácidos, debido al tránsito por el 

estómago (por la producción de HCl) hacia el intestino. Por esa razón se 

hicieron crecer a pH 3 y 4 y si se observó crecimiento. En estos valores de pH 

(aunque no son valores muy cercanos al que produce en el estómago) las 

cepas lograron crecer debido a que generaron un equilibrio entre la producción 

de protones del medio (que incorporaron a la célula con ayuda de la enzima 

glutamato descarboxilasa) con la producción de ácido láctico para regular el 

pH interno y producir energía (Serrazanetti et al., 2013; Vásquez et al., 2009). 

 

Otro aspecto importante es que las bacterias que se aislaron provienen de 

suelo, estas bacterias son más resistentes a valores de pH más bajos, por lo 

que se puede ver reflejado en este resultado (Teneva & Beshkova, 2016). 

Sin duda estos experimentos deben ampliarse y ser más cuantitativos y las 

cepas sean aceptadas como cepas probióticas. Las condiciones deben 
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asemejarse más a la del estómago y el jugo gástrico que produce (Vinderola 

& Reinheimer, 2003). 

 

En el tubo etiquetado como control no se observó turbidez (solo era medio 

líquido sin microorganismos), lo que significa que se trabajaron bajo 

condiciones buenas de asepsia para inocular todos los tubos. 

 

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la serie testigo, esta serie estaba 

libre de sales biliares y se realizó para ver si la cepa era viable en el medio, 

además que se verificó que no hubiera ninguna contaminación externa por 

falta de asepsia. Se observó crecimiento en las 9 cepas. En la Tabla 13 se 

muestran los resultados del crecimiento de las cepas después de haberlas 

sometido al tratamiento con sales biliares al 0.5%. 

 

La cepa 3 no se observó crecimiento, probablemente porque no expresó la 

enzima BSH, por lo que fue susceptible a la acción de las sales biliares.  

 

Las cepas 2, 6, 11, 12, 13, 15 fueron capaces de resistir el tratamiento, aunque 

tuvieron una menor sobrevivencia de 17 x 104, 3.6 x 104, 12 x 104, 4 x 104, 

11 x 104 y 4 x 104 UFC / mL respectivamente. Las cepas 7 y 8 tuvieron un 

mayor índice de sobrevivencia ya que contaron con más células viables de 530 

x 104 y 240 x 104 UFC / mL respectivamente. Estas cepas probablemente si 

sobrevivan en el intestino debido a que si expresaron adecuadamente la 

enzima BSH al desconjugar las sales biliares y omitir el efecto emulsificante 

que produce en las células. 

 

Todas las cepas tuvieron un efecto antagónico y no permitieron el crecimiento 

de los patógenos S. pyogenes y L. monocytogenes. 
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Ninguna cepa fue capaz de inhibir el crecimiento de B. pumilus. De la misma 

manera ocurrió lo mismo con el microorganismo E. coli, a excepción de las 

cepas 12 y 13 que si impidieron el crecimiento de E. coli. 

 

Las cepas 3 y 8 no pudieron inhibir el crecimiento de S. aureus, pero las cepas 

2, 6, 8, 11, 12, 13 y 15 si lo lograron la inhibición. 

 

El patógeno B. cereus, fue inhibido con el desarrollo de las cepas 2, 3, 6, 11, 

12, y 13. Las cepas 7, 8, y 15 no pudieron inhibir el crecimiento de éste 

patógeno. 

Las cepas que lograron inhibir el crecimiento de los patógenos significan que 

producen ciertas sustancias (como ácidos orgánicos que reducen el pH, 

bacteriocinas, diacetilo y/o peróxido de hidrógeno) que no favorecen el 

desarrollo de éstos patógenos. De manera paralela los patógenos si fueron 

susceptibles a los compuestos antagónicos excretados por las 9 cepas y no 

fueron capaces de impedir el daño celular que les ocasionó.   

 

Finalmente, y en base a la identificación de las cepas, éstas podrían ser las 

responsables de los efectos benéficos en los lechones, y por tanto se podrían 

utilizar para elaborar suplementos alimenticios, a reserva de que se realicen 

pruebas in vivo con estas cepas y se corrobore la inocuidad en los lechones.  
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10. Conclusiones 

 

 

✓ Se aislaron del biopreparado bacterias pertenecientes al género 

Lactobacillus. 

 

✓ Todas las cepas presentan potencial probiótico. Las pruebas que se 

realizaron fueron la resistencia a la acidez gástrica, resistencia a las sales 

biliares y pruebas de actividad antagónica. 

 

 

11. Perspectivas  

 

✓ Aislar, identificar y caracterizar más bacterias con el protocolo que se 

empleó aquí, con el fin de encontrar más especies de bacterias ácido 

lácticas. 

✓ Enriquecer con medio líquido MRS una muestra de este preparado, para 

multiplicar las poblaciones de bacterias que están a bajas 

concentraciones y que aún son desconocidas. Posteriormente llevar a 

cabo el protocolo de identificación mencionado en esta tesis. 

✓ Verificar que las cepas aisladas sean inocuas, al comprobar la ausencia 

de islas de patogenicidad en su genoma o en sus plásmidos. 

✓ Verificar que las cepas aisladas presenten adherencia a las líneas 

celulares de los lechones. 

✓ Caracterizar las sustancias antimicrobianas que producen las cepas 

aisladas 
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✓ Enriquecer el biopreparado con medio liquido MRS y suministrar como 

suplemento a los lechones. Llevar un registro de los efectos positivos 

que se observen en ellos.  

✓ Elaborar un producto comercial, el cual sea capaz de contener BAL 

encontradas en este proyecto y cumpla con los parámetros de una dieta 

completa para emplearse en la alimentación de lechones. 
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APÉNDICE 

 

 

Apéndice A 

 

 

 

 

Figura 10. Crecimiento microbiano en relación con la cantidad de oxígeno 

disuelto en el medio y el contenido enzimático. La cantidad de oxígeno va 

disminuyendo conforme a la profundidad del medio (Prescott et al., 2004).  
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Apéndice B 

 

Tinción de Gram 

 

Esta técnica permite agrupar a las bacterias en dos grupos, de acuerdo con la 

composición de la pared celular: Bacterias Gram positivas y bacterias Gram 

negativas (Prescott et al., 2004). 

 

Las bacterias Gram positivas tienen una gruesa capa de péptido glicano o 

mureína (20-80 nm de grosor) sobre la membrana citoplasmática las cuales 

retendrán el primer colorante (el cristal violeta). Las bacterias Gram negativas 

tienen una membrana externa (7-8 nm de grosor, compuesta de 

lipopolisacáridos–lipoproteína) rodeando a una capa delgada de peptidoglicano 

(2-7 nm de grosor) que se sitúa por encima de la membrana citoplasmática 

de la célula (Prescott et al., 2004). 

 

La membrana externa es removida por el alcohol-acetona en dicha técnica y 

estas células son diferenciadas más tarde al agregar la safranina. El yodo es 

agregado después del primer colorante y actúa como mordente aumentando 

la interacción del primer colorante con la célula (Prescott et al., 2004). 
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Apéndice C 

 

Composición de la galería API 50 CH (Biomériux, 1989). 

Tubo Ensayo Componente activo Tubo Ensayo Componente activo 

0  Testigo 25 ESC ESCulina citrato férrico 

1 GLY GLIcerol 26 SAL SALicina 

2 ERY ERItritol 27 CEL D-CELobiosa 

3 DARA D-ARAbinosa 28 MAL D-MALtosa 

4 LARA L-ARAbinosa 29 LAC D-(origen bovino) 

5 RIB D-RIBosa 30 MEL D-MELibiosa 

6 DXYL D-XILosa 31 SAC D-SACarosa 

7 LXYL L-XILosa 32 TRE D-TREhalosa 

8 ADO D-ADOnitol 33 INU INUlina 

9 MDX Metill-ßD-Xilopiranosida 34 MLZ D-MeLeZitosa 

10 GAL D-GALactosa 35 RAF D-RAFinosa 

11 GLU D-GLUcosa 36 AMD AlmiDón 

12 FRU D-FRUctosa 37 GLYG GLIcóGeno 

13 MNE D-MamNosA 38 XLT XiLiTol 

14 SBE L-SorBosA 39 GEN GENtiobiosa 

15 RHA L-RHAmnosa 40 TUR D-TURanosa 

16 DUL DULcitol 41 LYX D-LIXosa 

17 INO INOsitol 42 TAG D-TAGatosa 

18 MAN D-MANitol 43 DFUC D-FUCosa 

19 SOR D-SORbitol 44 LFUC L-FUCosa 

20 MDM Metil-αD-Manopiranosida 45 DARL D-ARabitoL 

21 MDG Metil-αD-Glucopiranosida 46 LARL L-ARabitoL 

22 NAG N-AcetilGlucosamina 47 GNT GlucoNaTo potásico 

23 AMY AMIgdalina 48 2KG 2-CetoGluconato potásico 

24 ARB ARButina 49 5KG 5-CetoGluconato potásico 
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Apéndice D 

 

Prueba catalasa  

 

La prueba consiste en añadir peróxido de hidrógeno al 3% a una pequeña 

colonia. Si la colonia posee catalasa, se producirán moléculas de oxigeno que 

visualmente las identificaremos como pequeñas burbujas, además de 

moléculas de agua (prueba positiva). En caso contrario no ocurrirá 

absolutamente nada (prueba negativa) (Forbes, 2009) 

La reacción que se lleva a cabo es:  

2𝐻2𝑂2
𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑎
→      2𝐻2𝑂 + 𝑂2 ↑ 

 

 

Apéndice E 

 

• Super oxido dismutasa (SOD) 

La enzima lleva a cabo una reacción de dismutación del anión super óxido  

(O2
-) el cual es una especie muy inestable y produce peróxido de hidrógeno y 

oxígeno, el oxígeno producido de esta reacción vuelve a formar parte de otra 

reacción hasta convertirlo en peróxido de hidrógeno o agua (Condon, 1987; 

Higuchi et al., 2000). 

 

2𝑂2
− + 2𝐻+  

𝑠𝑝𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑖𝑠𝑚𝑢𝑡𝑎𝑠𝑎
→                𝐻2𝑂2 + 𝑂2 
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• NADH peroxidasa 

Algunas BAL producen esta enzima la cual cataliza la reacción para producir 

agua a partir de peróxido de hidrógeno (Condon, 1987; Higuchi et al., 2000). 

𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ + 𝐻2𝑂2  
𝑁𝐴𝐷𝐻 𝑝𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 
→              + 𝑁𝐴𝐷+ + 2𝐻2𝑂 

 

 

• NADH oxidasa 

 

La NADH oxidasa oxida a la nicotinamida adenina dinucleótido (NADH, este 

compuesto proviene de la célula) mediante la reducción del oxígeno molecular 

que provienen del medio. Existen tres tipos, las cuales cataliza reacciones 

diferentes: una al formar el anión super óxido (O2
-), otra al formar peróxido 

de hidrógeno (H2O2) y la otra al formar agua (H2O) (Condon, 1987; Higuchi et 

al., 2000). 

 

 

𝑁𝐴𝐷𝐻 + 2𝑂2  
𝑁𝐴𝐷𝐻 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 
→            𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻+ + 2𝑂2

− 

𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ + 𝑂2  
𝑁𝐴𝐷𝐻: 𝐻2𝑂2 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 
→                 𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻2𝑂2 

2 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 2𝐻+ + 𝑂2  
𝑁𝐴𝐷𝐻: 𝐻2𝑂 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 
→                2 𝑁𝐴𝐷+ + 2𝐻2𝑂 
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Estas enzimas NADH oxidasa catalizan la transferencia de uno, dos o cuatro 

electrones de O2 a O2
-, H2O2 o H2O (Condon, 1987; Higuchi et al., 2000). 

𝑂2 + 1𝑒
−  → 𝑂2

− 

𝑂2 + 2𝑒
− + 2𝐻+  → 𝐻2𝑂2 

𝑂2 + 4𝑒
− + 4𝐻+  →  2𝐻2𝑂 

 

• Piruvato oxidasa  

 

Esta enzima produce peróxido de hidrogeno al reaccionar el piruvato con el 

oxígeno molecular (Condon, 1987; Higuchi et al., 2000). 

  

𝑃𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 + 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝑂2  
𝑝𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 𝑜𝑥𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎,   𝑇𝑃𝑃,   𝐹𝐴𝐷 
→                       𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝐶𝑂2 + 𝐻2𝑂2 

 

TPP = tiamina pirofosfato; FAD = flavin adenin dinucleotido 

• α-Glicerofosfato oxidasa 

 

Es una enzima que contiene FAD y se encuentra en algunas especies ácido 

lácticas que utilizan el glicerol como fuente de carbono dependiente de 

oxígeno, como los enterococcus, lactobacillus, Pediococcus pentosaceus 

(Condon, 1987; Higuchi et al., 2000). 

α − Glicerofosfato + 𝑂2  
α−Glicerofosfato oxidasa 
→                    𝑑𝑖ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑥𝑖𝑎𝑐𝑒𝑡𝑜𝑛𝑎 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑜 + 𝐻2𝑂2 
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Apéndice F 

Cepa 2 

Cepa 3 

Cepa 6 

Imagen 12. Cuantificación de la extracción de ADN de las cepas a una absorbancia de 

A260/A280 nm (absorbancia=f(longitud de onda)) 
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Cepa 7 

Cepa 8 

Cepa 11 

Imagen 13. Cuantificación de la extracción de ADN de las cepas a una absorbancia de 

A260/A280 nm (absorbancia=f(longitud de onda)). 
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Cepa 12 

Cepa 13 

Cepa 15 

Imagen 14. Cuantificación de la extracción de ADN de las cepas a una absorbancia de 

A260/A280 nm (absorbancia=f(longitud de onda)). 
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La pureza del ADN se determina mediante espectrofotometría. Los ácidos 

nucleicos absorben a una longitud de onda de 260 nm y las proteínas lo hacen 

a 280 nm. En las Imágenes 12, 13 y 14 se puede ver que el pico de absorbancia 

a 260 nm es superior que el de 280 nm, por lo que se considera que la 

extracción de ADN fue buena y no tiene impurezas de proteínas. 
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