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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

BAL Bacterias acido-lacticas

BHA Agar cerebro corazon

BHI Infusion cerebro corazén

mL Mililitros

WL Microlitros

GRAS Generalmente reconocido como seguro
ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

NADH Nicotinamida adenina dinucleétido
REDOX Reduccién-oxidacion

Th1l Linfocitos T helper 1

ETA Enfermedades transmitidas por alimentos
Gbps Proteinas de unién a glucano

CDC Centro de control y prevencion de enfermedades
DO Densidad 6ptica

HPr Proteina que contiene histidina

kDa Kilodaltons

°C Grados Celsius

UFC Unidades formadoras de colonias



% Porcentaje

RNA Acido ribonucleico

mm Milimetros

g Gramos

CO, Diéxido de carbono

H.O, Peréxido de hidrégeno

pH Potencial de hidrégeno

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos
nm Nanometros

rRNA Acido ribonucleico ribosomal
rpm Revoluciones por minuto

et al Y otros

M Molaridad

K Potasio



RESUMEN

A lo largo de los afios, se ha observado que existen alimentos que surgen a
partir de un proceso de fermentacion, los cuéles poseen una microbiota
caracteristica que influye de manera benéfica en aquellas personas que lo

consumen.

El kéfir es una bebida fermentada que tiene origen en el Caucaso, la cual se
obtiene al fermentar leche con granulos de kéfir (cultivo iniciador). El proceso
de esta bebida en su mayoria resulta ser casero y consiste en dejar fermentar
por 24 horas a temperatura ambiente. Este producto posee una gran variedad
de bacterias entre las cuales predominan los géneros Lactobacillus y
Leuconostoc, mientras que para las levaduras predominan los géneros,

Saccharomyces y Candida, interaccionando entre si mediante simbiosis.

Se ha observado que las cepas BAL aisladas de alimentos fermentados,
presentan actividad antimicrobiana contra bacterias patdogenas a partir de
metabolitos que se forman en el proceso de fermentacion, resultando de

interés aislar y estudiar estas cepas.

El objetivo de este trabajo fue conocer el comportamiento de 10 cepas de BAL
aisladas de una muestra de kéfir proveniente del estado de Hidalgo,
determinando caracteristicas morfolégicas, evaluando condiciones para su
mejor crecimiento, estudiando el metabolismo de carbohidratos, evaluando
actividades enzimaticas; lipoliticas, xilanoliticas, proteoliticas y amiloliticas, asi
como la determinacion de la actividad antimicrobiana contra bacterias
patégenas y de cavidad oral por produccién de metabolitos de origen proteico
después de la fermentacion y finalmente estudiando la sobrevivencia de las
mismas en sobrenadantes de BAL con tratamiento térmico y ajuste de pH
(6.5-7).



INTRODUCCION

Hace mas de un siglo, Elie Metchnikoff (cientifico ruso, premio Nobel, y
profesor en el Instituto Pasteur en Paris) postulé que las bacterias BAL eran
beneficiosas para la salud, ademas de ser capaces de promover la longevidad.
Metchnikoff sugirié que la “autointoxicacion intestinal” y el envejecimiento
resultante se podrian suprimir al modificar la microbiota intestinal,
reemplazando a los microorganismos proteoliticos, los cuales producen
sustancias téxicas como fenoles, indoles, amoniaco y metabolitos derivados
de la digestion proteica, asi mismo disefié una dieta utilizando una leche
fermentada que poseia una bacteria a la que bautizé “Bacilo bulgaro” (Guarner
et al., 2017).

Por lo que, en la actualidad para tener una buena alimentacion, se debe
considerar la ingesta de alimentos funcionales, pues su funcién aparte de su
efecto nutricional, es proporcionar componentes que tienen un impacto

benéfico en la salud, como son los prebidticos y probidticos.

Los prebioticos son carbohidratos de cadena corta presentes en tejidos
vegetales cuya caracteristica principal es que no son metabolizables por las
enzimas digestivas del ser humano, sin embargo, al llegar al intestino son
utilizados como fuente de carbono por los microrganismos probioticos. Los
probidticos son microorganismos de forma bacilar o cocobacilar, Gram (+), no
esporulados que tienen la capacidad de degradar algunos carbohidratos
produciendo compuestos de menor peso molecular como el acido lactico,
propionico, férmico, acético, CO», diacetilo, H2O2, entre otros que contribuyen
a mejorar procesos digestivos, eliminar microorganismos patdgenos,

mantener equilibrio inmunoldgico, etcétera.

Para considerar a los microorganismos como probioticos, deben cumplir con

ciertas caracteristicas que garanticen su crecimiento y supervivencia en el



alimento que lo contiene o al que se le adiciona, asi como su transito a través
del estdbmago e intestino delgado, ademas de su adherencia en las mucosas
del intestino grueso. A continuacion, se enlistan dichas caracteristicas (Salazar
et al, 2003):

e Viabilidad durante el proceso y almacenamiento del alimento
e Estabilidad frente a los acidos gastricos y bilis
e Adherencia a la mucosa intestinal

e Produccién de sustancias antimicrobianas

Dentro de los productos fermentados con actividad probidtica, se encuentra el
kéfir, esta es una bebida fermentada de facil digestion, conocida por ser fuente
de probioticos como se menciond con anterioridad, el nombre se deriva de la
palabra turca kef o keif que significa buena sensacion y/o sabor agradable. El
consumo de esta bebida se ha incrementado por sus efectos nutricionales y
terapéuticos en ciudades de Europa, Japon y Estados Unidos. Las principales
caracteristicas sensoriales de esta bebida son que posee cierta acidez y
viscosidad, ligeramente carbonatado y con concentraciones pequefas de
alcohol (Arslan, 2015; Leite et al., 2015; Falcéo et al., 2018).

El surgimiento de los granulos que daban origen a dicha bebida fue por la
fermentacion del cuajar extraido del estbmago de animales lactantes,
encargado de modificar la leche para su digestion. Se observo que luego de
repetidas fermentaciones sin lavar el cantaro se comenzaba a formar un
residuo “vivo” de forma esférica que quedaba adherido a las paredes del
recipiente, ofreciendo la posibilidad de fermentar la leche sin necesidad del
cuajo del mamifero, y es asi que los granulos de kéfir nacieron por la
adaptacién de la microbiota del estobmago del animal lactante en el medio
exterior, asociandose a microorganismos de la propia leche y produciendo un
soporte de polisacarido capaz de replicarse al ser cultivado rutinariamente en
leche (Boldrini, 2009).



ANTECEDENTES

1. Kéfir
En la Tabla 1 se muestra la composicion quimica tipica del kéfir, cabe
mencionar que en cuanto al contenido de COz y etanol se han reportado
concentraciones de 1.98 g/L y 0.48% respectivamente, el contenido de didxido
de carbono (201.7-277.0 mL/L) se encuentra positivamente correlacionado
con la concentracién (10-100 g/L) de los granulos de kéfir (Arslan, 2015).

Tabla 1. Composicion quimica del kéfir (Arslan, 2015).

Contenido (%)

Componente
Humedad 89-90
Lipidos 0.2
Proteina 3.0
Carbohidratos 6.0
Cenizas 0.7
Acido lactico 1.0
Etanol 1.0

El kéfir es un producto lactico fermentado que se obtiene a través de un
proceso de fermentacion de la leche, en el cual existe una asociacion
simbidtica de las BAL y levaduras dentro de un complejo de proteinas y

exopolisacaridos, llamado granulo de kéfir (Bourrie et al., 2016).

El kéfir se elabora a partir de granulos de kéfir o bien de un consorcio madre
de dichos granulos, los cuales son insolubles en agua, son pequefios, con
textura gelatinosa, blanquecinos-amarillentos, poseen forma y tamafio

irregular con diametros que van de los 3 a los 35 mm, los cuales tienden a



precipitar en el fondo del medio de fermentacion, su composicion es
basicamente de caseina y una matriz de polisacaridos, siendo el kefiran el que
se encuentra en mayor proporcion (Silva et al., 2009; Arslan, 2015).

En el ambito microbiolégico, los granulos poseen bacterias acido-lacticas y
levaduras. Los géneros bacterianos que se encuentran cominmente son
Lactobacillus, Lactococcus, Streptoccoccus, Leuconostoc y Acetobacter,
mientras que dentro de las especies se encuentran Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri y Lactobacillus parakefiri. Los
microorganismos aislados que tienden a dominar tanto en los granulos como
en la leche de kéfir son: Lactococcus lactis subespecie lactis, Streptoccoccus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus casei subespecie pseudoplantarum, Lactobacillus
kefiri, Lactobacillus kefir y Lactobacillus brevis, siendo parte de un 37 a un
90 % del total de la poblacion, dentro del grupo de las levaduras, las cuales
viven en simbiosis con estas, se encuentran Saccharomyces, Kluyveromyces
y Candida (Arslan, 2015; Bourrie et al., 2016).

1.1Proceso de elaboracion

Desde que se conocio el consumo de esta bebida, hace 100 afios
aproximadamente, la elaboracion del kéfir se ha llevado a cabo por la
transferencia de los granulos de kéfir de un lote de leche fermentada a leche
fresca, incubando a temperatura ambiente, la fermentacion de los granulos se
lleva a cabo por los componentes de la leche (Bourrie et al., 2016; Figueroa,
2017).

La fuente lactea utilizada para elaborar el kéfir normalmente es de origen
vacuno, sin embargo, es posible utilizar leche de otras fuentes como lo son de
cabra, oveja, bufalo e inclusive fuentes de origen vegetal como la bebida de
soya. La concentracion de aminoécidos libres en la leche es limitada, por lo

gue las bacterias acido-lacticas llevan a cabo su crecimiento por la produccion



de peptidasas asi como de sistemas de transporte de aminoacidos y péptidos
especificos (Parra, 2010; Bourrie et al., 2016).

Durante el proceso de fermentacion el Unico exopolisacérido formado es el
kefirdn. Gran proporcion del granulo se encuentra disuelto en fase liquida lo

gue contribuye a la reologia y textura del producto final (Bourrie et al., 2016).
1.2 Microbiota caracteristica del kéfir

Los géneros de bacterias mas comunes que se encuentran tanto en el granulo
como en la bebida lactea fermentada son:

e Lactobacillus

e Lactococcus

e Streptococcus

e Leuconostoc

La concentracion de las especies presentes en el kéfir incrementa un 30 %, si

se utiliza como indculo una muestra directamente de la bebida del kéfir.

A nivel comercial, es decir, en una escala de produccion industrial no es
frecuente que se utilicen granulos para la fermentacién, sin embargo, se
utilizan otro tipo de cultivos iniciadores que han sido aislados del kéfir o bien

del granulo de éste (Bourrie et al., 2016).

2. Bacterias acido-lacticas
Las bacterias acido-lacticas son bacilos o cocos Gram (+), los cuales producen
acido lactico a partir de hexosas, en su mayoria son aerotolerantes ya que
carecen de citocromos y porfirinas, de modo que son catalasa y oxidasa
negativas. Su crecimiento dependiendo del pH es variado, pues existen
bacterias acido-lacticas que pueden crecer a pH 3, 6 e inclusive 9, sin
embargo, en su mayoria las BAL crecen mejor en sustratos con valores de pH

cerca de la neutralidad (pH 7.0), ademas segun el metabolismo que realicen



se dividen en homofermentativas y heterofermentativas, en cuanto a la
temperatura de crecimiento se dividen en mesdfilos y terméfilos (Mora y
Garcia, 2007; Parra, 2010; Monar et al., 2014 ).

Algunos cocos del grupo lactico crecen mal en condiciones estrictamente
anaerobias, otros crecen a bajas presiones parciales de oxigeno y son
microaerofilicos, mientras que otras crecen mejor en una atmosfera del
5-10 % de COo,

Las BAL tienen requisitos especificos y complejos, por lo que para aislarlos se
requieren medios especificos como los son el Agar sangre, Edwards, Jugo de
tomate y Rogosa, donde a partir de los azlcares presentes obtienen energia.
El género Lactabacillus produce como principales productos de fermentacion
a partir de carbohidratos el lactato, acetato, etanol y CO> (Pares y Juarez,
1997).

2.1Ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas y el proceso de
fermentacion

La ruta de Embden-Meyerhoff-Parnas o mejor conocida como la ruta
glucolitica, es la ruta que utilizan las bacterias con mas frecuencia. Esta ruta
representa un sistema de conversion de glucosa en piruvato, dichas
reacciones se llevan a cabo en condiciones aerobicas como anaerobicas,
comenzando con la activaciéon de la glucosa y formacion de glucosa-6-fosfato,
la tercera reaccion (conversion de fructosa-6-fosfato en fructosa-1,6-difosfato)
requiere de utilizar 1 mol de ATP por mol de glucosa.
En la glucdlisis, la energia producida es por meétodos quimicos vy
electroquimicos, quimicamente se genera ATP a partir del ADP y al utilizar una
cinasa se utiliza el grupo fosfato de alta energia de uno de los productos
intermedios de la ruta metabdlica, este tipo de reaccion (fosforilacion oxidativa
a nivel de sustrato), tiene lugar en la conversién del 3-fosfoglicerol-fosfato en

3-fosfoglicerato y en la conversién del acido 2-fosfoenolpirdvico en piruvato.



Produciendo 4 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa, pero dos
moléculas de ATP en las reacciones iniciales son consumidas, por lo que la
reaccion glucolitica de la glucosa en dos moléculas de &cido piravico se
traduce en la produccién neta de dos moléculas de ATP.

La segunda forma de produccion de energia es la forma reducida del NADH,
gue puede convertirse en ATP en presencia de oxigeno, tras una serie de
reacciones redox.

En el proceso de fermentacion, el &cido pirtvico producido por la glucélisis es
convertido posteriormente en diversos productos metabolicos finales, estas
moléculas organicas son utilizadas como aceptores de electrones para reciclar
la forma reducida NADH en la forma no reducida NAD. En las bacterias es
frecuente la conversion de acido piravico en acido lactico en un solo paso,
proceso responsable de la transformacion de la leche en yogurt y de la col en
chucrut (Murray et al., 2006).

2.2 Clasificacion de BAL segun el proceso fermentativo

El grupo homofermentativo utiliza la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas en la cual,
a partir de 1 mol de glucosa, se obtienen dos moles de acido lactico, siendo
este metabolito el que se produce en mayor proporcion, aproximadamente del
85 % en comparacion con los demas metabolitos. Las bacterias que se
encuentran dentro de este grupo poseen las enzimas aldolasa y hexosa
isomerasa, careciendo de fosfocetolasa. En este grupo se encuentran
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, L. cremoris, L. diacetylactis,
Lactobacillus bulgaricus, L. helveticus, L. acidophilus, L. caseiy L. lactis.

Por otra parte, el grupo heterofermentativo, produce acido lactico como
metabolito en un 50 % del total de los metabolitos producidos, lo que ocurre
en la fermentacion es que fermentan 1 mol de glucosa y se obtienen 1 mol de
acido lactico, 1 mol de etanol, y 1 mol de CO », este grupo de bacterias posee

la enzima fosfocetolasa. En este grupo se encuentran Leuconostoc cremoris,
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Lactobacillus cremoris, L. fermentum y Bifidobacterium bifidum, que, aunque
no es una bacteria acido-lactica, es una bacteria anaerobia predominante en
la microbiota del colon, que presenta este tipo de fermentacion produciendo
también &cido férmico (Ellner, 2000; Parra, 2010; Corrales et al., 2015).

2.3 Produccion de metabolitos funcionales

Durante el crecimiento de las bacterias acido-lacticas producen ciertos
metabolitos que resultan de interés en la industria alimentaria para la inhibicion
de microorganismos patégenos o bien para las caracteristicas sensoriales en
los alimentos, en la Tabla 2 se muestran los metabolitos que han sido
identificados, el grupo microbiano que lo produce y la funcionalidad que se les

atribuye.
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Tabla 2. Metabolitos formados por bacterias acido-lacticas y su
funcionalidad (Modificada de Barros, 2008; Parra, 2010).

Metabolito

Grupo formador

Funcionalidad

Acido propionico

Heterofermentativo

Utilizado en la industria quesera para formar agujeros en
los quesos, ademas de estar presente en estos y conferir
su sabor carcateristico, por otro lado se usa como

conservador contra mohos en panificacion

Acido citrico

Heterofermentativo

Utilizada en industria mantequera y quesera, dicho
compuesto proporciona productos aromaticos como la
acetoina y diacetilo, que también tienen efecto
antimicrobiano, que inhiben levaduras y bacterias Gram
(+) y Gram (-).

Acido lactico

Homo y heterofermentativo

Compuesto clasificado como GRAS, empleado como
aditivo alimentario por la FDA. Producto formado a partir
de procesos de fermentacion natural que ocurre en la
mantequilla, queso, cerveza, leches fermentadas, entre
otros. Utilizado como acidulante /agente buffer de pH o
inhibidor de esporas y células vegetativas de bacterias
en una amplia variedad de productos procesados, como
dulces, pan, mermeladas, entre otros.

Peréxido de
hidrégeno

Lactococcus

Utilizado para alargar vida de anaquel de laleche y queso
cotagge.

Bacteriocinas

BAL

Utilizados como bioconservadores de productos
alimenticios, para evitar proliferacion de Listeria
monocytogenes, Clostridium y Staphylococcus aureus.

Exopolisacéridos

BAL

Produccion segura de EPS funcionales. Utilizados en la
produccion de yogurt, queso y crema fermentada, su
funcion es actuar como geles, emulsificantes y
suspensiones estabilizantes. Como beneficio fisioldgico
permiten la colonizacion gastrointestinal por la
adherencia de bacterias probidticas.
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3. Probidticos y los beneficios del consumo del kéfir
Los probi6ticos son microorganismos vivos, los cuales al ser administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del huésped, éstos
pueden intervenir en procesos intestinales de digestion y absorcién, al
estimular el aumento del volumen de los compartimentos digestivos, superficie
de abrasion y tamafo de las microvellosidades, asi mismo promueven la
renovacion de las células que recubren la mucosa intestinal, regulan el transito
digestivo y motilidad intestinal, por otra parte el uso de probiéticos se ha
utilizado para modular niveles de respuesta inmune mucosa y sistémico,
siendo una alternativa para prevencién y tratamiento de enfermedades
infecciosas, inmunopatologias, como enfermedades inflamatorias, alergias y

desordenes metabdlicos (Carasi, 2014; Pedroso, 2015; Bourrie et al., 2016).

3.1 Beneficios en la salud

Se reportd que en Brasil existia una alta mortalidad en nifios, habiendo
estadisticas en el afio 2005 de 31.5 muertes de cada 1000 nacimientos, por lo
gue se comenzaron a distribuir granulos de kéfir a la madres que tuvieran a
pequefios afectados por enfermedades gastrointestinales, dando la indicaciéon
de adicionar 1.2 g de kéfir en una solucion de agua con azlUcar morena, €s
decir una concentracion de 10 g/L y proporcionar a los pequefios 24 horas
después de la fermentacion, obteniendo mejoras en su salud (Silva et al.,
2009).

El kéfir actia sobre el sistema digestivo y promueve la proteccién contra
caries. En el estbmago actla como gastroprotector en ulceras contribuyendo
en erradicar a Helicobacter pylori, incrementa la inmunidad del intestino, la
actividad de enzimas y la absorcién de nutrientes. Protege también contra

infecciones por Giardia intestinalis (Falcéo et al., 2018).
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Lactobacillus kefiranofaciens aminora la colitis y produce efectos
antiasmaticos en alergias a la ovoalbumina (asthma mice), por otro lado
Lactobacillus kefiri atentia respuesta proinflamatoria de células epiteliales del
intestino por Salmonella Typhimurium, ademés de que tienen la capacidad de
secretar productos y proteinas de superficie que actian en contra de la
adherencia de Salmonella enterica serovar (Enteritidis) a células CaCo-2, asi
mismo presenta efectos contra las toxinas de clostridios en células Vero.

Por otro lado, las enfermedades cardiovasculares son las principales causas
de muerte en el mundo, siendo el principal riesgo la presencia de colesterol
sérico, se ha observado que la leche y aun mas, la leche que se encuentra
fermentada podria reducir los niveles de colesterol sérico (Bourrie et al., 2016).

3.2 Efecto nutricional del kéfir

En el ambito nutricional, el kéfir incrementa el valor biologico de las proteinas
de la leche, asi mismo promueve la sintesis de vitaminas del complejo B,
ademas de ser fuente importante de calcio, fosforo y potasio, mientras que los
granulos de kéfir son capaces de reducir niveles de colesterol de la leche a
través del proceso de fermentacion a 24 °C por 20 y 48 horas de
almacenamiento. Los granulos del kéfir pueden reducir niveles de colesterol
presentes en leche hasta un 62 % (Londero, 2012; Pretell y Urraca, 2012;
Bourrie et al., 2016).

3.3Efecto antimicrobiano
Ademas de que las bacterias acido-lacticas proporcionan sabor y textura, e
incrementan el valor nutrimental de los alimentos como se mencion6 con
anterioridad, desde hace tiempo se han utilizado en la industria alimentaria
como bioconservadores ya que producen bacteriocinas y otras sustancias con
accion antimicrobiana, lo cual contribuye a prevenir el deterioro de los

alimentos (Gonzélez et al., 2003).
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La protedlisis de las proteinas de la leche genera péptidos con propiedades
biolégicas con actividades antimicrobianas, antioxidantes, antihipertensivas,

antitrombaéticas e inmunomoduladoras.

Dependiendo la fuente de donde proviene la leche, existe gran influencia en

cuanto a productos y propiedades que aporta el kéfir, por ejemplo:

e El kéfir que se obtiene a partir de la leche de bovino posee 29 péptidos
bioactivos derivados de asl, as2, B y kK caseinas, clasificados como
funcionales, con ciertas propiedades demostradas como antimicrobianas,
antihipertensivas, opioide y antioxidante.

e EIl que se obtiene a partir de la leche de vaca, bufalo o cabra posee
actividad antioxidante y un incremento de compuestos bioactivos durante
la fermentacion, los cuales son capaces de inhibir a S. aureus y B. cereus.

e En el kéfir obtenido de leche de oveja, hay presencia de 4 péptidos
bioactivos a partir de as2 caseina y de la pepsina con actividad

antimicrobiana (Falcé&o et al., 2018).

3.3.1 Bacteriocinas

Las BAL producen péptidos antimicrobianos, tales como bacteriocinas que son
péptidos sintetizados en el ribosoma, como resultado de la expresion de los
genes que lo codifican, las cuales inhiben el crecimiento de un amplio rango
de microorganismos patdégenos a través de ciertos mecanismos, presentando
un gran espectro de actividad, también existe una variacion entre su tamafio y
estructura.

Las bacteriocinas son producidas por bacterias Gram (+) como las bacterias
acido-lacticas, las cuales se dividen en tres clases:

Clase 1. Constituido por lantibidticos, péptidos pequefios (< 4kDa),
modificados de manera postraduccional, estables al calor, como la lantionina

y las nisinas producidas por Lactococcus lactis.
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Clase Il Péptidos de bajo peso molecular (< 10 kDa), que no han sido
modificados, termoestables, como las pediocinas, producidas por Pediococcus
acidolactici y L. plantarum.

Clase lll: Son proteinas de alto peso molecular (>30kDa), labiles al calor.
Producidas por Lactobacillus helveticus.

También se ha visto que las bacteriocinas son:

e Seguras para su consumo, al ser digeridas completamente por el tracto
gastrointestinal.

e Poseen un alto potencial como antimicrobiano, pues resulta ser 10% o
10% veces mayor su efecto contra microorganismos que otros
antimicrobianos, incluyendo antibioticos convencionales.

e Son estables al calor y a pH acidos, ademas llegan a presentar
termorresistencia, lo que les permite mantener su actividad después de
ciertos tratamientos térmicos equivalentes a la pasteurizacion.

Estas se producen en la fermentacién, sin embargo, presentan bajos
rendimientos y por ende, se presentan limitaciones para su purificacion
(Ramos et al., 2012; Bedard et al., 2018).

4. Microorganismos patdégenos y de cavidad oral, impacto en la
salud.

Las ETA’s se producen por la ingestion de alimentos y/o bebidas
contaminados con microrganismos patégenos que afectan la salud del
consumidor en forma individual o colectiva, dentro del cuadro sintoméatico se
presenta diarrea y vomito, sin embargo, también se puede presentar choque
séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, entre otras.
La mayoria de las infecciones causadas por alimentos, son por bacterias, las
mas frecuentes son Salmonellay las cepas ETEC (Enterotoxigénica) y EPEC

(Enteropatogénica) de Escherichia coli.
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Las ETA s representan un importante problema de salud debido al surgimiento
de nuevas formas de transmision, la aparicion de grupos vulnerables y el
aumento de la resistencia a antibioticos por microorganismos patdégenos, por
lo que la incidencia de estas enfermedades, resulta ser un indicativo directo
de la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos, se ha demostrado que la
contaminaciéon de estos ocurre durante el proceso, ya sea por empleo de
materia prima contaminada, manipulacion de la misma por un portador,
presencia de vectores (como roedores, cucarachas o plagas en general) y
contaminacion cruzada (Gonzéalez y Rojas, 2005).

En cuanto a la etiopatogenia de la caries dental, segun Miller, el factor mas
importante era la capacidad de un gran nimero de bacterias de producir acidos
a partir de los carbohidratos que son consumidos en la dieta. Paul Keyes, en
1960, establecié tedrica y experimentalmente que dicha etiopatogenia
obedece a una interaccion simultanea de tres elementos o factores principales,
estos son factor “microorganismo” que en presencia de un factor “sustrato” que
logra afectar a un factor “diente”, de modo que, la caries dental es un proceso
dindmico de desmineralizacion y remineralizacion debido al metabolismo
bacteriano sobre la superficie dentaria, como consecuencia es que hay pérdida
de minerales, en ciertas ocasiones se llega a observar cavidades en los
dientes. El proceso ocurre cuando existe biopeliculas (placa bacteriana).
Ademas de esta enfermedad, la presencia de periodontitis ocurre por el
desequilibrio en las poblaciones bacterianas de biopeliculas que se encuentra
de forma normal, llevandola a una patologia. Al existir un cambio en el medio
dentro de la biopelicula, se favorece la proliferacion de especies patogénicas.
Los principales microorganismos relacionados con la caries dental son
aquéllos que participan en el desarrollo inicial de la enfermedad y en la
progresion de las lesiones establecidas.

En el desarrollo inicial de la enfermedad, se ha demostrado que S. mutans

esta relacionado con la biopelicula de placa cariogénica y se asocia con el
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comienzo de la enfermedad, al mismo tiempo hay un incremento en la saliva
de estos microorganismos antes de formar la caries dental. Streptococcus
sobrinus es la segunda especie de importancia. En cuanto a la progresion de
lesiones establecidas, se incluyen Lactobacillus spp. y otros microorganismos
gue son capaces de sobrevivir y proliferar en medios acidos como Candida
albicans, dichos microorganismos se ven favorecidos por las condiciones del
medio que se promueven por estreptococos del grupo mutans (Negroni, 2009;
Marquino y Santos, 2010).

4.1 Streptococcus mutans
Streptococcus mutans es un coco Gram (+), que se encuentra agrupado en
cadenas, no movil, catalasa (-), productor rapido de acido lactico con la
capacidad de cambiar el pH del medio en donde habita de 7.2 — 4.2.
Fermentador de glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina. Existen
varios subtipos dependiendo las propiedades inmunolégicas, biolégicas y
genéticas, las cuales son c, e, fy k, la variacion de estos tiene que ver también
en la composicion y enlaces de los polisacaridos de la pared celular, el serotipo
predominante en la cavidad oral es el ¢ (Ojeda et al., 2013).
Entre los factores de virulencia que S. mutans presenta, destacan:
Acidogénesis: Rapidamente los carbohidratos son metabolizados por via
glucolitica, de modo que se alcanza el pH critico de desmineralizacion de 4.5-
5.5. S. mutans presenta distintos mecanismos enzimaticos para el transporte
de carbohidratos al interior de la célula, estos sufren un proceso de
fermentacion y produccion de &cidos, principalmente acido lactico.
Acidofilia: La acidificacion de la biopelicula, producto de la fermentacion de
los carbohidratos favorece el crecimiento de S. mutans y al mismo tiempo
inhibe el de microorganismos comensales como S. sanguinis, S. gordonii, y S.
oralis, debido a la presencia de la bomba translocadora de protones H* que

posee S. mutans en su membrana celular, denominado FO F1 ATPasa, la cual
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funciona para mantener el pH intracelular por debajo de pH 7.5. También
posee un sistema enzimatico que le permite utilizar amino&cidos para convertir
protones H" en aminas.

Sintesis de polisacaridos extracelulares: S. mutans produce y segrega al
medio tres tipos de enzimas, exoenzimas, denominadas glucosiltransferasas
(Gtfs, Gtf B, Gtf C, Gtf D), catalizadores de mutanos y dextranos.
Metabolismo de polisacaridos intracelulares: La célula almacena
glucogeno, que, ante la falta de ingreso de carbohidratos por via exégena con
la dieta, puede metabolizarse por la accion de glucogenofosforilasa, ante un
incremento de productos intermediarios de la glucdlisis.

Sintesis de proteinas, lectinas, que ligan el glucano (Gbps): S. mutans
produce por o menos cuatro tipos distintos de Gbps (Gbps A, Gbps B, Gbhps
C y Gbps D), proteinas extracelulares, normalmente asociadas a su pared
celular, importantes para el acumulo de S. mutans en presencia de sacarosa
al formar un puente que une a las superficies celulares de los microrganismos
a la matriz extracelular de polisacaridos.

Adhesinas: Presenta adhesinas de superficie de la familia de adhesinas Spa
también llamada antigeno I/l (SpaP, Pac o P1).

Proteina asociada a pared celular (Wap A): Permite la adherencia a caras
libres de las piezas dentarias y participar en la adherencia dependiente de la
sacarosa.

Bacteriocinas: Produce ciertas bacteriocinas, llamadas mutacinas, que
participan en el proceso de competencia microbiana (Negroni, 2009).
Entonces, Streptococcus mutans es conocido por ser un microorganismo
cariogénico, habitante en la microbiota oral, constituyendo la primera causa de
caries dental y de infecciones graves por estreptococos del grupo viridans
como bacteriemia y endocarditis, cabe mencionar que la caries dental es una
enfermedad de alta prevalencia en humanos (Porte et al., 2009; Ojeda et al.,
2013).
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La superficie dental es un hébitat natural, indispensable para S. mutans,
ademdas del tropismo por la biopelicula, su adaptacidén se ve reflejado por la
sintesis de glucanos, fijacion de compuestos y porque adapta su acidez, es
por ello que comienza la competencia en el nicho ecoldgico, presentando
relacion con un sistema de regulacion de quorum sensing (mecanismo
bacteriano de comunicacion intercelular que controla la expresion génica en
funcion de la densidad celular) y el proceso de respuesta de tolerancia al acido.
Resulta de importancia tener cuidado también en vélvulas cardiacas, aparatos
prostéticos, criptas amigdalinas, senos nasales, pasajes respiratorios
terminales y lesiones infecciosas en la piel, ya que S. mutans es un
microorganismo oportunista.

Streptococcus mutans lleva a cabo la fermentacion de carbohidratos como la
sacarosa, glucosa y fructosa residuales en los dientes, a partir de los cuales
se obtienen como metabolitos el acido lactico, propionico, acético y férmico,
estos en la placa se direccionan al esmalte poroso, en dénde ocurre una
disociacion de los acidos y por ende liberacion de protones que disuelven los
minerales del esmalte generando calcio y fosfato, ocurriendo la

desmineralizacion (Marquino y Santos, 2010; Ojeda et al., 2013).

4.2 Streptococcus oralis

Los estreptococos del grupo viridans se han considerado como patdégenos
oportunistas menores, que son asociados principalmente a la caries dental.
Con el paso de las décadas dichas bacterias han emergido como patdégenos
significantes en pacientes inmunocomprometidos y con neoplasias
hematoldgicas.

Inclusive bacteriemias primarias en grupo de pacientes susceptibles son
asociadas con complicaciones secundarias, que incluyen la endocarditis
infectiva, sindrome de dificultad respiratoria y shock estreptococal, teniendo

como resultado valores de mortalidad arriba del 30%.

20



En un tiempo, combatir a este microorganismo con penicilina resulté ser buena
idea, sin embargo, con el paso del tiempo se ha presentado baja efectividad
con dicho antibi6tico debido a que han emergido altos niveles de resistencia
antimicrobiana por estos microorganismos.

Streptococcus oralis es un agente significante de endocarditis infectiva y como
patdbgeno en pacientes con mecanismos de defensa atenuados. Los
mecanismos de patogenicidad por los cuales S. oralis causa un amplio rango
de infecciones aun no estan claros, sin embargo, la sialidasa producida por
este microorganismo ha sido propuesta como contribucion a la patogenicidad
de otros microrganismos como Streptococcus pneumoniae, Salmonella

Typhimurium y Vibrio cholerae.

Las sialidasas bacterianas de adherencia terminal, no reducen los acidos
sialicos de los sialoglicoconjugados, cabe mencionarse que el rol preciso de
dicha enzima es desconocido, pero se ha sugerido que estas actian como
determinantes generalizados de virulencia, siendo en este caso la liberacion
de acido sialico, que puede exponer sitios de union de carbohidratos en el
organismo invasor y romper con las barreras de defensa en el hospedero.
Ademas, la produccion de sialidasa puede ser un factor critico, en la provision
de &cido sialico libre, una fuente de carbohidratos fermentables para la
proliferacion bacteriana, como consecuencia secundaria, la eliminacion de
acido sialico por estas enzimas conduce a un dafio directo al huésped debido
al papel central de este azucar en interacciones celulares y moleculares (Byers
et al., 2000).
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4.3Listeria monocytogenes y L. innocua

Las especies de Listeria se encuentran de manera latente en el medio
ambiente. Se han aislado del suelo, materia vegetal en putrefaccion, aguas
residuales, comida animal, pollo fresco y congelado, alimentos frescos y
procesados, queso Yy leche no procesada, desechos de mataderos, asi como

el tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos.

Listeria monocytogenes es un cocobacilo Gram (+), psicrotrofo, mévil, no
esporulado, anaerobio facultativo, patégeno de origen alimentario en humanos
y animales, con amplia distribucién en la naturaleza, el principal habitat de L.
monocytogenes es el suelo y la materia prima vegetal en descomposicion, en
la cual crece y sobrevive como saprofito, dada su amplia distribucion, posee la
oportunidad de contaminar alimentos dentro de los distintos pasos de
produccion alimentaria, es por ello que esta via de contaminacion, resulta ser

la mas comun para infectar al ser humano.

L. monocytogenes produce una toxina citolitica y hemolitica, llamada
listeriosina O, factor importante de virulencia, se trata de una proteina de 52
kD que se secreta a bajo pH, con la capacidad de bajar la concentracion de
hierro, condiciones que se encuentran al interior del fagolisosoma, ocurriendo
entonces que al ser fagocitado L. monocytogenes fabrica la listeriosina, capaz
de fijar al colesterol, rompiendo la membrana del fagolisosoma, pudiendo ser

este el principal factor que favorece su supervivencia intracelular.

En personas adultas, la listeriosis invasiva, se manifiesta como bacteriemia o
como meningoencefalitis secundaria a una bacteriemia, presentando
mortalidad elevada, con hasta 30 %, considerando el tracto gastrointestinal

como la entrada principal a dicho microorganismo.

Pacientes de edad avanzada o con alguna patologia de base (como SIDA o

diabetes mellitus) son mas susceptibles, por otro lado, mujeres embarazadas
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son propensas a sufrir bacteriemia, produciéndose en el tercer trimestre del
embarazo, presentando un cuadro pseudogripal de evolucién favorable; es
poco probable el deceso de la madre, sin embargo, si no se proporciona un
tratamiento adecuado se puede producir una amniosis e infeccion fatal
(Control de calidad SEIMC 1997, Torres et al., 2005).

4.4 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son un amplio grupo de bacterias Gram (+), caracterizados
por presentar agrupaciones en forma de racimos de uvas. El género
Staphylococcus, presenta gran capacidad de adaptacion, por lo que especies
caracteristicas de mamiferos, incluyendo roedores de laboratorio son

propensas a infectarse.

Durante los ultimos afos, se ha presentado bacteriemia por Staphylococcus
en incremento, pues Staphylococcus aureus ha aumentado su incidencia,
tanto, que se ha convertido en la principal causa de infecciones en el torrente

circulatorio e intoxicaciones causadas por los alimentos.

Su patogenicidad se relaciona con componentes presentes de la superficie
bacteriana, por sus peptidoglucanos, acidos teicoicos y vitamina A. Ademas,
S. aureus es una de las bacterias implicadas en ETA’s, dentro de las causas
gque provocan la enfermedad, se encuentra la capacidad de dicho

microorganismo para producir toxinas (Zendejas, 2014).

4 5Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y de
otros animales de sangre caliente. Aunque la mayoria de las cepas son
inofensivas, algunas pueden causar una grave enfermedad de trasmision

alimentaria. La infeccién por E. coli se transmite generalmente por consumo
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de agua o alimentos contaminados, como productos carnicos poco cocidos y

leche cruda.

Los sintomas de la enfermedad incluyen célicos y diarrea, que puede ser
sanguinolenta, también pueden aparecer fiebre y vomito, la mayoria de los
pacientes se recuperan en el término de 10 dias, aunque en algunos casos la
enfermedad puede causar la muerte (OMS, 2019).

E. coli es un bacilo Gram (-), anaerobio facultativo, de la familia
Enterobacteriaceae, para determinar el grupo patégeno al que pertenece,
Kauffman desarroll6 un esquema de serotipificaciébn con variacion continua,
actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60
capsulares (K). El antigeno O es el responsable del serogrupo; la
determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual

en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en particular.

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E.
coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica
(ETEC), enterohemorragica también conocidas como productoras de toxina
Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva
(EIEC), enteropatdogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia
difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).

E. coli O157:H7 fue reconocido como patdégeno en 1982 en una investigacion
de brote por colitis hemorragica. E. coli O157:H7 dirige una infeccién por el
sindrome urémico hemolitico, caracterizado por anemia hemolitica,

trombocitopenia y lesion renal.

No fue hasta 1993, que después de un brote multiestatal, E. coli O157:H7
vinculado a carne para hamburguesas mal cocinadas, que fueron vendidas a
través de una cadena de comida rapida, que E. coli O157:H7 llegb a ser

reconocida como un importante y amenazante patdégeno (Rangel et al., 2005).
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4.6Salmonella Typhimurium

Salmonella es una de las bacterias que con frecuencia da origen a ETA’s. La
CDC estima que cada afio en los Estados Unidos, Salmonella da origen a 1
millon de casos de enfermedades causadas por alimentos. En los ultimos
afos, los brotes de salmonelosis han sido vinculados a la contaminacién de

pepinos, atunes crudos, germinados y muchos otros alimentos (CDC, 2019).

La patogenia desencadenada por Salmonella Typhimurium ha sido estudiada
alolargo de 5 afios, en los que se ha tenido conocimiento sobre mecanismos
de virulencia, dentro de los cuales, de forma exhaustiva, se encuentran cinco
islas de patogenicidad de Salmonella informadas hasta el momento, las cuales

contribuyen a interacciones con la célula huésped de forma significativa.

Existen determinantes de virulencia adicionales que se estan estudiando, tales
como las codificadas dentro del plasmido de virulencia pSLT, la presencia de
adhesinas, flagelos y aquella mezcla de sustancias extracelulares poliméricas
(proteinas, fimbrias, celulosa, polisacaridos capsulares y otros polisacaridos
como el lipopolisacarido) que dan lugar a la formacién de biopeliculas, factores
gue contribuyen en varias etapas de la enfermedad que desencadena la

patogénesis de S. Typhimurium.

Las infecciones por Salmonella Typhimurium comienzan por la ingesta de
alimentos y agua contaminados por éste, el primer obstaculo que tiene que
superar es la acidez del estbmago dentro del hospedero. Para protegerse del
shock por el &cido, S. Typhimurium activa su respuesta de tolerancia al acido,
el cual provee una funcién inducible de pH homeostéatico para mantener los
valores de pH intracelular mas altos que los del ambiente extracelular (Fabrega
y Vila; 2013; Barreto et al., 2016).
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4.7Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo Gram (+), anaerobio facultativo y mévil debido a
la presencia de flagelos peritricos, formador de esporas resistes a condiciones
adversas del medio, tales como altas temperaturas, deshidratacion y radiacion,

produciendo toxinas que contaminan a una gran cantidad de alimentos.

Capaz de crecer en un amplio rango de temperaturas desde los4 a48 °C y en
un rango de pH de 4.9 a 9.3, e inclusive soporta concentraciones de NaCl de
hasta 7%. Las esporas producidas son resistentes a bajas condiciones de
humedad y a tratamientos térmicos como la pasteurizacion o procesos de
coccion de alimentos, dentro del estbmago, también presenta resistencia al

acido clorhidrico, por lo que es un peligro potencial para el ser humano.

Bacillus cereus posee la capacidad de producir toxinas que afectan a los seres
humanos, al ser consumidas en alimentos contaminados por el
microorganismo en dosis de 10°a108 UFC por gramo de alimento. Una de las
toxinas que produce es la emética, la cual se caracteriza por causar vomito,
las enterotoxinas como la hemolitica, la no hemolitica y la citotoxina K, inducen
permeabilidad vascular debido a que forman poros en el intestino delgado y

por lo tanto diarrea.

Resulta importante destacar que Bacillus cereus presenta diferentes grados
de toxicidad de acuerdo con la cepa. Los alimentos que cominmente se ven
contaminados por este microorganismo son harinas, carnes, leches, quesos,

verduras, pescados, arroz y sus derivados (Sanchez et al., 2016).

4.8 Enterococcus faecalis (conocido anteriormente como
Streptococcus faecalis)

Los enterococos son cocos Gram (+) ubicuos, que se encuentran en el agua,

suelos, alimentos, forman parte de la microbiota normal del ser humano y otros

animales, residiendo habitualmente en el tracto digestivo y genital. En los
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ultimos afos se ha incrementado la incidencia de infecciones intrahospitalarias
por este microorganismo, siendo causa importante de morbilidad en areas
clinicas y quirurgicas.

Dentro de sus caracteristicas fisioldgicas, los enterococos resultan ser
anaerobios facultativos, catalasa negativos, la mayoria se aglutinan con
anticuerpos especificos para el grupo D de Lancefield (la clasificacion de los
estreptococos de Lancefield se basa en las reacciones seroldgicas de los
carbohidratos de la pared celular de la bacteria, es decir, en la distinta
naturaleza antigénica de los polisacaridos de la pared).

Debido a estas caracteristicas, durante un largo periodo de tiempo fueron
considerados dentro del género de Streptococcus, estudios genéticos
realizados posteriormente, evidenciaron diferencias con el género, y no fue
hasta 1984 que los enterococos constituyeron un nuevo género llamado

Enterococcus, integrado por multiples especies.

Las especies de enterococos con gran impacto en el ser humano son (Ortega,
2010; microBIO, 2016):

. faecalis
. faecium
. durans

. avium

°
m m m m m

e E. casseliflavus

e E. gallinarum
E. faecalis es un habitante natural del tracto gastrointestinal, sin embargo, con
el tiempo ha atraido la atencién de los investigadores porque ha sido
identificado como la causa de infecciones periapicales persistentes. La
temperatura Optima de crecimiento in vitro de este microorganismo es de 35

°C, sin embargo, se ha observado crecimiento entre 10 °C y 45 °C.
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E. faecalis posee una pared celular con antigenos del grupo D, el cudl es un
acido lipoteicoico que se encuentra asociado a la membrana citoplasmatica de
la bacteria que contiene residuos de glicerol, ademés de poseer gran cantidad
de mureina y acido teicoico. Una de las caracteristicas principales de este
microorganismo es que posee la capacidad de sobrevivir y crecer en
microambientes que pudieran ser toxicos para otras bacterias (Pardi et al.,
2008).
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JUSTIFICACION

El consumo de productos fermentados ha cobrado gran impacto en el
trascurso de los afos, pues el estilo de vida y las costumbres gastronémicas
gue tenian nuestros antepasados mediante una dieta equilibrada y variada, se
han visto modificadas de forma negativa, por lo que se ha presentado un
incremento de enfermedades y malestares gastrointestinales, es por ello que
es de gran importancia estudiar la microbiota benéfica, con probable actividad
probidtica, presente en estos productos. En este caso el kéfir, que es un
producto lacteo fermentado, contiene una gran diversidad de microrganismos
gue aportan beneficios a la salud en todas las personas que lo consumen,
ademas de que es un producto que se elabora de manera sencilla en casa, sin
tantos requerimientos especificos dentro de su proceso. Por otra parte, es
importante estudiar las caracteristicas de las BAL presentes en este producto
y a sus metabolitos, ya que pueden inhibir el crecimiento de bacterias
patdogenas y de descomposicién, por lo que pueden ser utilizadas en la
industria alimentaria como aditivos para la conservacion de alimentos, los

cuales se pueden consumir de forma segura, y ser reconocidos como GRAS.

Ademas de ampliar el conocimiento sobre este producto pues hay informacion
limitada sobre la caracterizacion de las cepas que se encuentran presentes y

con este proporcionar informacion para futuras investigaciones.
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HIPOTESIS

Al realizar la caracterizacion de las cepas BAL aisladas del kéfir, se tendra

conocimiento de las exigencias nutricionales, condiciones Optimas de

crecimiento y actividades enzimaticas caracteristicas de éstas, las cuales

permitirdn evaluar la capacidad de las cepas BAL para producir metabolitos

con actividad antimicrobiana, tales como metabolitos de origen proteico y

acidos organicos, con actividad contra microrganismos patégenos presentes

en alimentos y de cavidad oral.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar cepas de bacterias acido-lacticas aisladas de una muestra de kéfir

casero proveniente del estado de Hidalgo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las condiciones Optimas de crecimiento de las BAL en medio
MRS y de produccion de sustancias antimicrobianas.

Mediante pruebas de difusién en agar observar efecto de inhibicion de
sustancias antimicrobianas presentes en cultivos BAL, contra
microorganismos patdgenos y de cavidad oral, asi como evaluar la
sobrevivencia de Staphylococcus aureus, Streprococcus mutans y S.
oralis, en sobrenadantes de cultivos de BAL, libres de células, con
tratamiento térmico y pH ajustado.

Observar actividad lipolitica y proteolitica de las cepas BAL , asi como
la capacidad de hidrolizar el almidon y xilano.

Conocer el metabolismo de carbohidratos de las BAL e identificar el tipo

de fermentacion que presentan.
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METODOLOGIA

Se trabajé con 10 cepas BAL aisladas de una muestra de kéfir proveniente de

Hidalgo (Anaya y Lépez, 2018), las cuales se conservaron en congelacion

(-70°C).

Las cepas fueron identificadas mediante comparacion de secuencias del gen

rRNA 16S, los resultados se muestran en la Tabla 3, se indican las claves de

las cepas, la especie identificada y su porcentaje de identidad.

Tabla 3. Identificacion de bacterias lacticas del kéfir mediante la comparacion

de secuencias del gen rRNA 16S (Anayay LOpez, 2018).

Clave cepa Especie identificada % de identidad
E1-C Lactobacillus kefiri/L. otakiensis 99
E1-D Lactobacillus kefiri/L. parabuchneri 99
E2-A Lactobacillus kefiri/Lactobacillus otakiensis/L. sunkii 99
E2-B Lactobacillus kefiri 99
E2-C Lactobacillus kefiri 99
E2-O Lactobacillus kefiri/L. otakiensis 99
E3-F Lactobacillus kefiri 99
E3-M Lactobacillus kefiri/L. otakiensis/L. sunkii 99
E3-N Lactobacillus kefiri/L. otakiensis/L. parabuchneri 99
E3-P Lactobacillus kefiri/L. otakiensis/L. sunkii 99
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Reactivacion de bacterias acido-lacticas y verificacion de pureza.

a)

b)

Reactivacion. Se tomaron 40 pL del cultivo congelado y se colocaron en
4.5 mL de caldo MRS, incubando a 30 °C por 24 horas, se realizé un
segundo pase bajo las mismas condiciones. Dicho procedimiento se realizé
con cada una de las 10 cepas a trabajar. Este proceso, se llevo a cabo al
inicio de todas las pruebas empleadas con las cepas BAL aisladas del kéfir.
Verificacion de pureza. A partir de los cultivos obtenidos en la
reactivacion, se inocularon por estria por agotamiento en cajas con agar
MRS cada una de las cepas, incubando en condiciones aerébicas y
anaerdbicas (uso de gas pack OXOID AnaeroGen™) a 30°C por 72 horas.
Posteriormente, se describio la morfologia de las colonias. Se observo al
microscopio en el objetivo 100x. Se anot6 la morfologia caracteristica e
indicé si eran bacterias Gram (+) o Gram (-), asi como la agrupacion

caracteristica (Palao, 2009).

Cinéticas de crecimiento de cepas de BAL en medio MRS a 30 °C y 37°C.

a)

b)

Experimento 1 (cinéticas empleadas para las cepas E2-B y E2-C).
Posteriormente de la reactivacion, se realizé un tercer cultivo utilizando la
proporcion 40 pL de cultivo congelado: 4.5 mL de medio MRS, para un
volumen de 150 mL de caldo MRS, los medios inoculados se incubaron a
30°Cy 37 °C.

Para evaluar el crecimiento de la bacteria se midi6 la densidad optica
(espectrofotbmetro Thermo scientific, Geneys 10S UV-VIS) a 600 nm y
pH (potenciometro OAKTON ®) al inicio del experimento y posteriormente
cada hora por 12 horas, posteriormente cada 24, 36, 48 y 60 horas,
experimento que se realizo por duplicado.

Experimento 2 (repeticién de cinéticas de las primeras dos cepas y
subsecuentes cinéticas para el resto de las cepas). Se llevo a cabo la

reactivacion de las cepas, a excepcidon de una modificaciébn para el
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segundo pase, pues se realiz6 una variacion en cuanto a la cantidad del
in6culo, aumentando la proporcién a 100uL cultivo congelado: 4.5 mL de
caldo MRS. Para obtener el cultivo final, se inocularon 3.33 mL del cultivo
anterior en 150 mL de caldo MRS, se incubaron a 30 °C y 37 °C. Para
evaluar el crecimiento de las cepas para las cuales se repitio la prueba (E2-
B y E2-C) se midi6 la densidad oéptica y pH al inicio de la prueba,
posteriormente cada 12, 24, 36, 48 y 60 horas, sin duplicado. Para el resto
de las cepas como se mencion6 en el experimento 1, el experimento se
realizé por duplicado, el pH y densidad Optica, se midieron al inicio de la

prueba y cada hora por 12 horas, posteriormente a las 24 y 36 horas.

Ensayo de actividad antimicrobiana.

a)

b)

Obtencidén de sobrenadantes y liofilizacion. Una vez que se llevo a cabo
la reactivacion, a partir del segundo pase se tomaron 500 puL y se
inocularon en 50 mL de caldo MRS, incubando a 30°C por 24 horas.
Posteriormente se centrifugd (Centrifuga Beckman J2-21 M/E) a 10,000
rom, 10 minutos a 4°C, se descartaron las células y los sobrenadantes
obtenidos se congelaron -70 °C. Una vez congeladas las muestras, se
liofilizaron por 24 horas a -59 °C (liofilizador de sobremesa FreeZone de
4.5 litros Labconco de 12 puertos). Las muestras liofilizadas se
conservaron en congelaciéon hasta su uso.

Prueba de difusion en agar. Se prepararon capas (colocadas en cajas
Petri) y sobrecapas (tubos de vidrio con rosca) de agar BHI tamponado
(Tabla A.1,anexo A), considerando que por capa se formaron 6 pozos,
distribuidos de la siguiente manera, 4 pozos para sobrenadantes de
cultivos de BAL, un pozo para el control (+), clorhexidina al 0.2% y control
(-) agua destilada estéril, realizando la prueba por duplicado. Se trabajé
con 7 cepas patégenas y 2 de cavidad oral, para su reactivacion, en la
Tabla B.1(anexo B) se muestran las condiciones de trabajo que se

siguieron para cada una de las cepas. Es importante mencionar que los
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sobrenadantes liofilizados de cultivos de BAL se concentraron 10 veces, es
decir los 25 mL de sobrenadantes liofilizados de cada uno de los cultivos
de BAL se resuspendieron con 2.5 mL para realizar la prueba con todas las
cepas. Se realiz6 una segunda prueba para Listeria monocytogenes y
Bacillus cereus, en este caso los sobrenadantes liofilizados de cultivos de
BAL, volumen original 25 ml, se resuspendieron en 1 ml. Se midi6 el

didmetro de éstos y se reportaron en mm.

Cuantificacién de Proteina (Método de Bradford).
Se utilizoé el Quick Start™ Bovine Serum Albumin (BSA) Estandar Set (BIO
RAD), con la cual se obtuvo una curva patron con BSA (anexo D), utilizada

para cuantificar la proteina presente en los 10 sobrenadantes obtenidos.

Tratamiento a sobrenadantes de cultivos de BAL con actividad
antimicrobiana. Ensayo de sobrevivencia de Staphylococcus aureus,

Streptococcus oralis y S. mutans.

a) Tratamiento térmico y ajuste de pH de sobrenadante de cultivo de BAL
pH 6.5-7.0. Los sobrenadantes de los cultivos de las cepas E2-A, E2-B 'y
E3-N se obtuvieron y liofilizaron como se menciond con anterioridad
(inciso a, en apartado de ensayo de actividad antimicrobiana). La
neutralizacion de 100 mL de cada sobrenadante se realiz6 con NaOH 1M
hasta lograr un pH 6.5-7.0 (potenciometro Thermo electron coporation),
posteriormente se aplicé un tratamiento térmico 90°C por 10 minutos, una
vez realizados dichos procedimientos se conservaron en congelacién a -72
°C hasta el proceso de liofilizacion.

Para los controles utilizados para cada cepa, se liofilizaron 100 mL de caldo
MRS sin inocular, a los cuales se les dio el mismo tratamiento que a los

sobrenadantes de los cultivos de BAL.
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b) Evaluacion de sobrevivencia de Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans y S. aureus. Tal como se describio previamente,
para cada cepa, E2-A, E2-B, E3-N y para los controles, se obtuvieron dos
lotes de 50 mL de cultivos que fueron liofilizados y resuspendidos con 5 mL
de agua destilada estéril cada uno, posteriormente, cada uno se inoculd
con 44.4 uL del cultivo reactivado de Streptococcus oralis, S. mutans y
Staphylococcus aureus, las pruebas se realizaron por duplicado.

Los sobrenadantes y controles se incubaron por 24 horas a 37°C. Se
tomaron muestras en tiempos 0, 12, 24 y 48 horas. Para cada tiempo
evaluado se realiz6 un conteo de bacterias sobrevivientes en el medio
BHA, para lo cual se realizaron las diluciones mostradas en la Tabla B.2
(anexo B) para cada cepa en solucion salina al 0.8%; por duplicado,
posteriormente se inocularon 100 puL de cada dilucion en las placas con
BHA 'y se extendieron con varilla metélica. Las placas se incubaron a 37 °C
por 48 horas para Streptococcus oralis, mientras que para S. mutans y
Staphylococcus aureus se incubaron por 24 horas, posteriormente se

cuantificaron las colonias y realizé un grafico de UFC/mL contra el tiempo.

Caracterizacion de las cepas de bacterias acido-lacticas.

Luego de la reactivacion de cada una de las cepas de BAL y de los controles
necesarios, segun el tipo de prueba a evaluar, se observaron actividades
enzimaticas, lipoliticas, proteoliticas, xilanoliticas y amiloliticas, para las cuales
se trabajaron con medios especificos, la composicion de estos se muestra en
las Tablas A.2 - A.7 (anexo A).

a) Prueba de actividad amilolitica.
Una vez que se tuvieron las placas del medio MRS-almiddn, las cepas BAL

se inocularon mediante estria por agotamiento, se incubaron en
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anaerobiosis utilizando una jarra con gas pack OXOID AnaeroGen™ a 30
°C por 4 dias.

Para esta prueba se utiliz6 como control (+) a Streptococcus infantarius
25124 (Coleccion de cultivos del laboratorio 324) la cual se incubd en
aerobiosis a 30 °C por 4 dias.

Posterior al tiempo de incubacion, las placas se revelaron con 5 mL de
Lugol diluido en agua en una proporcion 1:1. Al tefiirse el almidén del medio
con Lugol, la prueba se considerd positiva al observarse halos sin tincién
alrededor de las estrias y colonias aisladas, indicando la hidrdlisis del

almidon.

Prueba de actividad xilanolitica.

Para esta prueba se utilizaron dos tipos de xilano, xilano de maiz (Cooper,
2018) y el segundo xilano de abedul SIGMA-ALDRICH.

Las placas con el medio se dividieron en tres para inocular las cepas
mediante estria por agotamiento, se incubaron en anaerobiosis utilizando
una jarra con gas pack OXOID AnaeroGen™ a 30 °C por 4 dias, se utilizo
nuevamente como control (+) a Streptococcus infantarius 25124
(Coleccidn de cultivos del laboratorio 324), la cual se incub6 en aerobiosis
a 30 °C por 4 dias. Para revelar las placas se utilizo rojo Congo al 0.2 %,
una vez que se adiciono este en las cajas, se dejo en agitacion en un
Rotomix (Type 5080, Barnstead Thermolyne, USA) durante 10 minutos,
posteriormente se retir6 el excedente y se realizaron tres lavados con
NaCl 1 M en agitacion por 10 minutos. Al tefiirse el medio con rojo Congo,
la prueba se considero positiva, al haber halos sin tincion alrededor de las

estrias y colonias, indicando la hidrolisis del xilano (Méndez, 2017).
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b) Prueba de actividad proteolitica.

Para realizar esta prueba se utilizaron tres medios de cultivo distintos, los
cuales fueron agar caseinato de calcio, agar leche descremada y agar
caseina, de los cuales se muestra su composicién en las Tablas A.4- A.6
(anexo A).

Una vez que se realizé la reactivacion de las cepas, las BAL se inocularon
mediante estria por agotamiento e incubando a 30 °C en anaerobiosis
utilizando jarras con gas pack OXOID AnaeroGen™, incubando por 9 dias
en el caso de la prueba con agar calcio caseinato, mientras que para las
pruebas en agar leche descremada y agar caseina la incubacion fue por 6
dias. El control (+) utilizado de forma general fue la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, la cual también se incub6 mediante estria por
agotamiento, pero se incubo a 37°C en aerobiosis. Se tomd como positiva
la prueba cuando se observaron zonas mas claras en comparacion con la
coloracion del medio alrededor de las estrias y colonias aisladas, indicando

proteolisis positiva.

Prueba de actividad lipolitica.

Para esta prueba, se utiliz6 agar Tributirina, utilizando tres composiciones
distintas, que se muestran en las Tablas A.7 — A.9 (anexo A). Posterior a
la reactivacion, se inocularon las placas mediante estria por agotamiento
de cada cepa de BAL en cada uno de los agares antes mencionados,
incubando a 30 °C por 7 dias en condiciones de anaerobiosis utilizando
jarra con gas pack OXOID AnaeroGen™. El control (+) utilizado fue una
cepa de Kocuria rhizophila, la cual se incubé a 37 °C en aerobiosis. La
prueba se considero positiva al observar zonas mas claras en comparacion
de la coloracién del medio alrededor de las estrias y colonias aisladas,

indicando actividad lipolitica.
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Para identificar el tipo de fermentacién de cada cepa, asi como la produccion

de gas y los carbohidratos que fermentan, se realizaron, las pruebas que a

continuacién se mencionan:

a)

b)

Prueba para determinar homofermentacion o heterofermentacion.
Una vez que se realizo la reactivacion de las cepas de BAL, se inocularon
en el medio M5 mediante estria por agotamiento incubandose en
anaerobiosis utilizando una jarra con gas pack OXOID AnaeroGen™ a
30°C por 5 dias.

Como control de microorganismo homolactico se utilizé Lactococcus lactis
54 ch y como control heterolactico se utilizO Leuconostoc mesenteroides
73 (ambas de la Coleccion de cultivos del laboratorio 324) incubados en
aerobiosis, a 30 °C por 48 horas. Las cepas se consideraron como
homoléacticas al presentar colonias azul-verdosa con vire del medio de azul
a amarillo, mientras que las cepas heterolacticas al presentar colonias
blanquecinas sin presentar cambio en la coloracion del medio, es necesario
gue se lleve a cabo la reduccion de fructosa a manitol para que los
resultados que se obtengan sean de acuerdo con las cepas hetero y
homolacticas, sin que haya resultados falsos positivos (Zuiiga et al., 1993;

Pares y Juarez, 1997; Ramirez y Vélez, 2016).

Prueba de produccién de gas y fermentacion de la lactosa.

Esta prueba se realizé por duplicado, utilizando como controles las cepas
Escherichia coli 27377 control (+) (Coleccion de cultivos del laboratorio
324) y como control (-) Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Una vez
reactivadas las cepas BAL, a partir del segundo pase, se inocularon 177.8
UL en 10 mL de caldo rojo de fenol con lactosa, se incub6 a 30°C en
aerobiosis por 7 dias; en el caso de los controles, se inocularon 88.8 UL en
10 mL de caldo rojo de fenol con lactosa y se incubaron a 37 °C en

aerobiosis por 24 horas. Se considero la prueba positiva para fermentacién
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de la lactosa al observar vire del medio rojo a amarillo y prueba negativa al
no existir cambio de color en el medio, en cuanto a la produccién de gas,
se consideré prueba positiva al observar produccion de gas dentro de las
campanas de Durham y prueba negativa al no haber dicho gas.

API1 50 CH.

La reactivacion de las cepas BAL se llevé a cabo de la forma mencionada
anteriormente, con excepcion de que el segundo pase se realizo
inoculando 88.8 pL en 10 mL de caldo MRS, se incub6 a 30°C por 24 horas,
posteriormente a dicho tiempo, los 10 mL se trasvasaron a tubos de
centrifuga y se centrifugaron (Centrifuga Beckman J2-21 M/E) a 12,000
rpm por 10 minutos, se decanto el sobrenadante y el pellet obtenido se lavo
con 10 mL de agua destilada estéril y se centrifugd nuevamente bajo las
mismas condiciones, se descarto el sobrenadante. A partir de un vial de 2
mL de agua destilada estéril, se tom6 un mL y resuspendieron las células,
para después homogeneizar con un mL que quedo en el vial. Se tomo una
alicuota de este y se adicion6 gota por gota en otro vial con 5 mL de agua
destilada estéril hasta obtener una turbidez igual a la del tubo namero 2
marcada en la escala de McFarland. Una vez que se alcanzo dicha turbidez
y que se cuantifico la cantidad de gotas que permitieron alcanzarla, se
adicion6 el doble de gotas al medio CH-API, se homogeneizaron y se
coloco dentro de los pozos de las tiras API, se coloco el aceite mineral y se
incubo a 30 °C por 5 dias, pero realizando monitoreo de resultados cada
24 horas, hasta el dia final de incubacion.

Los resultados observados se registraron en formatos que venian incluidos
en el kit APl 50 CH, que contenian la clave de los carbohidratos a
fermentar. Para registrar los resultados, en cada celda se coloco (+) a las
pruebas positivas y (-) a las pruebas negativas, una vez que se tuvieron los
resultados de las 10 cepas, se ingres6 al sitio de APl web

https://apiweb.biomerieux.com para obtener la identificacion de estas.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Reactivacion de bacterias acido-lacticas y verificacion de pureza.

Al realizar la verificacion de pureza de las cepas de bacterias acido-lacticas
qgue fueron aisladas del kéfir (Tabla 4), se describié la morfologia colonial y
microscopica, asi como su Gram. En la literatura se describen las
caracteristicas generales de las bacterias acido-lacticas, siendo cocos y
bacilos de longitud variable, Gram (+), no esporulados, sin movilidad, con
caracteristicas fisiologicas uniformes y catalasa negativos (Parra, 2010).
Respecto a las condiciones en las que se incubaron las cepas, se observo que
la mejor condicion para el crecimiento de las cepas de BAL aisladas del kéfir
en agar MRS fue en anaerobiosis e incubadas por 72 horas, esto debido a que
las bacterias acido-lacticas carecen de la enzima citocromo catalasa, teniendo
un metabolismo anaerobio, sin embargo, tienen la capacidad de ser
aerotolerantes (Parra, 2010).

Por lo mencionado anteriormente para realizar las tinciones se consideraron
72 horas de incubacién para un mayor crecimiento y mejores observaciones
coloniales, asimismo se realizé una segunda tincion de Gram a las cepas
aisladas del kéfir, pero en esta ocasion a las 48 horas de incubacion (Tabla
4).
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después de latincion de Gram de cepas de BAL aisladas del kéfir.

Tabla 4. Descripcion morfolégica de colonias y células al microscopio

3 MORFOLOGIA GRAM | GRAM
CEPA MORFOLOGIA COLONIAL .
MICROSCOPICA a8 h 721
Colonias grandes, redondas, blanquecinas, cremosas y . .
E1-C Cocobacilos pequefios. ) )
convexas.
) ) Cocobacilos, agrupados en
E1-D Colonias grandes, redondas, cremosas y blanquecinas. (+) )
cadenas cortas y largas.
Eo A Colonias grandes y otras pequefias, redondas, blanquecinas, Cocobacilos gordos agrupados ) 0
- + -
cremosas y convexas. en duplas.
EoB Colonias pequefias, redondas, blanquecinas, cremosas y Cocobacilos agrupados en ) )
- + +
convexas. cadenas.
Eo-C Colonias grandes, redondas, cremosas, blanquecinas y Cocobacilos, agrupados en ) 0
- + -
convexas. cadenas cortas y largas.
£2.0 Colonias pequefias, redondas, blanquecinas, cremosas y Cocobacilos cortos, agrupados *) 0
- + -
convexas. en cadenas cortas y largas
E3F Colonias grandes, redondas, blanquecinas, cremosas y Cocobacilos, agrupacion en 0 0
convexas. cadenas
Colonias redondas, pequefias, blanquecinas, cremosas y Cocobacilos, agrupados en
E3-M +) (G
convexas. duplas.
. . Cocobacilos cadenas cortas y
E3-N Colonias pequefias, redondas, blancas, cremosas y convexas. | (+) )
argas.
E3.p Colonias pequefias, redondas, blanquecinas, cremosas y Cocobacilos en cadenas cortas ) 0
- + -

convexas.

y largas.
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En la morfologia colonial de las cepas aisladas en los tiempos 48 y 72 horas
no hubo diferencia en las observaciones, en cuanto al color entre las cepas
(blanquecinas), y a la forma (redondas), no se observaron variaciones, sin
embargo, en cuanto al tamafio de las colonias aisladas, las cepas asignadas
como Gram (-) tenian colonias grandes, mientras que las Gram (+) fueron
colonias pequefas. Ahora bien, la morfologia microscopica fue en todos los
casos cocobacilos, observados tanto en cadenas cortas y largas, de modo que
al existir homogeneidad tanto en las colonias y en las células que se
observaron al microscopio, es un indicativo de la pureza de las cepas
(Tabla 4).
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Tabla 5. Im&genes observadas al microscopio (objetivo 100x) después de

realizar tincién de Gram a las cepas con 48 horas de incubacion.

Imagen al microscopio

Cepa Imagen al microscopio Cepa
. . :
- - -
h . -
- . B
B . -




Cinéticas de crecimiento de cepas de BAL en medio MRS a 30 °C y 37°C.

Al realizar las cinéticas de crecimiento de las cepas E2-B y E2-C, con base en
el procedimiento empleado para el experimento 1, se observé que con dichas
condiciones el crecimiento de las cepas fue lento, incluso se comenz6 con
valores de absorbancia de 0.015 a 0.050, y dado que a la hora 24 comenzaba
la fase exponencial como se muestra en las Figuras 1 y 2, se decidio
incrementar el tiempo de incubacién hasta 60 horas, pudiéndose observar una
curva de crecimiento caracteristica, es decir presentando las 3 fases en el
crecimiento la fase lag de 0-12 horas, la fase exponencial de 12-36 horas y la
fase estacionaria de 48-60 horas.

En cuanto al decremento del pH para ambas cepas fue lento hasta el
monitoreo a las 12 horas de incubacion, pero cuando se realizo el monitoreo a
la hora 24, para la cepa E2-B (Figura 1), se observo que a 37°C hubo una
caida de pH evidente incluso mayor a la observada a 30°C, los valores
alcanzados a las 60 horas de monitoreo entre ambas temperaturas de
incubacion no tuvieron variacion e incluso se observé que llegaron al mismo

valor de pH final.

En la cepa E2-C (Figura 2), a 37 °C a la hora 24 se observo mayor decremento
de pH en comparacion con 30 °C, sin embargo, a partir de la hora 36 a 37°C
el pH tuvo poca variaciéon, obteniendo un pH final mayor en comparacién con
el obtenido a 30 °C, ademas de que la tendencia en la disminucion de este

parametro fue mayor a esta temperatura.
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Figura 1. Densidad 6pticay pH del medio MRS de la cepa E2-B, 30 y 37°C. Se presentan
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00 - 0.15.
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Figura 2. Densidad 6pticay pH del medio MRS de la cepa E2-C, 30 y 37°C. Se presentan
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00-0.29.
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Observando los resultados anteriores, se decidié repetir el experimento con
las mismas cepas, incrementando el in6culo en los caldos MRS, con base en
la proporcién mencionada en la metodologia en la seccion del experimento 2,
asi como la modificacion en los tiempos de monitoreo y la temperatura a
evaluar, por lo que solo se realiz6 la incubacion a 30 °C.

En este experimento se observo un incremento de poco méas del doble en la
densidad optica en el transcurso de los monitoreos, por otra parte, en cuanto
a los valores de pH medidos, no fueron mayores a los obtenidos en el primer
experimento, por lo que incrementar el inéculo no fue un factor que acelerara
Su crecimiento, es decir, que se observara la fase exponencial antes de las 12
horas de incubacion y una reduccion de pH final menor a 4.0.

Para la cepa E2-C (Figura 3) la fase estacionaria comenzo a la hora 36 y
continud hasta la hora 48. El pH se mantuvo sin variacion a partir de la hora
36, esta cepa presento gran produccion de gas

En el caso de la cepa E2-B (Figura 4), la fase estacionaria se alcanzo después
de las 36 horas de incubaciéon y hasta las 48 horas. A la hora 60 se observo
un decremento en la densidad 6ptica. Durante toda la fermentacion se observé

gue la cepa presento gran produccion de gas.
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Figura 3. Densidad o6ptica y pH del medio MRS de la cepa E2-C, 30 °C. Aumento del
indculo inicial.
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Figura 4. Densidad oOptica y pH del medio MRS de la cepa E2-B, 30 °C. Aumento del
inoculo inicial.
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Con base en los resultados obtenidos, se decidié continuar con las cinéticas
de crecimiento de las 8 cepas restantes con las condiciones establecidas para
el experimento 2, modificando el tiempo de monitoreo de 0 a 36 horas de
crecimiento (Figuras 5 -12).

A 37°C, las cepas mostraron comportamientos distintos, pues en las cepas E1-
C, E1-D y E3-M se observd una meseta después de las 24 horas de
incubacion, por otro lado, las cepas E2-A, E2-O y E3-N después de dicha hora
mostraron una curvatura indicando el inicio de la fase estacionaria, las cepas

E3-F y E3-P mostraron tendencia exponencial después de esta hora.

Se observo un crecimiento caracteristico de las cepas en cada temperatura
evaluada, pues a 30 °C se mostro la fase exponencial de la hora 12 a 36,
mientras que a 37 °C dicha fase se observo de la hora 12 a 24, ademas en
esta se obtuvieron valores menores de densidad 6ptica que a 30°C al final del

monitoreo (Figuras 5-12).

En cuanto a la disminucion de pH el comportamiento fue similar, siendo
caracteristico para todas las cepas aisladas de este kéfir con origen Hidalgo,
si bien algunas cepas disminuian mas el pH del medio en periodos de tiempo
mas cortos, el pH final del medio siempre oscilaba en un rango de 4.0-5.0, esto
en funcion de la temperatura de incubacion, pues a 37 °C se obtuvieron valores
de pH de 4.4 a 5.0 al haber transcurrido 36 horas de incubacion, mientras que

a 30 °C los valores obtenidos oscilaban de 4.0- 4.3 (Figuras 5-12).
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Figura 5. Densidad 6pticay pH del medio MRS de la cepa E1-C, 30 y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.0 -0.78.
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Figura 6. Densidad 6pticay pH del medio MRS de la cepa E1-D, 30 y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00 -0.22.
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Figura 7. Densidad 6pticay pH del medio MRS de la cepa E2-A, 30 y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, condesviaciones estandar de
0.00-0.157.
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Figura 8. Densidad Opticay pH del medio MRS de la cepa E2-O, 30 y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00 -0.791.
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Figura 9. Densidad optica y pH MRS de la cepa E3-F , 30 y 37 °C. Se muestran los
promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar de
0.00 -0.494.
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Figura 10. Densidad 6pticay pH del medio MRS de lacepa E3-M, 30y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00 -0.104.
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Figura 11. Densidad 6pticay pH del medio MRS de lacepa E3-N, 30y 37 °C. Se muestran
los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar
de 0.00 -0.065.
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Figura 12. Densidad Opticay pH del medio MRS de la cepa E3-P, 30y 37 °C. Se muestran

los promedios de los resultados que se realizaron por duplicado, con desviaciones estandar

de 0.00 -0.156.
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Existen multiples factores que afectan el crecimiento de las bacterias acido-
lacticas en un medio de fermentacion, los requerimientos nutricionales y la
temperatura de incubacion resultan ser los mas importantes, pues existe una
temperatura 6ptima de incubacién en la cual se observa una velocidad de
crecimiento mayor, la cual depender4d de las caracteristicas de cada
microorganismo (Parra, 2010). Para las 10 cepas de BAL se observo que la
mejor temperatura de crecimiento fue de 30 °C, ya que la DO obtenida fue
mayor que a 37°C. A 30°C se espera haya mayor produccion de metabolitos
de origen proteico similares a bacteriocinas y acidos organicos porque a dicha
temperatura las BAL tuvieron buen crecimiento y su fase logaritmica se
extendio por mayor tiempo de incubacion, en general de 12-48 horas, mientras
gue al estar en consorcio dentro de los granulos de kéfir y ser fementadas en
leche, hay reportes que indican que a las 48 horas de incubacion, se alcanza
la fase estacionaria, en la que se sabe las bacterias se mantienen en latencia,
debido probablemente a la simbiosis de las bacterias y levaduras que con
mayor velocidad utilizan tanto las proteinas y carbohidratos presentes en el
kéfir, mientras que el tiempo de incubacion para la produccion de metabolitos
con actividad antimicrobiana reportado es de 144 horas (6 dias de incubacion)

para obtener dicho efecto (Silva et al., 2009).
Ensayo de actividad antimicrobiana. Prueba de difusion en Agar.
a) Cuantificaciéon de proteina en sobrenadantes liofilizados.

Se cuantifico la proteina presente en los sobrenadantes mediante la técnica
colorimétrica de Bradford, considerando que la proteina cuantificada hace
referencia a la cantidad de metabolitos de origen proteico que produce cada
cepa de bacterias acido-lacticas. En la Tabla 6 se muestra la concentracion
promedio de proteinas para cada cepa, la cual fue medida por duplicado,
mostrando que la cepa E2-C es la cepa con la mayor concentracion de
proteina (117.36 pug/mL) de las BAL estudiadas.
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Tabla 6. Determinacion de proteina por el método de Bradford en los

sobrenadantes liofilizados de BAL.

Cepa Concentracion de proteina Desviacion
(ug/mL) estandar
El-C 109.20 0.145
E1-D 93.29 0.035
E2-A 103.11 0.084
E2-B 95.09 0.002
E2-C 117.36 0.018
E2-O 116.81 0.065
E3-F 111.69 0.064
E3-M 108.23 0.083
E3-N 97.30 0.194
E3-P 69.77 0.052

Cuantificar la proteina presente en los sobrenadantes nos dio una idea de la
presencia de metabolitos de origen proteico y de el efecto de los
sobrenadantes en las pruebas de difusion en agar contra microorganismos
patdgenos, con base en los resultados obtenidos (Tabla 6) las cepas con
mayor concentracion de proteina (mayor de 100 ug/mL) E2-C, E2-O, E3-F, E1-
C y E3-M tendran mayor efecto en la inhibicibn de microroganismos
patégenos.

Sin embargo, el medio de cultivo MRS es rico en proteinas, por la presencia

de peptona, extracto de carne y extracto de levadura en su composicion
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(Tabla A.11, anexo A), por lo que dentro de la concentracion determinada se
encuentra el equivalente de proteinas perteneciente a estos, por tal motivo se
sugiere realizar otro tipo de técnicas para identificar incluso el tipo de
metabolitos de origen proteico con los que se esta trabajando, por ejemplo, la
precipitacion selectiva de proteinas con sulfato de amonio, para concentrar y
purificar las mismas e inclusive métodos de separacion por cromatografia,
HPLC, para posteriormente determinar su peso molecular en una SDS-PAGE
y con ello iniciar su caracterizacion (Monroy et al., 2009).

Posteriormente se llevo a cabo la prueba de difusién en agar de las cepas de
BAL.
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b) Ensayo de difusion en agar.

Enla Tabla 7 se muestran los resultados el efecto antimicrobiano de las cepas

BAL, sobre las cepas Streptococcus oralis, S. mutans y Staphylococcus

aureus.

Tabla 7. Resultados de la actividad antimicrobiana de cepas de BAL.

Pruebas de difusion en Agar en medios tamponados.

Microorganismo a

inhibir

Streptococcus

mutans

Streptococcus oralis

Staphylococcus

aureus

Sobrenadante Promedio del diametro de los halos de inhibicion (mm)

a probar
E1-C 15.5 19.0 -
E1-D 17.5 19.5 -
E2-A 16.0 16.0 12.5
E2-B 15.5 18.5 10.5
E2-C - 17.0 -
E2-O 16.0 18.0 -
E3-F - 19.5 -
E3-M - 18.0 -
E3-N 16.5 16.5 10.0
E3-P - 19.5 -

* La prueba se realiz6 por duplicado obteniendo una desviacion estandar de
0.15.
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Como se observa en la Tabla 8, Streptococcus oralis, bacteria presente en la
cavidad oral, fue inhibida por los sobrenadantes obtenidos de las 10 cepas
estudiadas tanto en el medio tamponado como en el no tamponado, indicando
gue los metabolitos formados por las BAL, de origen proteico y &cidos
organicos previenen su crecimiento. En la Figura 13 se observan los halos
inhibicion en medio tamponado, en su mayoria los halos de inhibicion fueron
cercanos a 20 mm, también se describe el control positivo (clorhexidina 0.2%).
Se ha reportado que el consumo de kéfir tiene un gran efecto protector sobre
la desmineralizacién in vitro del esmalte dental debido a la presencia de
caseinofosfopéptidos (CPP) (Koch et al., 2015) cuestion que, probablemente,

puede tener relacion con la inhibicion de dicho microorganismo.
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Tabla 8. Actividad antimicrobiana, mediante prueba de difusion en agar

para Streptococcus oralis.

Medio tamponado

Medio no tamponado

Diametro Diametro
inhibicion estandar variacion inhibicion estandar
(mm) (mm)

E1-C 19 1.41 7.44 16 1.41 8.84
E1-D 195 0.71 3.63 18 0.00 0.00
E2-A 16 1.41 8.84 16 1.41 8.84
E2-B 185 0.71 3.82 175 0.71 4.04
E2-C 17 0.00 0.00 16.5 0.71 4.29
E2-0 18 0.00 0.00 17 0.00 0.00
E3-F 19.5 0.71 3.63 18 1.41 7.86
E3-M 18 0.00 0.00 17.5 0.71 4.04
E3-N 16.5 0.71 4.29 17 0.00 0.00
E3-P 195 0.71 3.63 16 0.00 0.00
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Figura 13. Prueba de difusion en Agar BHI tamponado, control positivo
clorhexidina 0.2% (+) y control negativo agua destilada (-). Halos de inhibicién
formados por los sobrenadantes tratados de BAL sobre el césped de Streptococcus

oralis.

La segunda bacteria de cavidad oral, Streptococcus mutans presentd
inhibicién por los sobrenadantes de 6 cepas tanto en medio tamponado como
en el no tamponado (Tabla 9), pero en este caso el halo formado no se observo
por completo sin crecimiento, pues se observaban algunas colonias dentro del
mismo, suceso que también se observO para la cepa patdgena de
Staphylococcus aureus, accion observada por los sobrenadantes de 3 cepas
(E2-A, E2-B y E3-N) en medio tamponado y no tamponado (Tabla 10), siendo

los valores de los didmetros de halos de inhibicién 12.5 mm, 10.5 mm y 10.0
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mm respectivamente, menores en comparacién con

Streptococcus mutans y S. oralis (Tabla 7).

los medidos para

Tabla 9. Actividad antimicrobiana, mediante prueba de difusion en agar

para Streptococcus mutans.

Medio tamponado

Medio no tamponado

Didmetro Diametro
romedio romedio L
P ~ | Coeficiente P o Coeficiente
de halos | Desviacion de halos | Desviaciéon de
Cepa d tand de d tand
e estandar e estandar : 2
variacién variacion
inhibiciéon inhibiciéon
(mm) (mm)
E1-C 15.5 0.71 4.56 21 1.41 6.73
E1-D 17.5 2.12 12.12 20 0.00 0.00
E2-A 16 1.41 8.84 20.5 0.71 3.45
E2-B 15.5 0.71 4.56 11 12.73 115.71
E2-0 16 141 8.84 225 3.54 15.71
E3-N 16.5 0.71 4.29 19 141 7.44
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Tabla 10. Actividad antimicrobiana, mediante prueba de difusién en agar

para Staphylococcus aureus.

Medio tamponado Medio no tamponado
Diametro
Diametro .
di Coeficient promedio
romedio oeficiente .
c dp halos d Desviacién q de halos Desviacioén Coeficiente
epa e halos de e I
P T estandar o de estandar | devariacion
inhibicion variacion o
inhibiciéon
(mm)
(mm)
E2-A 125 2.12 16.97 17.5 0.71 4.04
E2-B 10.5 0.71 6.73 13.0 1.41 10.88
E3-N 5.0 7.07 141.42 12.5 0.71 5.66

Al observar los resultados obtenidos, se decidid0 concentrar mas los
sobrenadantes para la prueba de sobrevivencia, esperando tener mayor efecto
de inhibicion contra Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus, puesto
gue la fuente de carbono utilizada durante la fermentacion del kéfir y su
concentracion, influye en el crecimiento microbiano y por ende en la actividad
microbiana observada (Silva et al., 2009).

En cuanto a las demas cepas estudiadas, es decir Listeria monocytogenes,
Listeria innocua, Escherichia coli 108412, Samonella Typhimurium, Bacillus
cereus y Enterococcus faecalis (las claves de las cepas se encuentran en la
Tabla C.1 (anexo C), no fueron inhibidas por los sobrenadantes de las cepas
de BAL tanto en el medio tamponado como en el no tamponado, incluso hubo
crecimiento dentro de los pozos.

Puesto que se esperaba inhibir principalmente a Listeria monocytogenes, se
decidi6 realizar nuevamente la prueba esperando tener mejores resultados, de
modo que, en esta ocasion, los sobrenadantes se concentraron aun mas, al
resuspender en un volumen menor, sin embargo, nuevamente no hubo

inhibicion.
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Al observar que no hubo inhibicion para Listeria monocytogenes y Listeria
Innocua, se sugiere que los metabolitos de origen proteico producidos por las
cepas aisladas de kéfir, que permitieron la inhibicion de Staphyloccus aureus,
Streptococcus mutans y S. oralis, no son de clase lla, pues éstos son péptidos
activos contra Listeria, algunos ejemplos de éstas son la pediocina PA-1 y la
sakacina P (Mondrag6n et al., 2013; Baron, 2018).

Los sobrenadantes concentrados utilizados para la prueba con L.
monocytogenes, también se utilizaron para la prueba contra Bacillus cereus,
en el medio tamponado y no se observo inhibicién.

Sin embargo, en el medio no tamponado se presentaron halos de inhibicién
contra B. cereus formados por 8 cepas BAL, los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 11, y los halos se observan en la Figura 14.

Se ha reportado que la actividad antimicrobiana del kéfir se debe a la
produccion de metabolitos como el acido lactico, diacetilo, acetaldehido,
peroxido de hidrogeno, dioxido de carbono y bacteriocinas presentes en
extractos sin células (sobrenadantes), los cuales inhiben a diversos
microorganismos, entre ellos a Bacillus cereus, en este caso al ser un medio
no tamponado no se afectan los efectos por los acidos organicos, entre los
cuales principalmente se encuentra el acido lactico, producido en el proceso
de crecimiento de las BAL, indicando que los acidos organicos liberados son

suficientes para inhibir su crecimiento (Kivanc y Yapici, 2015).
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Figura 14. Prueba de difusién en Agar BHI no tamponado , control positivo

clorhexidina 0.2% (+) y control negativo agua destilada (-). Halos de inhibicién

formados por los sobrenadantes tratados de BAL sobre el césped de Bacillus cereus.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana, mediante prueba de difusién en agar

para Bacillus cereus.

Medio no tamponado

Diametro promedio de .
Cepa halos depinhibicic’)n Desv’iacic’)n Coj:;::?;de
(mm) estandar
E1-D 20.5 0.71 345
E2-A 20.5 0.71 3.45
E2-B 20 0.00 0.00
E2-C 19.5 0.71 3.63
E2-0 19 1.41 7.44
E3-M 20.5 0.71 3.45
E3-N 18.5 3.54 19.11
E3-P 20 1.41 7.07
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Tratamiento a sobrenadantes de cepas con actividad antimicrobiana.
Ensayo de sobrevivencia de Staphylococcus aureus, Streptococcus
oralis y S. mutans.

Se trabajé con los sobrenadantes de las cepas E2-A, E2-B y E3-N puesto que
se observé que inhibieron a las 3 bacterias mostradas en la Tabla 7. A dichos
sobrenadantes se les realizé un ajuste de pH y un tratamiento térmico, para su
posterior liofilizacién. Una vez tratados, se inocularon con Streptococcus oralis,
Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus para observar su
sobrevivencia en contacto directo con las probables bacteriocinas. Realizar
dichos tratamientos tienen un gran impacto para la prueba puesto que al
ajustar el pH del sobrenadante estamos asegurando que el efecto de inhibicion
sea directamente por el efecto de metabolitos de origen proteico presentesy
no por acidos organicos, el tratamiento térmico fue un indicativo del tipo de
metabolitos producidos, pues existen metabolitos que son termolabiles, por
ejemplo las bacteriocinas de clase Ill, denominadas bacteriolisinas (Beristain
et al., 2012; Mondragon et al., 2013).

En la Figura 15 se muestra la sobrevivencia que presentd S. oralis al ser
inoculada de forma directa en los tres sobrenadantes y en el control
(procedimiento empleado para todas las cepas).

De forma especifica, los comportamientos observados en cada sobrenadante
son los siguientes: en cuanto a S. oralis en el sobrenadante E2-A, la
disminucién de la cuenta de viables del tiempo 0 a 12 hora fue grande, de 5.32
a 3.54 UFC/mL, mientras que de la hora 12 a la 24 no hubo gran diferencia
entre la disminucién, pues ésta fue de 3.54 UFC/mL a 3.35 UFC/mL, en el
sobrenadante E2-B, fue similar a la que se tuvo en el sobrenadante E2-A,
finalmente en el sobrenadante E3-N no hubo gran diferencia entre el
decaimiento de su crecimiento entre la hora 0y 12, sin embargo, de la hora 12
a 24, disminuyé de 4.7 a 2.6 UFC/mL (Figura 15).
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FiFigura 15. Prueba de sobrevivencia de Streptococcus oralis en sobrenadantes tratados de
cepas de BAL. Disminucién de crecimiento de S. oralis en el trascurso del tiempo hasta la hora 24, en
las barras color azul es el efecto observado en el sobrenadante E2-A, en las barras grises el observado
en sobrenadante E2-B y en las barras café el observado en el sobrenadante E3-N. En las barras naranjas
se muestra el efecto observado en el control.

Tanto en el control como en lo sobrenadantes, se observo que la sobrevivencia
de S. oralis disminuyé conforme transcurrio el tiempo de incubacion, sin
embargo, en el control se observé crecimiento de S. oralis hasta la hora 48 del
monitoreo, mientras que en los sobrenadantes hasta la hora 24, indicando su
limite de sobrevivencia. En los sobrenadantes probablemente se encuentren
presentes metabolitos de origen proteico producidos por las bacterias durante
su crecimiento en el medio de crecimiento, teniendo efectos contra la
membrana celular de S. oralis, por ejemplo, formando poros, pues estos
efectos se han observado en las bacteriocinas por la atraccion que generan
sobre la membrana celular de los microorganismos por fuerzas electrostéticas,

ya que las bacteriocinas estan cargadas positivamente y tienen la capacidad
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de interaccionar con los fosfolipidos de la membrana bacteriana cargada
negativamente, aunado a la naturaleza anfipatica de las bacteriocinas, factor
que favorece su distribucion sobre la superficie de la membrana celular
bacteriana.

La unién que se da entre dichos metabolitos y el microorganismo diana (S.
oralis) favorece la penetracion hacia el interior no polar de la membrana
celular, teniendo como resultado formacion de poros en esta, permitiendo que
el contenido intracelular pierda iones K, moléculas de ATP, en algunos casos
aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular, provocando disminucion del
potencial de membrana y escasa disponibilidad de reservas energéticas,
cuestion que lleva a la disminucion de sintesis de DNA, RNA y proteinas,
camino directo a la lisis de la bacteria (Heredia et al., 2017).

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos para Streptococcus
mutans, mostrando por su comportamiento tanto en el control como en los tres
sobrenadantes, que presenté un decremento en el crecimiento hasta la hora
12, sin embargo, a la hora 24 y 48 se observé un incremento en esta, en el
control, se presento el mismo comportamiento, pero con la diferencia de que
el incremento de células a las 48 horas fue mayor.

Dicho comportamiento que pareci0 ser caracteristico, aparenta ser un
comportamiento de probable adaptacién al medio de crecimiento, en el que
durante las primeras horas se adapta para posteriormente crecer con mayor
impacto, es importante mencionar que al final de la prueba el medio se
observaba mas denso, espeso, lo que pudo indicar la formacion de polimero
por S. mutans, pues es probable haya producido dextranos o glucanos, en
donde este Ultimo sustrato es utilizado por la bacteria como reserva de
nutrientes (NUfiez y Garcia, 2010), cuestion que provocé que fuera mas dificil

distribuirlo en las placas al no ser tan fluido.
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Desde hace tiempo se conoce la relacion directa que existe entre el consumo
de azlcares principalmente sacarosa y la caries dental; esta enfermedad es el
resultado del crecimiento de bacterias tales como Streptococcus mutans y S.
sanguinis, que utilizan el disacéarido y lo transforman en los &cidos piravico,
acético y lactico, agentes que disuelven el esmalte de los dientes,
probablemente la produccion de estos &cidos, provocaron disminucion del pH
en el medio, los cuales pudieron generar cambios en las moléculas proteicas
con accion antimicrobiana.

También se sabe que Streptococcus mutans en presencia de azlcares tiene
la capacidad de sintetizar polisacaridos extracelulares, por ejemplo, con la
sacarosa es posible debido a la presencia de dos enzimas, la
glucosiltranferasa (GTF) y la fructosiltranferasa (FTF), la GTF sintetiza el
glucano a partir de la glucosa, mientras que la FTF fructano a partir de la
fructosa. Debido a estos polisacaridos es probable que se evitara el contacto
de los metabolitos de origen proteico con la membrana celular de este
microorganismo, de modo que tenian el efecto de barrera protectora, pues la
sintesis de dextranos (polimeros de glucosa) les sirven de soporte, creando
un microambiente adecuado para su desarrollo (Badui,2006; Ojeda et al.,
2012; Gamboa, 2014).
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Figura 16. Prueba de sobrevivencia de Streptococcus mutans en sobrenadantes tratados de
cepas de BAL. Barras de color negro corresponden al sobrenadante E2-A, barras verdes al
sobrenadante E2-B y barras café al sobrenadante E3-N. Barra color naranja corresponden al control.

En la Figura 17 se muestra el comportamiento de la sobrevivencia de
Staphylococcus aureus, donde se observa variacion entre lo sobrenadantes,
pues en el sobrenadante E2-A hubo una disminucién en la cuenta a partir del
monitoreo del tiempo 0 y de la hora 12, sin embargo, en las horas 24 y 48
horas se incrementd la cuenta. En el sobrenadante E2-B se observd un
decremento en la cuenta del tiempo 0 a la hora 12 y de esta hora a la hora 24,
pareciendo que en efecto este sobrenadante evitaria que S. aureus continuara
sobreviviendo, sin embargo, en el monitoreo de la hora 48 se observd un
incremento en la cuenta en placa, es probable que este sobrenadante creara
un efecto importante para S. aureus en el proceso de adaptacion al medio y
por ello es que hasta la hora 48, crecié con mayor impacto. Por otro lado, en
el sobrenadante E3-N se observé un comportamiento peculiar pues en el

tiempo 0 a la hora 12 hubo un incremento en la cuenta en placa, indicando que
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no existia efecto del sobrenadante sobre S. aureus, sin embargo, en la hora
24, disminuy® la cuenta de colonias pareciendo que el efecto del sobrenadante
era escaso y que existia probabilidad de evitar la sobrevivencia del
microorganismo, pero en el monitoreo de la hora 48 nuevamente se
incrementd la cuenta. El comportamiento del microorganismo en el control fue
el caracteristico observado en los demas controles, pues se comenzé con
cierta cuenta de colonias, existid una disminucion en la cuenta a la hora 12,
para posteriormente presentar incremento en la cuenta en placa en los tiempos
24 y 48 horas, ya que era medio MRS y no BHI que es el medio utilizado
especialmente para microorganismos patégenos por la composicion que
presenta (Tabla A.12, anexo A) ya que a partir de la infusién de cerebro y
corazon, la peptona y la glucosa obtienen los nutrientes necesarios para vivir
(BD, 2013).
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Figura 17. Prueba de sobrevivencia de Staphylococcus aureus en sobrenadantes tratados de
cepas de BAL. En las barras color café se muestra el efecto obtenido por el sobrenadante E2-A, en
las verdes el del sobrenadante E2-B y las barras de color azul el efecto del sobrenadante E3-N. Las
barras color naranja muestran el comportamiento del control.

En los matraces donde se estaba realizando la prueba se observo que en las
paredes quedaba un poco del medio (sobrenadantes), probablemente ocurria
la formacion de biopelicula por S. aureus, se conoce que dentro de los factores
de virulencia presentan componentes en su pared celular y una gran variedad
de exoproteinas que facilitan la colonizacion de nuevos habitats. Las
biopeliculas resultan ser una estrategia adaptativa, y que ofrece ciertas
ventajas como, la proteccion de los microorganismos de la accion de agentes
adversos incrementa la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento,

facilita la obtencién de agua, reduciendo la posibilidad de deshidratacién y
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posibilita la transferencia de material genético, incrementando sus

capacidades de sobrevivencia (Dominguez et al., 2010).

La produccién de metabolitos de origen proteico depende del crecimiento y
actividad fisiolégica de las BAL, presentando una correlacion de la biomasa
obtenida con la cantidad de dichos metabolitos producidos, por lo que realizar
ensayos utilizando otros medios de cultivo y otras condiciones de crecimiento
de las cepas BAL, podria favorecer la produccion de sustancias
antimicrobianas, en la Tabla 12 se muestran algunos medios que se han

utilizado para aislar BAL (Mondragén et al., 2013).

Tabla 12. Medios de cultivo utilizados para aislar BAL (Rodriguez, 2007).

Género de microorganismo Agar
Lactobacillus spp. MRS
Lactococcus spp. M17
Leuconostoc spp. MSE

Leuconostoc APT

Caracterizacion de las cepas acido-lacticas.
Actividad amilolitica.

Después de 24 horas de incubacion el control utilizado (Streptococcus
infantarius 25124) presento crecimiento pero con colonias pequefias, mientras
gue las cepas de BAL no presentaron crecimiento por lo que se dejaron incubar
por dos dias mas, observando que el control mostraba colonias de mayor

tamafio y halos de hidrdlisis (Figura 18a), mientras que las BAL tuvieron
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escaso crecimiento, por lo que se mantuvo en refrigeracion a la cepa control,
y se incubaron las cepas BAL por 4 dias més.

Después de ese tiempo se observd crecimiento de las cepas BAL, sin
embargo, no se observo actividad amilolitica a simple vista, por lo que, para
confirmar dichas observaciones, se revelaron las placas con Lugol, haciendo
aun mas visibles los halos de hidrdlisis del almidén de Streptococcus
infantarius 25124 (Figura 18b), mientras que en las cepas BAL aun después

de revelar, no se observé actividad amilolitica.

Figura 18. Ensayo de actividad amilolitica. Degradacion enzimatica del almidon
realizada por el control Streptococcus infantarius 25124, se muestra la degradacion del
almidon en el medio MRS-almidon en halos formados sin revelar (a) y los halos en el medio
después de revelar con Lugol (b).

Se sabe que el almidén se encuentra conformado por dos polimeros de
glucosa, el primero es la amilosa y el segundo la amilopectina, el no presentar
actividad amilolitica por las bacterias acido-lacticas, indica que no sintetizaron
amilasas que le permitieran hidrolizar al almidon, cuestion por la que le costo
mayor trabajo crecer en el medio MRS-almidén (véase composicion en el
anexo A, tabla A.2), al no tener acceso directo a una fuente de carbono, es
probable que utilizaran la peptona pancreatica de caseina, extracto de carne

y el extracto de levadura como fuente nutritiva, que les aportaba nitrégeno,
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carbono, vitaminas y minerales, por ello es que probablemente el tamafo de
las colonias también fue pequefio, en comparacion con las observadas en el
control (Agama et al., 2012; Britania , 2015).

Actividad xilanolitica.

Para esta prueba se utilizaron dos tipos de xilano, de abedul y de maiz.
Después de 4 dias de incubacién, se observé que el control Streptococcus
infantarius 25124 presentd mejor crecimiento en cuanto a tamafio y cantidad
de colonias en el medio de xilano de maiz (Figura 19a) asi como hidrélisis
evidente antes de revelar con rojo Congo al 0.2%, mientras que en el medio
con xilano de abedul fue menor su crecimiento (Figura 19b) y del mismo modo
no existié hidrdlisis evidente.

En cuanto a las cepas BAL existi6 variacion entre cepas en su crecimiento,
pues las cepas E1-D, E2-A, E2-B, E3-F y E3-M en el medio MRS-xilano de
abedul tuvieron mejor crecimiento en cuanto ala cantidad de colonias aisladas,
mientras que las cepas E1-C, E2-C, E3-N y E3-P tuvieron mejor crecimiento
en el medio MRS-xilano de maiz, en ambos medios, no se observé hidrélisis

del xilano.

Figura 19. Ensayo de actividad xilanolitica. Degradacion enzimética del xilano de Streptococcus
infantarius 25124 (a) xilano de maiz (b) xilano de abedul
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La hemicelulosa es un heteropolimero que cominmente se encuentra
ramificado, de dos a cuatro residuos de carbohidratos, ya sean hexosas (D-
manosa, D, glucosa y D-galactosa), pentosas (D-xilosa y D-arabinosa). El
xilano es el polisacarido hemiceluldsico, constituido por una cadena principal
de B-(1-4)-xilanopiranosa (xilosa); el arabinoxilano tiene residuos de a-1-
arabinofuranosa (L-arabinosa) y acido glucurénico en posicién C(0)-2 y/o
C(O)-3 sobre la estructura del xilano, dada su composicién compleja resultaba
ser necesaria la presencia de xilanasas en las BAL para observar hidrdlisis en
el xilano. Se han caracterizado completamente y patentado un cierto nimero
de enzimas xilanoliticas y la mayoria de estas corresponden a hongos
filamentosos, solo se han caracterizado 3-xilosidasas y endo-xilanasas de los
géneros Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus y Staphylococcus; existen pocos
reportes de estas enzimas en otros géneros de bacterias, sin embargo, en la
cepa utilizada como control S. inafantarius se ha encontrado que tiene
actividad xilanolitica sobre el arabinoxilano del maiz (Cooper, 2018).

El que se hayan utilizado fuentes distintas de xilano, probablemente influyen
en el crecimiento de las bacterias, ya que la composicion y porcentajes de los
polimeros varian entre las especies de plantas, incluso dentro de una misma
planta, de acuerdo con la edad, tejido y etapa de crecimiento, ademas la
composicion y frecuencia de las ramificaciones dependen del origen de la
hemicelulosa, pues en las maderas duras (madera de arboles que cambian
hojas: alamo, abedul, olmo), la hemicelulosa principal es el xilano, donde entre
el 60 y el 70% de los residuos de xilosa estan acetilados.

Es importante destacar que la solubilidad de este polisacarido depende de su
grado de sustitucion o ramificaciones, pues en maderas duras, el xilano esta
presente en cadenas muy largas de 150 a 200 monémeros, mientras que en
maderas suaves u otros materiales vegetales estan formados de xilano de
cadenas mas cortas de 70 a 130 mondémeros y con un menor grado de

ramificacion, cuestion que probablemente influy6é para que las BAL crecieran
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de mejor forma, asimismo el que no todas las cepas crecieran de la misma
forma utilizando un polimero en especifico y sin embargo se dividieran las
cepas en dos grupos, hace pensar que la cepas que fueron agrupadas por su
crecimiento en el medio xilano de abedul pudieran tener relacién o inclusive
ser la misma especie, relacion que deben también presentar la cepas que

crecieron en el medio xilano de maiz (Quiroz y Folch, 2011).

Actividad proteolitica.

En la prueba proteolitica en agar calcio caseinato, las colonias de BAL que
crecieron fueron pequefias, sin embargo, no se observé halo de hidrdlisis
después de 9 dias de incubacion.

El control, Pseudomonas aeruginosa mostré protedlisis en el agar calcio
caseinato (Figura 20).

Figura 20. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar calcio caseinato.

En agar leche descremada las cepas BAL tras 7 dias de incubacién
presentaron de forma general un mejor crecimiento, las cepas E3-M y E2-C
fueron las que tuvieron mayor crecimiento y las colonias fueron mas grandes
sin halos de protedlisis (Figura 21). Sin embargo, en lacepa E3-M se alcanzo6
a ver un area del medio mas clara, poniéndose de manifiesto su capacidad

proteolitica (Figura 21).
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Figura 21. Crecimiento de cepas de BAL en agar leche descremada.

En la Figura 22 se observa el crecimiento del control Pseudomonas
aeruginosa inoculada en agar leche descremada mediante diferentes técnicas
(picadura, estria y formacién de pozos en agar) y sus halos de protedlisis.

Se repitié la prueba con agar leche descremada para las BAL en viales,
inoculando por picadura, mediante dicha técnica, debido a la gran turbidez del
medio no fue posible observar halos por protedlisis, sin embargo cabe recalcar
gue la cepa E3-M tuvo bastante crecimiento en la parte superior de la picadura
y el medio fue proyectado por formacion de gas después de 4 dias de
incubacion, al quinto dia la cepa E1-C present6 el mismo comportamiento.

76



Figura 22. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar leche descremada. Se

inoculé mediante estria, picadura y difusién en agar.

Los resultados obtenidos en el agar caseina no mostraron diferencia con las
pruebas anteriores, pues el crecimiento de las cepas de BAL fue escaso y no
se presentd protedlisis, para esta prueba también se realizé un control con
Pseudomonas aeruginosa, presentando en el agar caseina una hidrolisis

evidente (Figura 23).

Figura 23. Protedlisis en agar caseina por Pseudomonas aeruginosa, se inocul6

mediante estria, difusién y picadura.
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La capacidad proteolitica de las BAL juega un papel importante durante la
fermentacion de la leche, principalmente en el fraccionamiento de proteinas a
péptidos y aminoacidos libres, siendo que algunos péptidos presentan
actividad biologica, por lo cual se les considera como péptidos bioactivos. A
partir de leches fermentadas se han aislado numerosos péptidos con diversas
actividades bioldgicas, entre las que destacan fracciones peptidicas con
actividad inmunomodulante, anticancerigena, hipocolesterolémica,
antimicrobiana, acarreadora de minerales, reguladora de actividad intestinal y
del sistema nervioso y antioxidante. Los péptidos bioactivos mas estudiados
hasta el momento son aquellos implicados en el control de la presién arterial,
de forma particular se han estudiado péptidos funcionales derivados de la
caseina, presentes ya sea en la leche o en productos lacteos, los cuales han
demostrado poseer efectos en el sistema cardiovascular debido
principalmente a sus caracteristicas antitrombotica o antihipertensiva, debido
a ello es que resultaba de interés destacar la actividad proteolitica de las cepas
BAL aisladas del kéfir de origen Hidalgo. Sin embargo, se ha puesto en
evidencia que muchos péptidos antimicrobianos cationicos pueden ser
liberados por ruptura de proteinas intactas que pueden tener limitada actividad
antimicrobiana o ninguna, pero un factor limitante para observar halos de
actividad proteolitica fue que el tamafio de las colonias de dichas bacterias era
muy pequefio y si existieron halos, fueron imperceptibles.

En el medio agar leche descremada aunque crecieron de mejor forma, hubo
variacion en el tamafio de las colonias observadas, indicando quiza que crecen
mejor directamente en el producto alimenticio (leche) que utilizando una
proteina en particular, otro factor, probablemente fue que la fuente lactea
utilizada (leche descremada en polvo) no cubria por completo sus
requerimientos nutricionales, quiza siendo necesario probar otras marcas
(Villaddniga et al., 2019; Gonzalez et al. , 2011).
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Actividad lipolitica.

En el medio de tributirina con emulsificante el crecimiento de las BAL se
present6 con un mayor numero de colonias en la mayoria de las cepas a
excepcion de las cepas E2-O y E2-C y con tamafio colonial pequefio, ademas,
se logré observar la hidrdlisis de la tributirina.

Al sembrar al control Kocuria rhizhophila en el medio tributirina con
emulsificante, se pudo observar la hidrélisis de la tributirina alrededor de la
estria y las colonias aisladas, inclusive el mantener en refrigeracion permitio

observar mejor esta caracteristica (Figura 24).

Figura 24. Ensayo de ctividad lipolitica en agar tributirina. (a) Crecimiento de K. rhizophila en agar
tributirina sin emulsificar, (b) Crecimiento e hidrdlisis de la tributirina por K. rhizophila después de 48
horas de su crecimiento, en agar tributirina con emulsificante.

Las enzimas lipoliticas son miembros de la familia a/p hidrolasas que incluyen
esterasas (EC 3.1.1.1, carboxil éster hidrolasas) y lipasas verdaderas (EC
3.1.1.3 triacilglicerol hidrolasas), ambas catalizan la rotura de un enlace éster
entre un alcohol y un &cido carboxilico en medios acuosos. La funcién de estas
enzimas es la hidrdlisis de triacilglicéridos en diglicéridos, monoglicéridos,
glicerol y &acidos grasos que contribuyen directamente a las caracteristicas

sensoriales de los alimentos fermentados (Torres et al., 2014; Lépez, 2015).
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Las enzimas lipoliticas bacterianas son activas en un amplio rango de
sustratos, pudiendo realizar reacciones de sintesis, hidrdlisis o de intercambio
de grupos, actuando sobre un compuesto quimico en particular, produciendo
un solo tipo de reaccién y un solo tipo de producto, de modo que no se llevan
a cabo reacciones laterales o generacion de subproductos (Navarro y Periago,
2012).

De forma puntual, las diferencias entre esterasas y lipasas es que estas
ultimas muestran preferencia por sustratos insolubles en agua, ésteres con
cadenas laterales largas (= 10 atomos de carbono), siendo la trioleina su
sustrato de referencia, mientras que las esterasas hidrolizan ésteres solubles
en agua parcialmente, con cadenas laterales cortas (<10 atomos de carbono),
siendo la tributirina su sustrato estandar, por lo anterior dado que se trabajo
con tributirina en la prueba lipolitica y existié actividad se puede decir que las
enzimas producidas por las cepas de BAL ensayadas son del tipo esterasas
(Gonzélez et al., 2010; Navarro y Periago, 2012; Lopez, 2015).

Se sabe que la presencia de esterasas producidas por bacterias acido-lacticas
pueden influir significativamente en el aroma final de los productos
fermentados obtenidos. En 1968, se describio por primera vez la presencia de
la actividad esterasa en Lactobacillus plantarum cuando una cepa de esta
especie fue la que presentd mayor actividad esterasa entre las bacterias
lacticas aisladas durante la elaboracion de queso Cheddar. Mas tarde, casi 30
afios después, se aislaron cepas de L. plantarum con actividad esterasa entre
las cepas de la coleccidn del National Dairy Products Research (Cork, Irlanda),
dentro las cuales L. plantarum 2739, se purificé y caracterizd una esterasa
intracelular, la esterasa E2, es un mondémero de 65 kDa, que presentd
actividad 6ptima a pH 7.5y 35 °C. Entre los triglicéridos ensayados, se observo
una mayor actividad frente a tributirina, aunque también hidrolizé trilaurina,

tripalmitina y los ésteres de B-naftilo de los acidos grasos de C2 a C12,
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especialmente el butirato de B-naftilo, asi como Lactobacillus plantarum, las
BAL estudiadas, presentaron buena actividad para hidrolizar a la tributirina,
asimismo el género de las cepas aisladas es Lactobacillus, por lo que es
probable que la enzima lipolitica que producen sea del tipo esterasa, de modo
gue se sugiere identificar a dicha enzima (Torres et al., 2014).

Prueba API 50 CH.

Los resultados obtenidos en las pruebas API 50 CH para las cepas de BAL se
observan en la Tabla 13, indicando con (+) los carbohidratos que fueron
fermentados y con un (-) a aquellos que no lo fueron.

Se observo que la mayoria de las cepas aisladas tienen la capacidad de

metabolizar en su mayoria carbohidratos del tipo monosacaridos y disacéaridos.
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Tabla 13. Carbohidratos fermentables por cepas BAL aisladas del kéfir. Prueba API 50 CH.

Carbohidrato

fermentable Galactosa Glucosa Fructosa Manosa N-acetilglucosamina
L-arabinosa Ribosa Maltosa Lactosa Melobiosa Sacarosa Trehalosa Rafinosa Almidén Glucégeno
Cepa
Streptococcus + _ + + + + + + _ + + _ + + +
infantarius
- + - -
E1-C + + - + - - - - - - +
+ + + - - -
E1-D + + + + - - - - -
+ + - - -
E2-A + + + + + - - - - -
+ + - -
E2-B - + - + ar P - ar - - -
E2-C - - TF - - - - ar ar aF - - - - -
B + + + + - _ + + + _ + _ _ _
E3-F + - + - - - - - + + - - - - -
E3-M + + + + - - - + + - + - - - -
E3-N + - + + - - - + + + - - - - -
E3-P + - - + - - - + + + - - - - -

82




La cepa E2-O tuvo la capacidad de metabolizar el mayor numero de
carbohidratos estudiados (10), asi como ser la Unica en metabolizar a la
manosa y fructosa. Las cepas E2-B, E3-M, E1-D y E2-A metabolizan 7
carbohidratos, la cepa E3-M fue la Unica de este grupo en metabolizar a la
sacarosa, las cepas E1-D y E2-A fermentaron exactamente a los mismos
carbohidratos indicando la probabilidad de presentar el mismo metabolismo o
bien tratarse de la misma cepa de estudio. La cepa E3-N fue la Unica en
metabolizar 6 carbohidratos, las cepas E3-P y E1-C metabolizaron 5
carbohidratos, esta Ultima cepa fue la Unica que tuvo la capacidad de
metabolizar al glucégeno, siendo este un polisacarido. Finalmente, las cepas
E2-C y E3-F fueron las que metabolizaron el menor nimero de carbohidratos
de la prueba (4).

Se tiene conocimiento de la existencia de una clasificacion para los

carbohidratos, que consiste en lo siguiente:

a) Monosacéridos, aldehidos polhidroxilados o cetonas.

b) Polisacaridos u oligosacaridos, productos de condensacion de
dos 0 mas monosacaridos

c) Alcoholes polihidricos y ciclitoles, productos de la reduccion de

monosacaridos

Siendo de importancia hacer énfasis en que los polisacéaridos, trisacaridos y
disacéaridos son demasiado complejos para atravesar la célula bacteriana para
su degradacion. En caso de que puedan ser metabolizados por alguna especie
bacteriana en particular, en todo caso, primero son catabolizados a
monosacaridos, ya que son menos complejos, esto mediante enzimas
extracelulares (permeasas) para que éstos puedan ser incorporados al interior
celular. Dado los resultados obtenidos que mostraron que las cepas BAL
metabolizaron disacaridos y en el caso particular de la cepa E1-C al glucégeno

(polisacérido), resulta evidente que pudieron utilizarlas como fuente de energia

83



gracias a la presencia de permeasas. En cuanto a los metabolitos formados
después de un proceso de fermentacion dependen de distintos factores, como
el tipo de microorganismo con el que se esté trabajando, el tipo de sustrato
gue se va a fermentar y factores ambientales como la acidez y la temperatura
del medio (MacFaddin, 2003).

Aunque la N-acetiglucosamina se presenta como unidad estructural de los
polisacaridos, y pese a que su férmula empirica no es Cn (H20)n , Sino en
realidad se trata de un carbohidrato derivado de la glucosa no pudo ser
metabolizado por las cepas BAL, sin embargo, el control Streptococcus
infantarius, tuvo la capacidad de hacerlo (Bachmann, 1978).

Como se menciond con anterioridad la Unica BAL aislada del kéfir que
fermento el glucdégeno fue la cepa E1-C, se sabe que este es el polisacarido
de reserva energética mas importante, a nivel metabolismo se emplea como
fuente de glucosa, la que a su vez se usa en la glucdlisis para producir
moléculas de ATP y de acido lactico (Badui, 2006).

Con base en los resultados obtenidos, todas las cepas BAL con la capacidad
de metabolizar varios de los disacaridos y monosacaridos mencionados con
anterioridad, se puede decir que dentro de su metabolismo, presentan
permeasas que podrian ser del tipo Ell especificas para cada carbohidrato por
ejemplo para la glucosa, lactosa y manosa, lo que hace posible su

fermentacion (Esteban, 2004).

Prueba para determinar homofermetacion o heterofermentacién.

a) Medio de cultivo M5.

Se decidio utilizar el medio M5 porque en diversos estudios se ha observado,
gue este se utiliza como medio general para distinguir BAL homofermentativas
de heterofermentativas que utilizan la fructosa (Zufiga et al., 1993; Ramirez y

Vélez, 2016). En las pruebas API se observé que de todas las cepas BAL, solo
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la cepa E2-O fermentd la fructosa, sin embargo, no se modificé la formulacion
del medio cambiando a la fructosa por glucosa, debido a que en estudios en
los que se realizé dicho cambio, se observo que el crecimiento de las bacterias
fue pobre y el comportamiento de las cepas se vio alterado, es decir muchas

de las cepas heterofermentativas se comportaban como homofermentativas.

Las caracteristicas de los medios de cultivo M5 observados para los controles
utilizados para esta prueba fueron para Lactococcus lactis 54 ch, vire completo
del medio de azul a amarillo (homofermentativo), mientras que para
Leuconostoc mesenteroides 73, el medio se mantuvo en su mayoria verde-
azulado (heterofementativa) (Figura 25). Dentro de la formulacién del medio
M5 existen factores que llegan a afectar el pH del medio e inclusive el
incremento en la acidez producida por las bacterias puede provocar que las
BAL heterofermentativas sean evaluadas como cepa homofermentativa,
motivo quiza por el cual comenzd un vire del medio para Leuconostoc

mesenteroides.

En cuanto a las cepas de BAL, la cepa E1-C mostro un vire del medio de verde
a amarillo en una mayor proporcion de la caja Petri por lo que es posible que
sea una cepa homolactica (Figura 26).

El resto de las cepas en su crecimiento mantuvo el color verde en gran parte
de la caja Petri, pareciendo que se trataran de cepas heterolacticas, cabe
mencionar que existio un vire de verde a amarillo en las regiones dénde se
realizaron las estrias al momento de sembrar, se sabe que el género
Lactobacillus presenta fermentaciones tanto homolactica como heterolactica,
sin embargo, resulta probable que haya sido por la acidez del medio debido al
lento crecimiento de las cepas BAL que se mantuvieron en incubacion por 5
dias (Anexo A, tabla 10.A).
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Figura 25. Prueba homo y heterofermentativa en el medio M5 para cepas control.
(a) Lactococcus lactis 54ch; (b) Leuconostoc mesenteroides 73.

Figura 26. Prueba homo y heterofermentativa en el medio M5 para cepas BAL aisladas

del kéfir.

b) Prueba de produccion de gas.
Se realiz6 una segunda prueba para evaluar la produccién de gas y la

fermentacion de la lactosa, utilizando caldo rojo de fenol con campanas de

Durham.
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Para esta prueba se utilizaron como controles las cepas de Escherichia coli
27377 control (+) para produccion de gas y fermentacion de la lactosa, para el

control (-) se utilizé a Salmonella Typhimurium (Figura 27).

Figura 27. Fermentacion de lactosa y produccién de gas en caldo rojo de fenol. a) E. coli,

control positivo; b) Salmonella Typhimurium control negativo.

En el caso de las cepas BAL, la cepa E2-A, E2-B y E2-O, después de 24 horas
de incubacion resultaron ser (+) a produccion de gas y fermentacion de la
lactosa. Los resultados del resto de las cepas después de 7 dias de incubacion
se muestran en la Tabla 14.

El resto de las cepas evaluadas mostraron una produccion de gas negativa y
fermentacion de la lactosa positiva a excepcion de la cepa E3-N que no
presenté fermentacion en este medio, sin embargo, en la prueba API si existid

la fermentacién de dicho carbohidrato.
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Dentro de la composicion del medio utilizado, se utilizé6 como indicador de pH
el rojo de fenol puesto que los metabolitos generados a partir de la lactosa son
acidos orgénicos. El cambio de coloracion en el medio ocurrié cerca del pH
original del medio (pH acido 6.8; pH del medio 7.4). Existe la probabilidad de
gue ocurriera la degradacion de la peptona en el medio por las especies
bacterianas, por lo tanto produccién de sustancias alcalinas, cuestién por la
gue no hubo vire en el medio, ademas el acido producido en la fermentacién
de un carbohidrato es visible por un cambio de pH, sélo cuando exista mayor
produccién de acido que produccion de sustancias alcalinas por la
degradacion de la peptona, quizd dicho motivo tuvo influencia en que no
ocurriera vire en la cepa E3-N por la baja concentracion de acidos que produjo
(MacFadinn, 2003).
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Tabla 14. Resultados de prueba de produccién de gas y fermentacién de
la lactosa para cepas BAL, caldo rojo de fenol. Se realizaron por
duplicado.

Fermentacion de la

Cepa Produccion de gas lactosa

Salmonella Tiphymurium -

E. coli 27377 +

E1-C -

E1-D -

E2-A +

E2-B +

E2-C -

E2-O +

E3-F -

E3-M -

E3-N -

E3-P -

En la Figura 28, se ejemplifica con la cepa E2-A los resultados positivos para
produccion de gas y fermentacion de la lactosa, observados también para las
cepas E2-By E2-O, de modo que estas tres cepas se designan como bacterias
heterolacticas, mientras que el resto de las cepas, al no producir gas y
fermentar la lactosa promoviendo un vire en el medio, indica que son bacterias

homolacticas.
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Figura 28. Produccidn de gas y fermentacién de la lactosa en caldo rojo de fenol paralas
cepas de BAL.

Relacion de resultados obtenidos en laidentificacion de las BAL aisladas
al secuenciar el gen rRNA 16S y los resultados obtenidos en la

caracterizacion de estas.

En efecto el género de las bacterias aisladas fue Lactobacillus como se
menciona en la Tabla 3, en cuanto a la especie hubo incluso identificacion de
tres especies para una misma cepa con el 99% de identidad, siendo las
especies involucradas en esta identificacion E2-A, E3-M , E3-N y E3-P
(indicadas de color rosa); la cepas que tuvieron asignacion de dos especies
fueron E1-C , E2-O y E1-D (indicadas de color naranja), las cepas que fueron
identificadas como Lactobacillus kefiri fueron E2-B, E2-C y E3-F (indicadas de

color verde).

Con los resultados obtenidos, proporcionar una identificacion precisa de las
cepas resulta dificil, pues todas se comportaron de forma diferente en todo el
proceso de evaluacién, desde su crecimiento hasta la caracterizacion de las

mismas, inclusive en la identificacion microbiana utilizando las tiras API, el
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microorganismo con mayor porcentaje de identificacion para cada una de las
cepas fue Lactobacillus fermentum 1, sin embargo, dicho porcentaje fue
diferente para cada cepa (Tabla 15), ya que fermentaron carbohidratos de
forma diferente, incluso pasadas las 48 horas de incubacion de la prueba,
fermentaban mas carbohidratos, puesto que su crecimiento fue muy lento, sin
embargo, ahora se sabe que no todas las cepas de una misma especie
muestran una caracteristica especifica, pues una misma cepa puede generar
diferentes resultados en ensayos repetidos, ademas de las limitaciones en la
base de datos de bacterias correspondiente a la prueba, entre otras cosas, por
lo que se han impuesto los métodos genotipicos de identificacion bacteriana
como procedimientos complementarios o alternativos. En este caso la
secuenciacion del gen rRNA 16S solo indicé género y especie, pero debido a
la varibilidad de su comportamiento es posible que las cepas BAL tengan una
subespecie, motivo por el cual estas cepas se comporten de manera distinta.
Se utilizo el gen rRNA 16S, aunque se sabe que existe una amplia variedad
de genes que han sido utilizados como dianas moleculares en estudios
taxonomicos o bien de filogenia dentro de los distintos géneros y especies
microbianas, ademas de que este analisis resulta ser el marcador inicial y en
ciertas ocasiones un marcador suficiente para realizar una identificacion con
mayor precision, a menos de que exista una alta homologia genética que se
encuentre presente en ciertos géneros microbianos o un reciente cambio en la
asignacion taxonomica, de modo que la identificacion por el gen rRNA 16S no
permita realizar una identificacion a nivel especie o de géneros caso que

ocurrié para las cepas BAL aisladas del kéfir (Bou et al., 2011).
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Tabla 15. Porcentaje de identificacion para cada cepa BAL indicando ser

Lactobacillus fermentum 1. Sistema API 50CH.

Cepa % de identificacion
E1-C 84.1
E1-D 86.2
E2-A 84.1
E2-B 99.9
E2-C 94.4
E2-0 73.1
E3-F 74.7
E3-M 81.6
E3-N 91.7
E3-P 71.0
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CONCLUSIONES

Las 10 cepas aisladas del kéfir con origen de Hidalgo son bacterias de lento
crecimiento, comenzando la fase logaritimica a la hora 12 de incubacion y
concluyendo a la hora 48 (comienzo de la fase estacionaria) en el medio MRS,
son microaerofilicas, con temperatura optima de crecimiento de 30°C, con
exigencias nutricionales distintas entre si. El carbohidrato que utilizan por
excelencia es la glucosa y sin una fuente de carbono a partir de carbohidratos,

su crecimiento es limitado.

En su mayoria las BAL fermentan monosacaridos y disacéaridos, sin embargo,
la cepa E1-C es la Unica cepa con la capacidad de metabolizar un polisacarido,
el glucogeno. Las cepas BAL tienen actividad lipolitica en agar tributirina y en
general, no presentan actividad proteolitica, amilolitica y xilanolitica, sin

embargo, en este ultimo la fuente de origen del xilano influye en su crecimiento.

La evaluacion de actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de las BAL
mediante el método de difusion en agar bajo las condiciones empleadas,
mostré un buen efecto de inhibicion para Streptococcus oralis, y un efecto
limitado contra Streptococcus mutans, mientras que para las bacterias
patdgenas presentes en alimentos evaluadas en este trabajo no hay efecto de

inhibicion, con excepcion de Bacillus cereus.
La sobrevivencia de las bacterias de cavidad oral en sobrenadantes de BAL

con metabolitos de origen proteico se vio afectada al estar en contacto directo,

el mayor efecto se observo para S. oralis seguido de S. mutans.
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PERSPECTIVAS

Obtener los metabolitos producidos por las BAL a la hora 36 de incubacién a
30 °C, ya que es la hora en que termina la fase exponencial y a la hora 48 que
es aproximadamente la mitad de la fase estacionaria, pues hay bacterias que
en este punto producen mayor cantidad de metabolitos, también realizar el
frotis para la prueba de tincién de Gram a la hora 36, para obtener mejores
observaciones en el microscopio. Una vez que se hayan obtenido este
procedimiento, liofilizar las muestras y realizar prueba de difusion en agar y en
caso de observar actividad antimicrobiana, separar las bacteriocinas mediante
precipitacion de proteinas para caracterizarlas.

Seguir trabajando con el agar leche descremada para observar actividad
proteolitica, pero cambiando la fuente lactea y realizar una prueba de
fermentacion directamente en leche liquida para obtener mejores resultados,
inclusive precipitar las proteinas después del crecimiento de las BAL en el

mismo y caracterizarlas.

Realizar la prueba de homo y heterofermentacion, utilizando el medio M5 con
glucosa en lugar de fructosa, para constatar si hay cambio en los resultados

observados.

Llevar a cabo otras metodologias para mejorar la identificacion de las cepas,
propongo realizar la secuenciacion del RNA 23S como método auxiliar, ya que
es utilizado como buena alternativa cuando la fraccion 16S no proporciona

resultados concluyentes.
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ANEXOS

Anexo A. Composicién de medios de cultivo.

Tabla A.1. Formulacion para preparar un litro de capay sobrecapa para

prueba de difusion en Agar.

CAPA SOBRECAPA
Reactivo /medio Reactivo/ medio
@ @
Fosfato de sodio monobasico (J.T.BAKER) 43 Fosfato de sodio monobasico (J.T.BAKER) 4

Fosfato de sodio dibasico (J.T.BAKER) 10 Fosfato de sodio dibasico (J.T.BAKER) 10
Agar bacteriolgico (Difco™) 17 Agar bacterioldgico (Difco™) 8

Caldo BHI (OXOID®) 37 BHA (OXOID®) 15

Agua 1000 Agua 1000

Tabla A.2. Composicién del medio MRS-almidon.

Componente gL
Peptona pancreatica de caseina BD 10
Extracto de carne OXOID 10
Extracto de levadura BD 5
Almidén de maiz SIGMA -Aldrich 20
Citrato diamoniacal J.T. Baker 2.17
Acetato de sodio J.T. Baker 5
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.207
SIGMA
Sulfato de manganeso SIGMA 0.056
Fosfato dipotasico J.T. Baker 2.62
Agar Bacto ™ 15

(Diaz, 2003).
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Tabla A.3. Composicién medio MRS-xilano.

Componente giL
Peptona pancreatica de caseina BD 10
Extracto de carne OXOID ® 10
Extracto de levadura BD 5
Xilano (abedul o maiz) 10
Citrato diamoniacal J.T. Baker 2.17
Acetato de sodio J.T. Baker S
Sulfato de magnesio heptahidratado SIGMA 0.207
Sulfato de manganeso SIGMA 0.056
Fosfato dipotéasico J.T. Baker 2.62
Agar Bacto ™ 15

Tabla A.4. Composicion del medio leche descremada.

Componente giL
Caldo nutritivo deshidratado BD 8
Leche descremada en polvo 25
Svelty ®
Agar Bacto ™ 15
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Tabla A.5. Composicién del medio agar calcio caseinato

Agar Bacto ™

Componente g/L
Peptona de carne BD Bioxon 5
Cloruro de sodio J.T. Baker 5
Extracto de carne OXOID® 3
Caseina de leche de bovino Sigma 2.5
Hidroxido de calcio J.T. Baker 0.15
Cloruro de calcio J.T. Baker 0.05
13.5

Tabla A.6.Composicidén del medio caseina

Agar Bacto ™

Componente giL

Caldo nutritivo deshidratado BD 8
Caseina de leche de bovino Sigma 25
15

Tabla A.7. Composicién del medio tributirina sin carbohidratos

Agar Bacto ™

Componente gL
Peptona Bacto ™ S
Extracto de levadura BD 3
Tributirina Sigma Aldrich 10
15
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Tabla A.8. Composicién del medio tributirina con glucosa

Agar Bacto ™

Componente gL
Triptona Bacto ™ 10
Extracto de levadura BD >
Cloruro de sodio J.T. Baker 10
Tributirina Sigma Aldrich 10
Glucosa 20% SmL
15

Tabla A.9. Composicién del medio tributirina con emulsificante

Agar Bacto ™

Componente gL
Triptona Bacto ™ 10
Extracto de levadura BD 5
Cloruro de sodio J.T. Baker 10
Tributirina Sigma Aldrich 10

Glucosa 20% SmiL

Tween® 80 Sigma Aldrich 0.5mL

15
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Tabla A.10 Composicién del medio M5.

Componente g/L
Triptona Bacto ™ 10
Extracto de levadura Bacto ™ 5
D (-) Fructosa Sigma ® 2.5
Fosfato de sodio monobasico J.T. Baker 2.5
Tween® 80 Sigma Aldrich 1mL
L-cisteina HCI Sigma 0.5
Sulfato de magnesio heptahidratado Sigma 0.2
Sulfato de manganeso Sigma® 0.05
Acido D-pantoténico Sigma ® 0.01
Verde de bromocresol Técnica Quimica S.A. 20 mL*
20

Agar Bacto ™
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Tabla A.11 Composicion del caldo MRS Difco ™

Componente g/L
Peptona de proteasa No.3 10.0
Extracto de res 10.0
Extracto de levadura 5.0
Dextrosa 20.0
Polisorbato 80 1.0
Citrato de amonio 2.0
Acetato de sodio 5.0
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Fosfato dipotéasico 2.0

Tabla A.12.Composicion del medio BHI OXOID ®

Formulacion g/L

Solidos de infusion cerebral 12.5

Solidos de infusion de corazon de res 5.0

Peptona proteosa 10.0

Glucosa 2.0

Cloruro de sodio 5.0

Fosfato de disodio 25
pH7.4+0.2a25°C
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Tabla A.13. Composicién del medio BHA OXOID ®

Formulacion g/L
Sélidos de infusion cerebral 12.5
Sélidos de infusion de corazén de res 5.0
Peptona proteosa 10.0

Cloruro de sodio 5.0

Glucosa 2.0

Fosfato de disodio 25

Agar 10.0

pH7.4+0.2a25°C

Anexo B. Preparacion de medios de cultivo y reactivos.
Preparacion de capay sobrecapa

Capa. Pesar todos los componentes de la formulacion y disolver en un litro de

agua destilada, mezclar bien, esterilizar 121 °C durante 15 minutos.

Sobrecapa. Pesar componentes de la formulacion, disolver en un litro de agua
destilada, calentar en parrilla hasta completa disolucion y a punto de ebullicién,
una vez que se alcanz6 este punto transferir con una pipeta 10 mL de

sobrecapa en tubos de ensaye con rosca, esterilizar a 121°C durante 15

minutos.
Caldo MRS

Disolver 55 gramos del medio en un litro de agua destilada, mezclar bien,

esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
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Caldo BHI

Disolver 37 gramos del medio en un litro de agua destilada, mezclar bien,

esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Medio BHA

Suspender 47 gramos en un litro de agua destilada, llevar a ebullicion hasta

su completa disolucion, esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Medio M5

Disolver los componentes del medio en agitacion y calor constante. Esterilizar

a 121 °C por 15 minutos.
Medio MRS-almidon

Previo al mezclado total de los componentes del medio, solubilizar el almidon
con la mayor proporcion de agua correspondiente al volumen total a adicionar,
posteriormente adicionar el resto de los componentes, mezclar bien, esterilizar

a 121°C por 15 minutos.
Medio MRS-xilano

Solubilizar el xilano previamente antes de disolver el resto de los
componentes, una vez solubilizado por completo, adicionar el resto del
volumen total de agua destilada, mezclar bien, esterilizar a 121 °C por 15

minutos.
Solucién stock de verde de bromocresol

Pesar 0.012 g de NaOH y disolver en 30 mL de agua destilada para obtener
una solucion de 0.01 N de NaOH, después pesar 0.1 g de verde de

bromocresol y mezclar hasta disolver.
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NaCl 1M

Pesar 5.85 g de NaCl para preparar 100 mL de solucion de cloruro de sodio
1M.

Glucosa 20%
Pesar 1 g de glucosa y disolver en 5 mL de agua destilada.
Agar tributirina

Mezclar los componentes de la formulacion en agua destilada en agitacion y
calor constante, menos la tributirina, el tween 80 y el agar, hasta su completa
disolucion. Posteriormente adicionar la tributirina, una vez que los glébulos de
la tributirina redujeron su tamafo, adicionar el tween 80 hasta formar una
emulsion, una vez ocurrido, adicionar el agar hasta disolver por completo.

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Caldo rojo de fenol con lactosa y observacién de produccion de gas.

Rehidratar 20 g de medio de cultivo en un litro de agua destilada. Mezclar y
calentar con agitacion frecuente hasta el punto de ebullicibn y completa
disolucion. Distribuir 10 mL en tubos de ensaye con tapa de rosca, colocar
campanas Durham y esterilizar en autoclave entre 116-118 °C (12 Ibs de

presion) durante 15 minutos.
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Anexo C. Condiciones especificas de trabajo para ciertas pruebas.

Tabla C.1. Condiciones de trabajo para bacterias patégenas y de

cavidad oral utilizadas para prueba de difusién en Agar.

néeul Tiempo de Dilucion para | Ino6culo en Tiempo de incubacién de la
néculo
Microorganismo a inhibir incubacién al realizar la sobrecapa prueba (h)
(uL) .
reactivar (h) prueba (pL)
Listeria monocytogenes
yiog 40 24 - 40 18-24
CFQ 103
Listeria innocua, cepa 2,
P 40 24 102 40 18-24
Lab. 324
Streptococcus mutans
P 40 24 10?2 40 18-24
ATCC 10449
Streptococcus oralis
g N 40 24 - 40 18-24
Fac. Medicina
Staphylococcus aureus
P 40 24 103 40 18-24
ATCC 25923
Escherichia coli 108412
40 24 103 40 18-24
Lab. 324.
Salmonella Typhimurium
yp 40 24 10° 40 18-24
ATCC 14028
Bacillus cereus ATCC
40 24 - 40 18-24
11778
Streptococcus faecalis
P o 40 24 103 40 18-24
29212, Fac. Medicina

Tabla modificada de Maldonado (2015).
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Tabla C.2. Diluciones empleadas para conteo en placa.

Diluciones empleadas

Tiempo de monitoreo -

") Streptococcus oralis Streptococcus mutans Staphylococcus aureus
Sobrenadante Control Sobrenadante | Control | Sobrenadante | Control
101 -10° Directo 10 | 10 - 10* 102-10*|10° -10* 102-10*

0
Directo-10? 101- 103 102-10* 103 102-10* 102-10*

12
Directo -101 Directo-101 102 -10* 102-10 102-10* 102-10*

24
Directo Directo-102| 10°-10* |102-10° 102-10* 102-10°

48

115




Anexo D. Curva patrén para método de Bradford.

Se realizd una curva patron con BSA para poder cuantificar la proteina
presente en los sobrenadantes obtenidos de las cepas BAL. La prueba para
realizar dicha curva se realizé por duplicado, obteniendo los resultados que se
observan en la Tabla D.1.

Tabla D.1.Valores obtenidos en la curva patrén con BSA

[BSA] mg/mL Promedio de absorbancias Desviacién estandar
0 0 0.000
0.125 0.159 0.049
0.25 0.3515 0.066
0.5 0.5955 0.093
1 0.896 0.222
14
1.2

[ERN

[72]
i
S o8
s y=0.7228x + 0.1117
—_ 2 _
5 06 R?=0.9519
o]
<

0.4

0.2

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 16

mg/mL BSA

Figura D.1. Curva patrén, método Bradford.
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Anexo E. Tratamiento de datos obtenidos en pruebas realizadas experimentalmente. Desviacion estandar y

coeficientes de variacion de pruebas de cinéticas de crecimiento, difusion en agar y sobrevivencia.

Tabla E.1. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E1-C

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Coeficiente

Coeficiente

Coeficiente

:Z:ﬁ;gj DO . Desviacion de pH ‘ Desviacion de DO - Desviacién de pH . Desviacién dc;c’j::;i?;

") promedio estandar . promedio estandar PR promedio estandar e promedio estandar

0 0.07 0.016 22.22 6.07 0.000 0.00 0.07 0.010 13.38 6.08 0.007 012
1 0.08 0.016 20.20 6.07 0.007 0.12 0.10 0.016 16.68 6.06 0.000 0.00
2 0.10 0.001 1.44 6.06 0.000 0.00 0.10 0.013 12.24 6.04 0.000 0.00
3 0.12 0.003 2.42 6.05 0.007 0.12 0.13 0.016 11.97 6.03 0.007 012
4 0.15 0.016 10.73 6.03 0.007 0.12 0.17 0.004 2.05 5.99 0.007 012
5 0.18 0.011 6.43 6.00 0.007 0.12 0.23 0.012 5.28 5.95 0.000 0.00
6 0.23 0.003 1.24 5.98 0.006 0.09 0.28 0.007 2.56 5.92 0.007 0.12
7 0.27 0.001 0.26 5.94 0.007 0.12 0.37 0.000 0.00 5.89 0.000 0.00
8 0.33 0.004 1.30 5.92 0.007 0.12 0.43 0.009 2.15 5.86 0.007 0.12
9 0.41 0.018 452 5.93 0.007 0.12 0.50 0.008 171 5.78 0.000 0.00
10 0.48 0.013 2.81 5.88 0.000 0.00 0.58 0.011 1.95 5.70 0.000 0.00
11 0.51 0.010 1.94 5.82 0.007 0.12 0.62 0.008 1.38 5.61 0.007 013
12 0.55 0.011 2.05 5.65 0.156 2.75 0.70 0.007 1.01 551 0.007 0.13
24 213 0.069 3.25 4.44 0.021 0.48 1.88 0.016 1.23 451 0.000 0.00
3% 355 0.778 21.91 4.15 0.02 0.51 2.20 0.02 0.96 42 0.01 0.34
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Tabla E.2. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E1-D.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;Ceie”te
monitoreo de de de )
") promedio estandar . promedio estandar P promedio estandar e promedio estandar variacién
0 0.076 0.015 19.67 6.32 0.000 0.00 0.072 0.009 12.86 6.31 0.007 011
1 0.087 0.013 14.63 6.31 0.000 0.00 0.088 0.005 5.66 6.32 0.007 0.11
2 0.096 0.008 8.84 6.30 0.000 0.00 0.109 0.015 13.69 6.29 0.021 0.34
3 0.122 0.009 7.57 6.28 0.000 0.00 0.144 0.007 4.91 6.26 0.014 0.23
4 0.149 0.008 5.24 6.27 0.000 0.00 0.181 0.006 3.53 6.24 0.007 0.11
5 0.182 0.013 7.40 6.24 0.000 0.00 0.236 0.009 3.90 6.19 0.014 0.23
6 0.191 0.007 3.70 6.21 0.000 0.00 0.270 0.001 0.26 6.15 0.014 0.23
7 0.250 0.016 6.52 6.19 0.007 0.11 0.342 0.013 3.93 6.14 0.007 012
8 0.291 0.006 1.94 6.16 0.014 0.23 0.422 0.016 3.69 6.09 0.014 023
9 0.363 0.005 1.37 6.17 0.007 0.11 0.464 0.001 0.15 6.02 0.021 035
10 0.400 0.011 2.65 6.12 0.000 0.00 0.497 0.010 1.99 5.92 0.021 0.36
11 0.436 0.001 0.32 6.06 0.021 0.35 0.550 0.010 1.80 5.83 0.035 061
12 0.546 0.004 0.65 5.88 0.035 0.60 0.625 0.007 113 5.72 0.021 0.37
24 2.198 0.088 4.02 4.85 0.007 0.15 1.800 0.021 118 4.94 0.021 R
36 3.700 0.223 6.02 4.22 0.000 0.00 2.003 0.010 0.47 4.56 0.007 .
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Tabla E.3. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E2-A.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;:e”te
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.022 0.008 36.18 6.14 0.007 0.12 0.032 0.011 33.67 6.11 0.007 012
1 0.029 0.004 14.63 6.12 0.014 0.23 0.046 0.003 6.15 6.09 0.000 0.00
2 0.039 0.001 1.84 6.08 0.014 0.23 0.051 0.004 8.32 6.06 0.000 0.00
3 0.044 0.006 14.63 6.05 0.007 0.12 0.063 0.011 17.96 6.03 0.000 0.00
4 0.057 0.007 12.41 6.09 0.021 0.35 0.088 0.012 13.74 6.04 0.000 0.00
5 0.074 0.007 9.56 6.09 0.014 0.23 0.121 0.011 8.80 6.04 0.007 012
6 0.102 0.015 14.63 6.37 0.007 0.11 0.156 0.011 7.25 6.33 0.000 0.00
7 0.124 0.008 6.84 6.34 0.014 0.22 0.209 0.012 5.77 6.32 0.007 011
8 0.155 0.008 5.03 6.32 0.007 0.11 0.265 0.011 4.01 6.26 0.014 023
9 0.200 0.009 461 6.33 0.007 0.11 0.331 0.013 3.85 6.22 0.007 0.11
10 0.246 0.008 3.45 6.31 0.007 0.11 0.404 0.011 2.80 6.15 0.007 0.12
11 0.289 0.006 221 5.96 0.064 1.07 0.443 0.009 2.08 5.64 0.071 125
12 0.333 0.009 2.76 5.95 0.049 0.83 0.487 0.016 3.19 5.62 0.078 1.39
24 1.395 0.030 213 4.86 0.042 0.87 1.382 0.017 1.23 5.05 0.035 0.70
36 2.847 0.157 5.51 451 0.021 0.47 1.830 0.017 0.93 491 0.007 0.14
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Tabla E.4. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E2-B.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;céente
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.022 0.010 45.00 6.33 0.014 0.22 0.009 0.006 62.85 6.33 0.000 0.00
1 0.038 0.000 0.00 6.34 0.021 0.33 0.015 0.006 37.71 6.33 0.000 0.00
2 0.048 0.004 7.44 6.33 0.014 0.22 0.028 0.005 18.00 6.34 0.000 0.00
3 0.049 0.022 45.20 6.32 0.000 0.00 0.049 0.001 2.89 6.31 0.007 011
4 0.054 0.001 2.62 6.29 0.007 0.11 0.072 0.023 31.43 6.27 0.000 0.00
5 0.058 0.004 6.15 6.28 0.000 0.00 0.099 0.001 0.72 6.27 0.007 011
6 0.076 0.014 18.61 6.27 0.007 0.11 0.102 0.006 555 6.23 0.000 0.00
7 0.096 0.012 12.59 6.26 0.000 0.00 0.150 0.008 5.66 6.21 0.014 023
8 0.133 0.013 9.57 6.24 0.000 0.00 0.180 0.025 14.14 6.17 0.014 023
9 0.141 0.005 3.52 6.21 0.007 0.11 0.239 0.028 11.83 6.14 0.000 0.00
10 0.193 0.015 7.71 6.18 0.000 0.00 0.313 0.023 7.47 6.12 0.007 012
11 0.213 0.001 0.66 6.14 0.000 0.00 0.370 0.028 7.64 6.07 0.028 0.47
12 0.406 0.151 37.14 6.14 0.007 0.12 0.427 0.030 7.13 6.03 0.035 0.59
24 1.204 0.029 2.41 5.13 0.021 0.41 1514 0.016 1.03 4.44 0.000 0.00
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Tabla E.5. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E2-C.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;Ceie”te
monitoreo ) de ) de . de .
) promedio estandar . promedio estandar . promedio estandar el promedio estandar variacién
0 0.046 0.023 49.19 6.37 0.007 0.11 0.028 0.017 60.61 6.37 0.000 0.00
1 0.045 0.018 40.86 6.32 0.000 0.00 0.039 0.012 31.22 6.33 0.014 0.22
2 0.050 0.023 47.14 6.33 0.014 0.22 0.046 0.014 30.74 6.35 0.007 011
3 0.063 0.014 22.45 6.31 0.007 0.11 0.072 0.028 38.57 6.29 0.014 0.22
4 0.082 0.003 3.45 6.27 0.014 0.23 0.093 0.026 28.28 6.26 0.007 011
5 0.096 0.004 3.70 6.24 0.000 0.00 0.101 0.015 14.78 6.23 0.021 034
6 0.105 0.004 3.38 6.23 0.021 0.34 0.134 0.027 20.05 6.17 0.021 0.34
7 0.131 0.008 6.48 6.20 0.007 0.11 0.204 0.029 14.25 6.14 0.049 0.81
8 0.177 0.025 14.02 6.15 0.007 0.12 0.261 0.008 3.25 6.10 0.064 104
9 0.212 0.037 17.34 6.11 0.035 0.58 0.336 0.064 18.94 5.97 0.042 071
10 0.261 0.016 6.24 6.06 0.028 0.47 0.403 0.047 11.77 5.90 0.049 084
11 0.316 0.061 19.24 6.00 0.035 0.59 0.502 0.055 10.99 5.80 0.049 085
12 0.394 0.016 3.95 5.93 0.042 0.72 0.612 0.107 17.46 5.66 0.113 2.00
24 1.320 0.095 7.23 4.90 0.113 231 1715 0.216 12.62 459 0.290 6.32
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Tabla E.6. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E2-O.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef:;ente
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.041 0.006 13.80 6.07 0.007 0.12 0.044 0.006 14.63 6.07 0.000 0.00
1 0.058 0.009 15.99 6.06 0.007 0.12 0.049 0.008 16.04 6.05 0.000 0.00
2 0.063 0.008 12.45 6.03 0.007 0.12 0.077 0.011 13.86 6.01 0.000 0.00
3 0.080 0.007 8.84 6.00 0.007 0.12 0.102 0.010 9.71 5.98 0.000 0.00
4 0.105 0.003 2.69 6.00 0.000 0.00 0.168 0.049 29.13 5.99 0.007 012
5 0.134 0.004 3.17 6.00 0.007 0.12 0.211 0.047 22.12 5.98 0.000 0.00
6 0.170 0.004 2.50 6.29 0.021 0.34 0.269 0.064 23.66 6.27 0.000 0.00
7 0.202 0.001 0.35 6.26 0.021 0.34 0.312 0.047 15.21 6.19 0.014 023
8 0.242 0.003 1.17 6.20 0.042 0.68 0.356 0.043 12.13 6.12 0.007 012
9 0.301 0.004 1.41 6.13 0.007 0.12 0.395 0.052 13.25 6.04 0.000 0.00
10 0.347 0.007 2.04 6.05 0.028 0.47 0.434 0.046 10.60 5.97 0.021 0.36
11 0.361 0.005 1.37 6.02 0.028 0.47 0.467 0.033 7.12 5.67 0.375 6.62
12 0.397 0.002 0.54 5.42 0.000 0.00 0.480 0.791 165.02 5.36 0.007 0.13
24 1.660 0.011 0.68 455 0.028 0.62 1.554 0.048 3.09 474 0.028 0.60
36 3.228 0.178 5.52 4.29 0.007 0.17 2.412 0.017 0.70 453 0.049 1.09
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Tabla E.7. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E3-F.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;Ceie”te
monitoreo de de de .
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacisn promedio estandar variacién
0 0.063 0.014 22.45 6.08 0.028 0.47 0.071 0.004 5.98 6.07 0.007 0.12
1 0.082 0.005 6.07 6.08 0.000 0.00 0.086 0.007 8.22 6.05 0.000 0.00
2 0.096 0.006 5.89 6.06 0.007 0.12 0.101 0.008 8.40 6.04 0.007 0.12
3 0.117 0.014 12.09 6.04 0.007 0.12 0.132 0.007 5.36 6.00 0.000 0.00
4 0.147 0.013 8.66 6.01 0.000 0.00 0.178 0.001 0.40 5.96 0.000 0.00
5 0.176 0.007 4.02 5.99 0.021 0.35 0.223 0.013 6.04 5.93 0.007 012
6 0.209 0.006 2.71 5.97 0.014 0.24 0.292 0.028 9.46 5.90 0.000 0.00
7 0.276 0.019 6.93 5.94 0.014 0.24 0.380 0.017 4.47 5.89 0.007 012
8 0.331 0.001 0.43 5.93 0.007 0.12 0.451 0.023 5.18 5.83 0.014 024
9 0.416 0.037 9.02 5.91 0.014 0.24 0.512 0.031 6.08 5.77 0.028 0.49
10 0.466 0.013 273 5.88 0.007 0.12 0.590 0.011 1.92 5.66 0.028 0.50
11 0513 0.011 2.07 5.79 0.021 0.37 0.665 0.052 7.77 5.55 0.035 0.64
12 0.558 0.007 1.27 5.76 0.021 0.37 0.709 0.023 3.19 5.50 0.035 0.64
24 1.654 0.014 0.86 4.44 0.007 0.16 1.015 0.494 48.63 450 0.021 0.47
36 2.350 0.000 0.00 4.17 0.092 221 2.000 0.071 3.54 4.28 0.035 083
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Tabla E.8. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E3-M.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;céente
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.102 0.001 1.39 6.30 0.014 0.22 0.088 0.001 0.81 6.30 0.021 0.34
1 0.112 0.006 5.05 6.29 0.000 0.00 0.119 0.013 11.34 6.27 0.000 0.00
2 0.133 0.006 4.80 6.26 0.014 0.23 0.143 0.004 2.97 6.24 0.014 0.23
3 0.159 0.012 7.58 6.24 0.000 0.00 0.180 0.008 471 6.21 0.007 011
4 0.189 0.005 2.63 6.22 0.007 0.11 0.230 0.005 2.16 6.16 0.000 0.00
5 0.227 0.005 2.19 6.17 0.000 0.00 0.310 0.008 251 6.08 0.014 023
6 0.250 0.007 2.83 6.12 0.000 0.00 0.366 0.006 1.55 6.00 0.000 0.00
7 0.329 0.021 6.24 6.04 0.000 0.00 0.467 0.004 0.91 5.91 0.007 012
8 0.396 0.004 0.89 5.97 0.000 0.00 0.578 0.003 0.49 5.81 0.000 0.00
9 0.475 0.003 0.60 5.91 0.007 0.12 0.698 0.005 0.71 5.65 0.000 0.00
10 0.495 0.030 6.00 5.81 0.000 0.00 0.761 0.004 0.56 5.47 0.000 0.00
11 0.645 0.011 1.65 5.73 0.007 0.12 0.954 0.023 2.37 5.34 0.007 0.13
12 0.718 0.003 0.39 5.60 0.007 0.13 1.065 0.007 0.66 5.20 0.007 0.14
24 2.618 0.081 3.11 4.63 0.000 0.00 2.313 0.067 2.90 4.69 0.007 0.15
36 3.952 0.104 2.63 4.09 0.007 0.17 2.695 0.079 2.94 4.39 0.007 0.16
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Tabla E.9. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E3-N.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;céente
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.030 0.021 70.71 6.31 0.000 0.00 0.033 0.009 28.28 6.31 0.014 0.22
1 0.023 0.004 15.71 6.30 0.000 0.00 0.044 0.000 0.00 6.29 0.007 0.11
2 0.050 0.005 10.00 6.29 0.000 0.00 0.039 0.011 27.55 6.26 0.000 0.00
3 0.060 0.004 7.07 6.28 0.007 0.11 0.053 0.006 12.12 6.26 0.007 0.11
4 0.063 0.019 30.55 6.27 0.007 0.11 0.087 0.010 11.38 6.24 0.007 0.11
5 0.083 0.006 7.71 6.25 0.000 0.00 0.112 0.016 13.89 6.22 0.000 0.00
6 0.095 0.006 6.73 6.26 0.007 0.11 0.164 0.002 1.30 6.19 0.007 011
7 0.128 0.011 8.32 6.22 0.007 0.11 0.211 0.008 3.70 6.17 0.007 011
8 0.159 0.006 4.02 6.21 0.007 0.11 0.262 0.009 3.52 6.14 0.000 0.00
9 0.206 0.008 3.78 6.19 0.007 0.11 0.323 0.015 4.60 6.14 0.000 0.00
10 0.260 0.011 4.35 6.17 0.000 0.00 0.376 0.011 3.01 6.10 0.007 012
11 0.322 0.002 0.66 6.18 0.007 0.11 0.420 0.008 2.02 6.04 0.000 0.00
12 0.366 0.001 0.19 6.13 0.007 0.12 0.475 0.011 2.38 5.97 0.007 0.12
24 1.324 0.065 4.91 5.24 0.014 0.27 1.251 0.030 2.37 5.15 0.071 137
36 2.593 0.053 2.05 4.67 0.021 0.45 1.725 0.014 0.82 4.95 0.007 0.14
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Tabla E.10. Datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento de la cepa E3-P.

Temperatura 30 °C

Temperatura 37 °C

Tiempo de DO Desviacion Coeficiente pH Desviacion Coeficiente DO Desviacién Coeficiente pH Desviacién Coef;céente
monitoreo de de de )
) promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacion promedio estandar variacién
0 0.026 0.006 24.96 6.30 0.007 0.11 0.042 0.008 18.74 6.29 0.000 0.00
1 0.049 0.004 8.66 6.30 0.007 0.11 0.033 0.002 6.53 6.28 0.000 0.00
2 0.058 0.004 7.31 6.28 0.000 0.00 0.040 0.011 26.81 6.26 0.007 011
3 0.070 0.004 5.09 6.26 0.007 0.11 0.067 0.000 0.00 6.25 0.007 011
4 0.081 0.008 9.66 6.27 0.007 0.11 0.103 0.013 12.36 6.23 0.007 011
5 0.103 0.014 13.73 6.23 0.000 0.00 0.147 0.016 10.58 6.19 0.000 0.00
6 0.129 0.011 8.77 6.22 0.014 0.23 0.208 0.006 3.07 6.17 0.007 011
7 0.180 0.002 1.18 6.20 0.014 0.23 0.256 0.023 9.13 6.14 0.000 0.00
8 0.230 0.013 5.53 6.17 0.014 0.23 0.319 0.007 2.22 6.12 0.007 0.12
9 0.271 0.001 0.26 6.15 0.014 0.23 0.420 0.007 1.68 6.07 0.007 0.12
10 0.335 0.033 9.94 6.16 0.000 0.00 0.480 0.009 1.92 6.01 0.007 012
11 0.401 0.001 0.35 6.10 0.028 0.46 0.557 0.037 6.60 5.90 0.007 0.12
12 0.455 0.033 7.31 6.05 0.014 0.23 0.622 0.008 1.25 5.82 0.014 0.24
24 1.552 0.014 0.91 5.10 0.007 0.14 1.509 0.018 1.22 5.06 0.014 0.28
36 2.940 0.156 5.29 457 0.007 0.15 2.328 0.145 6.23 474 0.000 0.00
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