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1.Resumen

Los microorganismos son esenciales para la produccién de vitaminas, hormonas,
nuevas biomoléculas, antibidticos, probiéticos, biopesticidas, biofertilizantes y son
imprescindibles para la salud y el crecimiento de las plantas. Afectan el suministro
mundial de alimentos al afectar la salud de las plantas y la productividad de los
cultivos, ademas de ser indispensables para la produccion de alimentos fermentados
o alimentos que necesiten algun tratamiento enziméatico (jugos clarificados, leche y
productos lacteos, etc.). Las bacterias acido-lacticas (BAL), son consideradas las
bacterias mas relevantes en el area de los alimentos debido a su diversidad de
aplicaciones. El término se refiere a su actividad metabdlica. Se definen como una
familia ubicua y heterogénea de microorganismos que pueden fermentar varios
nutrientes en &cido lactico, principalmente. Residen en una amplia variedad de
ambientes, como la cavidad oral, el tracto gastrointestinal, asi como productos lacteos

y carnicos y vegetales procesados.

La conservacion o preservacién de microorganismos busca mantener la morfologia,
fisiologia y el material genético del cultivo. Por lo anterior, las colecciones microbianas
buscan obtener, preservar, clasificar, estudiar y documentar de manera completa y
accesible, un acervo de cultivos microbianos auténticamente puros, estables, bien
clasificados y de interés especifico, los cuales generan toda una serie de informacién
especializada de relevancia en diferentes dmbitos como la salud, agricultura,
biotecnologia, investigacién y docencia. Las técnicas de conservacion se clasifican
en funcion del tiempo que pueden almacenarse ya sea a corto, mediano y largo plazo.
Por lo anterior, se revisaron los aspectos mas relevantes en los métodos de
conservacion a largo plazo mas utilizados en dichos microorganismos, los métodos
alternativos o no tradicionales y sus aplicaciones en la industria de alimentos, asi

como las colecciones microbianas nacionales e internacionales de mayor relevancia.



2.Justificacion

Las BAL se encuentran presentes en una variedad de ambientes como la cavidad
oral, el tracto gastrointestinal y respiratorio, asi como en plantas y en alimentos como
los productos carnicos y lacteos y vegetales procesados. Tienen un papel
fundamental en muchos procesos de fermentacion artesanal e industrial y
recientemente en la nutricion humana. Debido a su presencia en el tracto
gastrointestinal, algunos miembros se han catalogado como probidticos por conferir
beneficios a la salud humana e incluso animal (Sun et al, 2014). Por otro lado, pueden
descomponer las macromoléculas de los alimentos, como polisacéridos no digeribles
(fibra dietética) y compuestos saborizantes indeseables. Ademas, pueden producir
una variedad de productos que incluyen acidos grasos de cadena corta, aminas,
bacteriocinas, vitaminas y exopolisacaridos durante el metabolismo. Por un lado, se
utilizan para mejorar el sabor de los alimentos fermentados, aumentar la calidad
nutritiva de los alimentos, reducir compuestos nocivos, aumentar la vida util, etc.
(Wang et al., 2021). La pérdida de diversidad microbiana implica la pérdida de
recursos potencialmente valiosos de los que depende la poblacibn humana. Sin
embargo, la atencion hacia este tema no ha recibido mucho impetu. Los
microorganismos evolucionan rapidamente y tienen tendencia a intercambiar
informacion genética (Sharma et al., 2018). Por lo anterior, surge la necesidad de
conocer cudles son los fundamentos, aspectos tecnolégicos de la conservacion de

microorganismos y algunos de sus aspectos relacionados.



3.0bjetivo

Revisar la definicion, clasificacion y caracteristicas metabdlicas de las BAL de
importancia en alimentos y sus potenciales nuevas aplicaciones en biotecnologia;
investigar los fundamentos y aspectos tecnologicos de los métodos de conservacion
convencionales y no convencionales mas utilizados en las BAL y, por ultimo, examinar
algunas de las colecciones microbianas mas relevantes a nivel nacional e

internacional.

4.Metodologia

Se consultaron las bases de datos disponibles en la biblioteca digital de la UNAM:
Science Direct, Scopus, Springer, Taylor & Francis Group, Wiley Online Library, y
otros buscadores como Google Scholar y paginas oficiales. Se utilizaron las
siguientes palabras clave: microorganismos, conservacion, preservacion, técnicas,
métodos. Se seleccionaron los articulos mas recientes y que tuvieran la informacion
relacionada al tema, se obtuvieron un total de 60 fuentes, tanto de libros, articulos y

paginas de internet y se procedié con la elaboracion del trabajo.



5.La fermentacion en la industria alimentaria

|. Caracteristicas de las BAL

De todas las bacterias utilizadas para uso domeéstico, las BAL son las mas estudiadas
y explotadas en numerosas aplicaciones industriales que van desde cultivos
iniciadores en la industria lactea hasta probiéticos en suplementos alimenticios, entre
otras aplicaciones. Las BAL son un grupo diverso de microorganismos Gram (+), con
ciertas caracteristicas morfologicas, metabolicas y fisiologicas. Producen acido lactico
como principal producto del metabolismo de carbohidratos, tienen forma de bacilos y
cocos, catalasa negativos (aunque algunas cepas pueden producir pseudocatalasa),
anaerobios o0 microaerofilos, tolerantes a los acidos y no esporuladas. Aunque
tradicionalmente se asociaban con la descomposicién de alimentos y piensos, cada
vez mas se consideran como microorganismos beneficiosos o probidticos, es decir,
microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped (Xiao et al, 2014). Las BAL muestran
una serie de actividades funcionales clave que son particularmente relevantes para
Su uso como cultivos iniciadores en fermentaciones y alimentos que requieran algun
tratamiento enzimatico. Estos incluyen capacidades metabdlicas especificas tales
como el tipo de acido lactico producido que se puede extraer y determinar su
capacidad de rotar 6pticamente la luz. Si la rotacion es a la derecha, se denomina
dextrégiro (D); si esta a la izquierda, se denomina levorrotatorio (L), o, si hay una
mezcla de D y L, se denomina mezcla racémica (DL); la capacidad de fermentar la
lactosa (el azucar de la leche), su tolerancia a diferentes niveles de pH, asi como otras
caracteristicas, como la resistencia a los bacteri6fagos y son esenciales para
garantizar una fermentacion exitosa (Mahony et al., 2019). En la tabla 1, se muestran

los géneros mas comunes de las BAL y sus caracteristicas diferenciales.

Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes. Dentro de los Firmicutes, las BAL
pertenecen al orden Lactobacillales e incluyen los géneros: Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella, todos ellos son organismos con bajo contenido de guanina-
citosina (31-49 %). Los géneros de las BAL que se asocian a los alimentos son

Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,



Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus y
Streptococcus. Filogenéticamente, todos los géneros mencionados anteriormente
forman una clase perteneciente a la rama clostridial de bacterias Gram (+) con bajo
contenido de guanina-cistina (<50 %). Esta propiedad distancié a las BAL de las
bifidobacterias que tienen mas del 55% de contenido de guanina-cistina y pertenecen
al phylum Actinomyces. Sin embargo, el género Bifidobacterium también se revisara
debido a sus propiedades fisiologicas y bioquimicas similares a las BAL y porque
comparten algunos nichos ecolégicos comunes de importancia en alimentos y

nutricién, como el tracto gastrointestinal (Liu et al., 2014).

Tabla 1. Géneros de las BAL asociadas a alimentos y sus caracteristicas fisioldgicas

Género Caracteristicas

Forma Produccion de  Temp. de Crecimientoen  Crecimientoen  Tipo de

CO; crecimiento (°C) pH de acido
lactico
10 45 6.5% 18% 4.4 9.6
NaCl NaCl

Aerococcus C (tétradas) - + - + - - + L
Carnobacterium B - + - ND - ND - L
Enterococcus C - + + + - + - L
Tetragenococcus C (tétradas) + - + + \ + L
Vagococcus C + - - - ND - L
Pediococcus C (tétradas) - \% \% \% - + - D, L, DL
Lactobacillus B \% \% \% \ - ND D, L, DL
Leuconostoc C + + - \Y - \Y - D
Oenococcus C + + - \Y - \Y - D
Weissella ca + + - \ - \ - D, DL
Lactococcus® C - + - - - \Y - L
Streptococcus C - - \ - - - - L

Coco (C), Bacilo (B), Variable (V), No determinado (ND)
@ Algunas cepas de Weissella tienen forma de bacilo
b En la literatura antigua, las especies de Lactococcus se conocen como estreptococos del grupo N.

Adaptado de Wright y Axelsson (2019).

Las BAL obtienen su energia por fosforilacion a nivel de sustrato debido a que no
poseen un sistema respiratorio funcional. Como se puede ver en la imagen 1. Se
utilizan dos rutas fermentativas basicas de hexosa. La via homofermentativa se basa

en la via Embden-Meyerhof-Parnas y produce practicamente solo &cido lactico como



producto final. La ruta heterofermentativa (también conocida como la ruta de la
pentosa fosfocetolasa, la derivacion de la hexosa monofosfato o la ruta del 6-
fosfogluconato) produce no solo acido lactico como producto final, sino también

cantidades significativas de CO2 y etanol o acetato (Mahony et al, 2019).

Imagen 1. Vias de fermentacién homofermentativa y heterofermentativa de glucosa
empleadas por diferentes BAL.
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Adaptado de Mahony et al (2019)

Fuentes de BAL

En cuanto a su aislamiento, el género Lactobacillus es el género mas abundante de
las BAL (actualmente cuentan con mas de 200 especies), estas se encuentran en
sustratos ricos en carbohidratos. Estan estrechamente asociados con los animales
terrestres y marinos, su entorno y su alimento y se encuentran mas comanmente en
las cavidades corporales de humanos y animales. Como se puede ver en la imagen
2, la mayoria de las especies (casi un tercio de las descritas) se aislaron del tracto
intestinal y las heces de humanos y animales. En segundo lugar, se encuentran los

vegetales y sus productos de fermentacion (incluidos el pepinillo y el kimchi, la masa
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madre, etc.). Especies de otros géneros como Enterococcus también se aislaron
principalmente del tracto intestinal, las heces y la piel de animales o humanos (Liu et
al., 2014).

Imagen 2. Fuentes de donde se han aislado especimenes de la especie Lactobacillus.

Heces animales o tracto intestinal
Humano (incluye tracto urinario, heces, etc.) |
Vegetales y sus productos de fermentacion
Bebidas o productos fermentados
Pepinillos o kimchi
Masa madre
Productos lacteos

Productos carnicos fermentados o alimentos

Fuente de cepas aisladas

Ensilado o pienso

Medio ambiente

Composta )

0 5 10 15 20 25 30

Numero de especies de lactobacillus

Adaptado de Liu et al (2014).

Especies de BAL y su importancia en alimentos y la salud

La monografia de Orla-Jensen formé la base de la clasificacion actual de las BAL. Los
criterios utilizados por Orla-Jensen (morfologia celular, modo de fermentacion de la
glucosa, rangos de temperatura de crecimiento y patrones de utilizacion de azUcar)
siguen siendo muy importantes para la clasificacion de las BAL, aunque la llegada de
herramientas taxondmicas mas modernas, especialmente métodos de biologia
molecular, han aumentado considerablemente el nimero de géneros, de los cuatro
originalmente reconocidos por Orla-Jensen (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
y Streptococcus). De acuerdo con Liu et al (2014), se han publicado y validado mas
de 50 géneros de BAL, pero en alimentos los géneros mas relevantes son:
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus vy
Streptococcus, y “el género” Bifidobacterium que como ya hemos revisado no es parte
de las BAL, pero generalmente se incluyen en la mayoria de la literatura disponible.
A continuacién, se revisan con mas detalle dichos géneros y su importancia en

alimentos.
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Enterococcus

El género Enterococcus, constituye uno de los géneros mas importantes dentro de
las BAL. Actualmente contiene 58 especies validamente descritas, las cuales fueron
asignadas taxonomicamente sobre la base de varios tipos de identificacion, incluido
el andlisis gendmico. Debido a que no hay caracteristicas fenotipicas para separar el
género Enterococcus de otros géneros de cocos Gram (+), catalasa-negativos, la
taxonomia de este grupo de bacterias era vaga hasta que se dispuso de herramientas
moleculares. Sin embargo, las caracteristicas fisicoquimicas del crecimiento a
diferentes temperaturas, el tipo de fermentacion de carbohidratos y el tipo de
peptidoglicano de la pared celular siguen siendo efectivos para distinguir entre
especies de Enterococcus (Laukova, 2019; Liu et al, 2014).

El uso de enterococos como probidticos es un tema de discusion abierto; como en el
caso de cualquier probiético debe juzgarse cepa por cepa considerando los factores
de virulencia (hemolisina, gelatinasa, proteina Esp, etc.) asi como las propiedades
beneficiosas atribuidas a actividades proteoliticas y lipoliticas de la cepa,
especialmente en aislados de alimentos. El interés reciente en este género se debe a
gue algunas cepas ademas de ser buenos candidatos para ser probiéticos también
producen bacteriocinas, esta caracteristica metabdlica permite su aprovechamiento
en la nutricion animal y en la conservacion de alimentos como bioprotectores. De las
58 especies, solo E. faecalis y E. faecium se usan como probioticos para animales y
humanos, y solo E. faecalis se usa principalmente como probiético humano. Ademas,
la produccién de péptidos bioactivos por enterococos es un concepto relativamente
reciente que pueden tener importantes implicaciones en la nutricion y la salud
humanas y ofrecer nuevas oportunidades para el desarrollo de ingredientes
alimentarios funcionales y nutracéuticos. (Laukova, 2019; Liu et al, 2014; Graham et
al, 2020).

Lactobacillus

Los miembros del género Lactobacillus son bacterias Gram (+), anaerobias o
aerobias, con forma de bacilo. Su metabolismo se clasifica comunmente como
homofermentativo obligado o heterofermentativo facultativo/obligatorio. Este género

es el grupo mas grande de las BAL e incluye algunas de las especies mas importantes
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involucradas en la microbiologia alimentaria y la nutricion humana (lbrahim y
Ouwehand, 2019); varias especies de Lactobacillus son esenciales en la produccion
de alimentos fermentados y se utilizan como cultivos iniciadores o conservadores de
alimentos. Ademas, ciertas especies de origen humano son aprovechadas como
probidticos. Entre las especies comercialmente relevantes se encuentran L.
acidophilus, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L. paracasei, L.
reuteri, L. rhamnosus y L. salivarius. Este género incluye una gran cantidad de
especies GRAS (generalmente reconocidas como seguras). El nUmero de especies
descritas ha aumentado considerablemente en los ultimos afios debido a los avances
en el desarrollo de técnicas moleculares y su aplicacion a la taxonomia e identificacion
microbiana. Se encuentran comunmente en una diversidad de ambientes ricos en
nutrientes, incluidos los ambientes lacteos, de los cuales derivan su nombre, habitats
de huéspedes microbianos como las superficies mucosas de humanos y otros
mamiferos, asi como nichos ecoldgicos naturales como material vegetal en
descomposicion. Como mencionamos anteriormente la clasificacién Orla-Jensen se
sigue utilizando ya que resulta muy util para la produccién de alimentos que requieran
algun proceso enzimatico. En dicha clasificacion los lactobacilos se dividen en tres
grupos: las termobacterias, las estreptobacterias y las betabacterias, segun la
temperatura de crecimiento y pruebas bioquimicas. El género Lactobacillus pertenece
a la familia Lactobacillaceae. Recientemente, la familia Leuconostocaceae se fusiono
dentro de la familia Lactobacillaceae, esta reclasificacién propone 25 géneros de
Lactobacillus de los cuales 23 son nuevos. Sin embargo, el término "lactobacilos"
seguira siendo util para designar todos los microorganismos gue se clasificaron dentro
de la familia Lactobacillaceae hasta 2020 (Zheng et al, 2020). En la Tabla 2 se

muestran los subgrupos mencionados y sus diferencias.

Tabla 2. Los subgrupos de Lactobacillus: Streptobacteria, Betabacteria y Termobacteria

Subgrupo Temperatura Produccion  Producci  Arginina  Ferment  Requeri Tipo de Producci
de crecimiento  de CO; a 6n de hidroliza  aciébn de  mientos acido on de
(°C) partir de CO;a da pentosa  de lactico manitol
glucosa partir de tiamina
15 45 gluconat
0
Termobacteria - + - - - - - L, DL
Estreptobacterias + V* - + - + - L, DL
Betabacteria + V* + + + + + DL +

*Variable. Adaptado de Steinkraus (2002)
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Lactococcus

El género Lactococcus (antes “estreptococos del grupo N”) comprende 13 especies.
La identificacién de especies se basa en criterios fisiolégicos, quimiotaxonémicos y
de biologia molecular. Morfolégicamente, los lactococos son cocos Gram (+) de 0.5 a
1.5 um de tamafio, que forman cadenas cortas. Son mesofilos, con la excepcion de
L. piscium psicrofila, fermentan hexosas de manera homofermentativa produciendo

acido lactico L (+) y tienen requisitos de crecimiento complejos (Wright, 2019).

Lactococcus lactis se ha utilizado durante siglos en la fermentacion de alimentos,
especialmente queso, yogur, etc., lo que le ha valido el estatus de (GRAS). Ademas
de dar sabor algunas cepas producen bacteriocinas, lo que también permite su

aprovechamiento como bioconservador (Ai-Lian Song et al, 2017).

Leuconostoc

El género forma parte de la familia Leuconostocaceae que como ya mencionamos
anteriormente se fusiond dentro de la familia Lactobacillaceae. Son bacterias Gram
(+), inmoviles y no esporuladas, cuyas células son de elipsoidales a esféricas, a
menudo alargadas y, por lo general, se presentan en pares o cadenas. Cuando se
cultivan en un medio sélido, las células se alargan y pueden confundirse con bacilos.
No se forman verdaderas capsulas celulares, pero muchos producen dextrano
extracelular que forma una capa densa en electrones en la superficie celular. Son
anaerobios facultativos y catalasa negativos. Los leuconostocs no pueden hidrolizar
la arginina y no reducen el nitrato. Son no proteoliticos y no hemoliticos. No forman
indol. Aunque el crecimiento puede ocurrir a un pH de 4.5, prefieren un medio de pH
inicial de 6.5. La temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 20°C y 30°C. Aunque
las especies psicrotroficas L. carnosum, L. gelidum y L. inhae crecen a temperaturas
de refrigeracion (Sade y Bjorkroth, 2019).

El papel de las especies de Leuconostoc en los alimentos puede ser tanto positivo
como negativo. En cuanto a los efectos positivos las especies de Leuconostoc son
responsables del aroma a mantequilla, una caracteristica deseable para muchos
productos lacteos. Actualmente, las especies de Leuconostoc se utilizan como
cultivos iniciadores en la fabricacion de alimentos lacteos, vegetales y cereales

fermentados junto con la especie productora de acido Lactobacillus lactis. El efecto
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negativo de algunas especies de Leuconostoc es el deterioro de los alimentos. Se
han descrito varias especies implicadas en el deterioro de los alimentos envasados y

refrigerados, en particular la carne y los productos carnicos (Liu et al, 2014).

Pediococcus

El género Pediococcus a diferencia de otras BAL con forma de coco no forman
cadenas de células, sino que se presentan en tétradas, en pares o individualmente.
Algunas cepas pueden exhibir actividad pseudocatalasa y descomponer peréxidos en
medios con bajo contenido de carbohidratos al producir catalasa que no contiene
grupo hemo. La mayoria de las especies crecen bien en un rango de temperatura de
25°C a 37°C, pero algunas cepas crecen a 45°C o incluso hasta 50°C. El pH éptimo
para el crecimiento esta entre 6.0 y 6.5, y se informa que la mayoria de las especies
inician el crecimiento a un pH de 4.5 o incluso inferior. Los pediococos son
homofermentadores, anaerobios facultativos o microaerdfilos que producen
principalmente &cido lactico a partir de la glucosa. Los pediococos producen acido
lactico DL, excepto las cepas de Pediococcus claussenii, que convierten la glucosa
en acido L (+)-lactico. La fructosa y la celobiosa son fermentadas por todas las
especies. La mayoria de las especies también fermentan galactosa y maltosa. No
reducen el nitrato ni producen indol a partir del tript6fano (Sade y Bjorkroth, 2019).

Cuentan con 12 especies, y generalmente se encuentran en habitats similares a los
de otras BAL como Lactobacillus y Leuconostoc; es decir, plantas y material vegetal
fermentado, alimentos y piensos, y en el tracto intestinal de animales y humanos.
Ademas de sus aplicaciones en las industrias del queso, el vino y los piensos, los
pediococos se explotan mas comunmente como cultivos iniciadores en productos
carnicos. Mas concretamente, cepas seleccionadas de P. pentosaceus y P. acidilactici
se utilizan para producir salchichas secas debido a su capacidad para controlar el
desarrollo de bacterias patdégenas e indeseables. En contraste, otros pediococos
muestran propiedades indeseadas. Debido a su resistencia tipica al ldpulo,
especialmente Pediococcus damnosus ha sido reconocido como un importante
contaminador de la cerveza que causa turbidez, sabores acidos y sabores adversos
debido a la formacion de diacetilo. Al igual que otras BAL, algunos pediococos

producen bacteriocinas que como ya mencionamos permite su uso o al menos su uso
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potencial como bioconservador en la industria de alimentos (Sade y Bjorkroth, 2019;
Porto et al, 2017).

Streptococcus

El género Streptococcus ha sido revisado constantemente desde sus origenes pues
fueron de las primeras bacterias reconocidas por los microbidlogos debido a su
participacion en un gran niamero de enfermedades humanas y animales. La primera
clasificacion destacable para los estreptococos fue la propuesta por Orla-Jensen que
como ya mencionamos utilizo las caracteristicas de fermentacion, la tolerancia a la
temperatura y al cloruro de sodio, los limites de temperatura de crecimiento y la
morfologia celular para la clasificacién de las cepas. Sin embargo, fue Sherman en
1937 quien produjo la primera clasificacion sistematica integral de aislados de
estreptococos de fuentes ambientales, comensales y asociadas a enfermedades.
Sherman propuso cuatro divisiones primarias sobre la base de su actividad
hemolitica, antigenos de carbohidratos de grupo, gran capacidad reductora,
capacidad de crecer a 10°C y 45°C, capacidad de sobrevivir al calentamiento a 60°C
durante 30 minutos y crecimiento a pH de 9.6 o en presencia de azul de metileno al
0.1% o en cloruro de sodio al 6.5%. Las divisiones se denominan: "pidgena",
"enterococo", "lactica" y "viridans". La designacién de estreptococos “lacticos”, no es
clara ya que todos los estreptococos producen acido lactico, pero se adopté para las
especies Streptococcus lactis y Streptococcus cremoris, ya que estos estreptococos
se han denominado durante mucho tiempo “estreptococos del acido lactico” y todos
expresaron el antigeno del grupo N de Lancefield. Este esquema de clasificacion de
Sherman con base fisiolégica/bioquimica, aumentado por la caracterizacion
seroldgica clasica, fue ampliamente aceptado durante muchos afios hasta que fue
reemplazado mas recientemente por un esquema basado en la aplicacion de

metodologias moleculares (Tagg et al, 2019).

Los miembros del género Streptococcus son bacterias Gram (+), catalasa-negativas,
citocromo negativas, anaerobias facultativas, esféricas u ovoides, de menos de 2 pm
de diametro y con un contenido de guanina-citosina relativamente bajo (34-46%). La
division a lo largo de un solo eje hace que las células estreptocdcicas crezcan como
cadenas, particularmente en cultivos liquidos, y algunas cadenas pueden contener 50

0 mas unidades celulares. Tiene 82 especies y la mayoria estan asociadas con
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enfermedades humanas y animales (Liu et al., 2014). Streptococcus thermophilus es
una excepcion ya que es un cultivo iniciador importante. Es ampliamente utilizado en
combinacion con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus lactis y/o
Lactobacillus helveticus, como cultivo iniciador para yogur y productos lacteos

fermentados relacionados, asi como quesos de tipo suizo e italiano.

[I. Cultivos iniciadores

Los alimentos fermentados son sustratos alimentarios que son inoculados por
microorganismos comestibles cuyas enzimas, particularmente amilasas, proteasas y
lipasas hidrolizan los polisacéaridos, proteinas y lipidos, en productos no téxicos con
sabores, aromas Yy texturas agradables y atractivos para el consumidor humano. Si
los productos de las actividades enzimaticas tienen olores desagradables o sabores
indeseables y poco atractivos o los productos son téxicos o producen enfermedades,

los alimentos se describen como descompuestos.

La fermentacion desempefia al menos cinco funciones en el procesamiento de
alimentos: (1) Enriquecimiento de la dieta humana mediante el desarrollo de una
amplia diversidad de sabores, aromas y texturas en los alimentos; (2) Conservacion
de cantidades sustanciales de alimentos a través de fermentaciones de acido lactico,
alcohdlico, &cido acético, alcalinas y con alto contenido de sal; (3) Enriquecimiento
bioldgico de sustratos alimentarios con vitaminas, proteinas, aminoécidos esenciales
y acidos grasos esenciales; (4) Desintoxicacion durante el procesamiento de la
fermentacion de los alimentos y (5) Disminucion en los tiempos de coccion y los

requisitos de combustible (Steinkraus, 2002).

Es notable que el éxito de una actividad tan grande y diversa depende
fundamentalmente de las levaduras y las BAL. Las BAL son principalmente utilizadas
para la produccion de una amplia gama de leche y productos lacteos fermentados,
carne, vegetales, soya y otros productos. Estos son los microorganismos que
acufaron especificamente el término "cultivo iniciador o iniciadores", ya que se
agregan deliberadamente a un sustrato para iniciar un proceso de fermentacion
determinado. Las BAL se han utilizado durante milenios en varios procesos de
fermentacién para la produccion de alimentos y bebidas fermentados, como queso,

yogurt, vino y pan de masa madre. Ademas, se agregan como aditivos alimentarios
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en una variedad de productos procesados, ya que se asumen como Seguros en la
mayoria de los casos. El desarrollo de los cultivos iniciadores comenzé con la
fabricacion de queso, donde se observo que la produccidon no podia depender de la
microbiota proveniente de la leche utilizada, fue asi como empez6 a agregarse una
muestra del lote anterior (para el caso del queso, una muestra del suero) para
favorecer la fermentacién del nuevo proceso. Posteriormente se desarrollaron
meétodos para secar al horno cultivos de leche o para producir preparaciones
congeladas de manera que permitieran la viabilidad de las BAL. Estos tenian la
ventaja de proporcionar material facil de manejar. Otro desarrollo importante fue la
aplicacion de la liofilizacion a la produccién comercial de BAL; lo que evitaba la
necesidad de propagar el cultivo iniciador en la planta de fabricacion (Mahony et al.,
2019). Estas tecnologias ahora se emplean casi universalmente para la preparacion
de cultivos iniciadores, y un numero relativamente pequefio de empresas comerciales

suministra la mayoria de los cultivos del mundo.

Los miembros del grupo BAL desempefian un papel esencial en la industria de
procesamiento de alimentos, donde se utilizan como cultivos iniciadores o
complementarios para la produccién de lacteos fermentados, carne y alimentos
derivados de plantas. Las propiedades tecnoldgicas asociadas con las diferentes
especies son fundamentales para su selecciébn como iniciadores adaptados para
cumplir con los requisitos particulares del producto. Varias especies de Lactobacillus
se emplean como cultivos iniciadores en la fabricacion de carnes fermentadas. Estos
incluyen a Lb. pentosus, Lb. sakei y Lb. curvatus. Las especies de Pediococcus,
incluidas P. acidilactici y P. pentosaceus, también pueden usarse en fermentaciones
de carne. Las BAL como Leuconostoc y Lactobacillus son responsables de la
fermentacion de la col para producir chucrut. Los iniciadores empleados en la
produccion de masa madre en la elaboracién de pan, suelen incluir Lactobacillus
sanfranciscensis. Finalmente, Oenococcus oeni es una BAL asociada al vino,
responsable de la fermentacion malolactica, en la que el acido malico se convierte en
acido lactico de sabor mas suave (Mahony et al., 2019), en la tabla 3 se resumen

algunas de las aplicaciones mencionadas.
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Tabla 3. Lista de las principales BAL y sus aplicaciones en la fermentacién de alimentos.

BAL Aplicaciones

Lactococcus lactis Cultivo iniciador utilizado en la produccién de productos lacteos fermentados,
e.g., queso, crema, mantequilla y suero de leche.

Streptococcus thermophilus Cultivo iniciador utilizado en la produccién de productos lacteos fermentados,
e.g., queso y yogur.

Lactobacillus spp. Cultivos iniciadores y complementarios utilizados en la produccion de
productos lacteos, carnicos y vegetales fermentados, e.g., queso, yogurt,
chucrut, kimchi y salchichas fermentadas.

Weissella spp. Presente en fermentaciones espontaneas, por ejemplo, produccién de kimchi
y chucrut. No se agregan deliberadamente como cultivo iniciador debido al
vinculo con la produccién de aminas biogénicas.

Pediococcus spp. Fermentacion de carne y vegetales

Leuconostoc spp. Fermentacion de carne y leche

Adaptado de Mahony et al. (2019)
. Aplicaciones potenciales de las BAL en otras areas

Las BAL utilizadas durante la fermentacion deben tener varias caracteristicas
metabdlicas importantes, como la capacidad de producir 4cido y compuestos
saborizantes, la capacidad de hidrolizar proteinas, la capacidad de producir
exopolisacéaridos viscosos y la capacidad de inhibir bacterias (produccion de
bacteriocinas). En general, sus aplicaciones se pueden dividir en dos grandes
caracteristicas metabdlicas, que son la degradacién y biosintesis. Aunque las BAL se
han utilizado en productos de fermentacion durante mucho tiempo, las BAL funcionan
en una amplia gama de formas, por lo que sus caracteristicas funcionales son
bastante diferentes. En la industria alimentaria, una variedad de bacterias puede
fermentar una diversidad de sustratos en productos o producir una variedad de
materias primas industriales durante el proceso de fermentacion. Debido a la
produccion limitada de sus productos, a pesar de que algunos de los productos son
valiosos, es posible que algunas BAL no sean suficientes para usarse como bacterias
de grado industrial. Por lo tanto, el uso de la biotecnologia para llevar a cabo la
transformacion especifica de cepas puede ayudar a sintetizar ciertos productos con
un alto rendimiento. El desarrollo de la biotecnologia moderna, la tecnologia

multiomica y otras técnicas de biologia molecular, pueden producir cepas mejoradas
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que pueden aumentar la produccion de acidos organicos como el acido y-
aminobutirico y el acido lactico, exopolisacaridos, vitaminas y otros productos, y
también se pueden usar para expresar enzimas que descomponen proteinas y
polisacaridos. Entre ellos, Levilactobacillus brevis, Lactococcus lactis,
Lactiplantibacillus plantarum y otras cepas de acido lactico en las que se ha realizado
un excelente trabajo de ingenieria metabdlica (Wang et al., 2021). Ademas, el uso de
residuos industriales como el suero de leche, como sustratos de produccion también
es una forma importante de paliar la situacion actual de escasez de recursos. En las
tablas 4 y 5 se muestran de manera resumida las aplicaciones de las BAL en la
industria alimentaria. Muchas de estas aplicaciones son beneficiosas para la salud
humana por lo que su aplicacion se puede ampliar a areas como la medicina y sus

areas relacionadas.

Tabla 4. La degradacién de macromoléculas en los alimentos por las BAL.

Sustrato Aplicaciones Cepa

Polisacaridos Hidrolizar almidén o fructanos en masa madre Weissella spp.,
Lactiplantibacillus plantarum

Proteinas y Hidrolizar eficazmente la proteina en la leche Enterococcus faecium
aminoacidos
relacionados
Mejorar la digestibilidad in vitro de proteina de Lactiplantibacillus plantarum
productos de cereales

Otros Descomponer el acido fitico en el proceso de Leuconostoc lactis,
compuestos no  fermentacion de alimentos Lactiplantibacillus
nutritivos y/o plantarum

dafinos

Hidrolizar péptidos amargos en la produccion de Lactobacillus helveticus
queso

Adaptado de Wang et al. (2021)
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Tabla 5. Sustancias sintetizadas en los alimentos por las BAL.

Productos Aplicaciones Cepa
Acido lactico Utilizar los residuos de la industria lactea como Pediococcus acidilactici,
sustrato para reducir costos Lacticaseibacillus

rhamnosus,
Lacticaseibacillus casei,
Lactiplantibacillus pentosus y
Lactobacillus spp.,
Enterococcus faecalis

Otros acidos Deteccion de acidos organicos producidos por Lactobacillus lactis subsp.

organicos bacterias del acido lactico y mejora de la calidad lactis

Bacteriocinas

Vitaminas

Polisacaridos
extracelulares

acido Y-
aminobutirico

Compuestos
saborizantes

Antioxidantes

y seguridad alimentaria

El acido 3-hidroxipropiénico es un importante
precursor de polimeros plasticos

Inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes
en carne picada cruda y dorada

Sintetizar acido félico en productos lacteos

Inducir la sobreexpresién de la biosintesis de
riboflavina

Sintetizar isomalto-/malto-polisacéaridos usando
diferentes sustratos

Aumentar el contenido de

extracelulares del yogurt

polisacaridos

Aumentar el contenido de GABA en cereales
fermentados

Producir sustancias aromaticas en vino, vinagre,
pan, masa madre y queso

Producir antioxidantes (metabolitos de fenol
activo, glucésido de acido clorogénico,
sulforafano) tiene una variedad de efectos
beneficiosos en el cuerpo humano

Reducir el dafio de los compuestos fendlicos a la
membrana plasmatica y la pared celular de las
BAL

Limosilactobacillus reuteri
Lactiplantibacillus plantarum,
Lactilactobacillus sakei

Streptococcus, Lactobacillus
y Lactococcus, Lactococcus
lactis

Lactiplantibacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus crispatus,

Limosilactobacillus reuteri

Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus
Levilactobacillus brevis,

Levilactobacillus brevis

Streptococcus thermophilus

Lactiplantibacillus plantarum,
Lacticaseibacillus
rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus y, Leuconostoc
mesenteroides

Levilactobacillus
Limosilactobacillus
fermentum y
Lactiplantibacillus plantarum

brevis,

Adaptado de Wang et al. (2021)

21



6.Conservacion de microorganismos

El objetivo de la conservacion o preservacion de los microorganismos es proteger a
los microorganismos para evitar su pérdida o dafio. Se busca mantener la morfologia,
fisiologia y recientemente también el material genético de los mismos. Los
microorganismos dominan la vida en la Tierra; ademas, la diversidad microbiana tiene
enormes recursos de valor para las industrias farmacéutica, biotecnoldgica y
alimentaria. La pérdida de esta diversidad implica la pérdida de recursos
potencialmente valiosos de los que depende la poblacion humana. Sin embargo, la
atencién hacia la conservacion de microorganismos no ha recibido mucho impetu
(Van Hop, 2018).

El aumento de la conciencia sobre la diversidad cultivable y el desarrollo de enfoques
de cultivo modernos aumenta constantemente el numero de registros de
microorganismos nuevos y ho cultivados previamente en las colecciones de cultivo.
El cultivo y caracterizacion de microorganismos por si solo no es adecuado sin
técnicas de conservacion que no alteren la morfologia, fisiologia o genética de las
cepas aisladas. La conservacion es necesaria para futuras investigaciones, para la

docencia y para aplicaciones industriales (Prakash et al., 2013; Van Hop, 2018).

Hay dos tipos de estrategias, conservacion in situ y conservacion ex situ, que ayudan
a mejorar la incorporacion de comunidades y ecosistemas microbianos en la agenda
de conservaciéon. El aislamiento, manejo y reserva de microorganismos en las
colecciones de cultivos se conoce como conservacidon ex situ, que se sigue
ampliamente en todo el mundo (Sharma et al., 2018). Es llevada a cabo por parte de
individuos e instituciones. ElI mantenimiento y la conservacion adecuados de los
microorganismos ex situ requieren una instalacién de laboratorio compleja con todos
los equipos necesarios. Esta estrategia incluye los bancos de genes, las colecciones
de cultivos y los centros de recursos microbianos que forman el repositorio de los
aislados microbianos y evita los prolongados protocolos de reaislamiento. Las
colecciones ex situ de microorganismos son un recurso esencial para el futuro ya que

estan vinculadas a los programas de investigacion y desarrollo de un pais.
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. Meétodos de conservacion convencionales

Se conocen varios métodos de conservacion de microorganismos, los cuales se
diferencian sobre todo por el tiempo de duracion. Los métodos de conservacion a
largo plazo mas utilizados tanto en las colecciones de cultivos como en el sector

industrial son la crioconservacion vy liofilizacion (Prakash et al., 2013).

Crioconservacion

Los métodos de conservacion a bajas temperaturas se diferencian en la temperatura
utilizada y en el uso o no de crioprotectores. Los crioprotectores son agentes que
evitan o disminuyen el dafio celular durante la congelacion. En la tabla 6 se pueden
observar las temperaturas de trabajo reportadas para cada método. Generalmente se
utilizan crioprotectores a temperaturas menores a las de refrigeracion. Ademas, se

recomiendan temperaturas menores a -20°C para conservacion a largo plazo.

Tabla 6. Temperaturas reportadas en cada método de crioconservacioén

Método de conservacion Temperatura (°C)
Congelacién 0a-20
Ultracongelacion <-80

CO: solido

N2 liquido <-130

Adaptado de Sharma et al. (2017).

Se han utilizado casi el mismo tipo de protocolos para la crioconservacion de
diferentes categorias de microorganismos con algunas modificaciones en la
concentracion y el tipo de crioprotectores. Generalmente se prefieren células menos
estresadas y mas activas de la fase logaritmica media o tardia del cultivo. El método
consiste en cultivar el microorganismo en medio sélido o en caldo y cosechar desde
la fase de logaritmica media o tardia. Suspender las células en crioprotectores
adecuados (generalmente 10-50 % de glicerol o 5-10 % de dimetilsulféxido) y
someterlas a congelacion rapida o controlada (se ha reportado que la tasa de
enfriamiento de 1-5°C por minuto es Optima). Para la activacion, se retira los

crioviales almacenados, se descongelan rapidamente en un bafio de agua a 37°C y
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se resuspenden o siembran en un medio de activacién adecuado para el crecimiento
(Sharma et al., 2018).

La temperatura baja protege las proteinas y el ADN de la desnaturalizacion y el dafio
y ralentiza el movimiento del agua celular. En consecuencia, el metabolismo de las
células y cambios en su fisiologia se detienen esencialmente y las células quedan
protegidas durante largos periodos de tiempo. La conservacion a -80 °C es adecuada,
pero se considera ideal a -196 °C porque las posibilidades de mutaciones en el ADN
son casi nulas a esa temperatura. Durante la crioconservacion, los crioviales se
pueden almacenar sumergidos en nitrégeno liquido (a -196 °C) o en su fase de vapor
(-135 a -150 °C). El almacenamiento en fase de vapor se considera mejor porque
evita la entrada de nitrégeno en fase liquida en los crioviales, lo que protege contra el
estallido y contaminacion (Prakash et al., 2013). La principal desventaja de este
meétodo es el uso de equipos y reactivos costosos que en el caso del N2 liquido

requieren un suministro constante.

Liofilizacion

En este método se utilizan protocolos similares para la conservacion de diferentes
grupos de microorganismos con muy pocas modificaciones en la naturaleza del medio
de los lioprotectores. Los lioprotectores, de manera analoga a la crioconservacion,
son agentes protectores utilizados durante la liofilizacion para evitar o disminuir el
dafio celular durante dicho proceso. En la liofilizacién, la seleccion del tipo correcto
de medio de suspension y lioprotectores sigue siendo un tema de investigacién y
necesita ser optimizado en el futuro utilizando diferentes grupos de microorganismos.
En este proceso, el material se congela, el hielo formado después de congelar se
remueve por sublimacién (conversion de sélido a vapor) y el material resultante se
guarda al vacio. Generalmente se recomienda el uso de cultivos en fase estacionaria
[la sintesis de proteinas de estrés depende de la fase de crecimiento, aunque en un
inicio se creia que solo las células en fase exponencial eran capaces de generar
respuestas adaptativas, otros estudios reportan la sintesis de proteinas de estrés
durante la fase estacionaria (Carvalho et al, 2004)], un contenido de humedad final
del 1% al 2% y el almacenamiento a 4°C en la oscuridad para lograr una mayor

viabilidad celular y una estabilidad mas prolongada (Sharma et al., 2018).
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Tanto la crioconservacion como la liofilizaciéon tienen ventajas y desventajas. Por un
lado, las temperaturas muy bajas de transporte y almacenamiento son las principales
desventajas comerciales de los cultivos iniciadores congelados. Ademas del riesgo
de descongelacion, los altos costos de transporte pueden limitar el uso de cultivos
iniciadores congelados en &reas o paises distantes. Por lo tanto, la liofilizacion es mas
comoda y sencilla, ya que no requiere condiciones de congelacién durante la
distribucion. Aunque la liofilizacion es la técnica de secado convencional utilizada
comercialmente por los fabricantes de cultivos iniciadores, es mas tardada y costosa
gue otros procesos de secado Yy la respuesta de conservacion varia segun la especie
(Peighambardoust et al., 2011). Incluso diferentes cepas de la misma especie pueden
responder de manera diferente al mismo método de conservacion. La viabilidad y
longevidad de los microorganismos bajo conservacion depende de algunos factores
criticos: (1) composicién del medio de suspension y rehidratacion, (2) tipo de
crioprotector utilizado, (3) tasa de enfriamiento y descongelacién, (4) etapa de
crecimiento del cultivo, (5) tamafio y tipo celular, contenido de lipidos, contenido de

agua y densidad inicial de las células (Prakash et al., 2013).

Cambios fisicoquimicos ocurridos durante la congelacion.

Durante la congelacion se produce la concentracién de los solutos que se disuelven
en la fase liquida restante. La incidencia de lesiones por congelacién ha sido una gran
preocupacion y se ha desarrollado la opinion general de que la formacién de hielo
intracelular es dafiina, mientras que la congelacion extracelular es comparativamente
inofensiva. Se sabe que los cristales de hielo perforan a través de las células,
destruyéndolas directa o indirectamente a través de cambios en la composicion de la
fase liquida. La formacién de hielo extracelular a veces se vuelve dafiina ya que las
células densamente empaquetadas son propensas a sufrir dafios por tensiones
mecanicas dentro de los canales donde estan secuestradas. Sin embargo, se prefiere,
para asegurar la viabilidad y evitar dafios en la estructura del complejo extracelular.
La formacion de hielo se puede evitar hasta cierto punto mediante la vitrificacion, pero
la toxicidad debido a la concentracién de solutos es la principal preocupacion. Por lo
anterior, siempre existe la necesidad de mejorar y optimizar el protocolo de
conservacion, ya que un metodo unico puede no ser aplicable a todos los tipos de

microorganismos (Singh y Baghela, 2017).
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Los crioprotectores generalmente presentan grupos ionizables o capaces de formar
puentes de hidrogeno que les permiten estabilizar las membranas y prevenir en cierta
manera los dafios durante el proceso de congelacion. Son considerados como la
fuerza motriz del movimiento del agua por 6smosis y de los solutos por difusion. Estos
crioprotectores se clasifican de acuerdo con su poder de penetracion, en la tabla 7 se
muestra una breve clasificacion de los crioprotectores mas comunes. Recientemente,
se siguen desarrollando moléculas inhibidoras del hielo, como proteinas
anticongelantes, polimeros sintéticos, nanomateriales e hidrogeles. Ademas de otras
estrategias de ingenieria avanzada, como la administracion de trehalosa, la
encapsulacion celular y el disefio de recubrimientos que impidan la propagacion y
formacion de cristales de hielo (Chang y Zhao, 2021).

Tabla 7. Breve clasificaciéon de los crioprotectores mas comiunmente utilizados

Agentes penetrantes Agentes no penetrantes

Moléculas pequefias Azlcares Polimeros
Dimetilsulfoxido Sacarosa Polietilenglicol
Etilenglicol Trehalosa Polivinilpirrolidona
Propilenglicol Rafinosa Hidroxietilalmidén
Glicerol Manitol Ficol

Metanol Glucosa Proteinas del suero
Etanol Galactosa Proteinas de la leche

Glicina betaina

Adaptado de Chang y Zhao (2021).

En general, el dafio por congelacion puede dividirse en hielo extracelular e intracelular
durante el proceso del ciclo de congelacién-descongelacion. Se sabe que la
supervivencia de las células depende en gran medida de las velocidades de
enfriamiento, que pueden definirse como congelacion lenta y congelacion rapida o
vitrificacion. Durante la congelacion lenta, la mayor parte del agua intracelular fluye
hacia afuera porque el potencial quimico del agua intracelular es mayor que el de la
fase de hielo extracelular, lo que provoca la deshidratacion de las células y, por lo
tanto, se forma hielo extracelular y causa dafios por presién osmética para la célula.
Con el aumento de la velocidad de enfriamiento, el agua intracelular no puede salir

tan rapidamente, formando asi hielo intracelular y provocando dafios por congelacion
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fatales a las células en el proceso de congelacién. En resumen, independientemente
de que la congelacién sea lenta o rapida, la formacion de cristales de hielo es
inevitable, por lo que es crucial optimizar el proceso de enfriamiento y minimizar el
dafo por congelacion. En particular, la criopreservacion por vitrificacion puede evitar
la lesion por hielo durante el proceso de congelacion debido al estado libre de hielo
de la solucion con la ayuda de una alta concentracion de agentes crioprotectores. Sin
embargo, la desvitrificacion y la recristalizacion que se producen durante la fase de
descongelacion pueden causar dafios mortales a las células. Ademas, la toxicidad de
la alta concentracion de crioprotectores también es un problema importante y una
limitacion para la estrategia de criopreservacion por vitrificacion. En conclusion, la
formacion de nucleos de hielo, el crecimiento de cristales de hielo y la
recristalizacion/desvitrificacion del hielo son los tres factores principales que limitan la
eficacia y la calidad de la criopreservacion (Chang y Zhao, 2021). Por tanto, el método
Optimo es un procedimiento de congelacién de varias etapas que implica congelacion
lenta al principio hasta que se produce la formacion de hielo extracelular. Luego se
mantiene una temperatura constante hasta lograr la deshidratacion 6ptima. Al final

sigue la congelacion rapido hasta completar la vitrificacion (Singh y Baghela, 2017).

[I. Meétodos de conservacion alternativos

En contraste con la temperatura muy baja aplicada en los métodos de
crioconservacion, los procesos de secado alternativos se pueden dividir en dos
grupos principales relacionados con la temperatura de secado: (I) procesos que
trabajan a una temperatura alta, como el secado por aspersion, y (Il) procesos que
trabajan por debajo de temperaturas extremas como el secado en lecho fluidizado y
el secado al vacio.

Secado por aspersion

El secado por aspersion es un proceso unico en el que se forman particulas al mismo
tiempo que se secan. Es muy adecuado para la produccion continua de solidos secos
en forma de polvo, granulado o aglomerado a partir de materias primas liquidas como
soluciones, emulsiones y suspensiones bombeables. El producto final del secado por

aspersion debe cumplir con estandares de calidad precisos con respecto a la
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distribucion del tamafio de las particulas, el contenido de humedad residual, la
densidad aparente y la forma de las particulas (Peighambardoust et al., 2011). El
creciente interés en el secado por aspersion puede explicarse por el hecho de que
consume hasta 10 veces menos energia que la liofilizacion y puede realizarse de
forma continua. Ademas, estudios recientes han sugerido que algunos cultivos
secados por aspersion se pueden almacenar a temperatura ambiente y, por lo tanto,
reducir el costo de refrigeracion (Moreira et al, 2021). Los pasos involucrados en este
proceso generalmente consisten en la preparacion de soluciones concentradas de
BAL con o sin la adicién de agentes protectores, encapsulantes; atomizacion del
alimento, evaporacion de la humedad y finalmente, recoleccién del producto secado
por aspersion. En general, las células encapsuladas sobreviven mas que las células
libres, razon por la cual en la mayoria de los casos se utilizan agentes encapsulantes
en combinacién con agentes protectores, de manera que el producto obtenido son
células encapsuladas o de lo contrario, se obtienen células concentradas en polvo. A
continuacion, se revisaran algunos de los aspectos tecnolégicos y fisicoquimicos mas

relevantes de este método.

Equipo y operaciones

Un secador por aspersién se compone de una bomba de alimentacion, un atomizador,
una camara de secado y un ciclén, como se puede ver en la imagen 3A. En ciertos
casos, esta configuracion basica se puede acoplar a un lecho fluido integrado como

se puede ver en la imagen 3B.
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Imagen 3. Representacion esquematica de secadores por aspersion. (A) Secador por
aspersioén de ciclo abierto; (B) Secador por aspersiéon con lecho fluidizado integrado.
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Adaptado de Moreira et al (2021).

El secado por aspersion se lleva a cabo en pasos consecutivos que convierten un
fluido con una alta concentracién de solidos en particulas individuales, que varian en
tamano de 11 a 200 pym. El producto inicial se denomina concentrado. El secador por
aspersion gue se muestra en la imagen 3A funciona en el modo por lotes y el
concentrado de polvo permanece en contacto con el aire de salida durante todo el
proceso. En configuraciones mas complejas como se muestra en la imagen 3B, se
utiliza un proceso de secado en dos etapas: las gotas se deshidratan inicialmente
dentro de la cdmara de secado y el polvo resultante tiene un alto contenido de agua.
Se produce una segunda etapa de secado en un lecho fluido para ajustar el contenido
final de agua de las particulas de polvo. Esta segunda etapa se revisara con mas

detalle en la siguiente seccion.

Cambios fisicoquimicos ocurridos durante el secado por aspersion

Las gotas se atomizan en la camara de secado, donde entran en contacto con un flujo
de aire caliente y temperaturas que oscilan entre los 115 y los 200°C (Cotabarren et

al., 2018; Liu et al., 2015). La evaporacion instantanea del agua de las gotitas provoca
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una rapida transferencia de calor del aire al concentrado con una subsiguiente
transferencia de masa (agua) del concentrado al aire. Las gotitas secas se convierten
en particulas de polvo y caen al fondo de la cAmara de secado donde se recogen en
un recipiente como se muestra en la imagen 3A. Las particulas mas ligeras son
transportadas por la corriente de aire al ciclon del secador por aspersion, donde se
separan del aire y se almacenan en otro recipiente colector. El proceso se puede
dividir en 3 etapas que se muestran en la imagen 4, a continuacion, se revisara cada

etapa con mas detalles:

Imagen 4. Eventos que ocurren dentro del secador durante un proceso de secado.
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Adaptado de Moreira et al (2021).

e Paso I: Las gotas de concentrado entran en contacto con el aire de entrada

cuando salen del atomizador

Cuando las gotas se atomizan por primera vez, las que tienen un alto contenido de
agua y baja temperatura se dispersan en el flujo de aire con baja humedad y alta
temperatura como se puede ver en la imagen 4, Paso |. De acuerdo con la ley de
Fourier, la diferencia de temperatura entre las gotas y el aire promueve el intercambio
de energia térmica del aire a las gotas. Al mismo tiempo, se produce una transferencia

de masa (vapor de agua) de las gotas al aire debido a sus diferencias de humedad.
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En este momento, las superficies de las gotas estan cubiertas por moléculas de agua
sueltas que consumen la mayor parte del calor del aire y se evaporan
instantaneamente (Deeth y Hartanto, 2009). En este caso, las gotas no se
sobrecalientan, aunque el proceso requiere altas temperaturas del aire de entrada
(~200°C). Durante esta etapa, la evaporacion consume alrededor de 2700 kJ-kg™* de
agua evaporada, y las gotas alcanzan la temperatura de bulbo humedo (~45°C)
(Huang et al., 2017). En pocas palabras, este proceso permite la evaporacion del agua
a bajas temperaturas y evita el sobrecalentamiento de las gotas.

e Paso Il: Las particulas caen al fondo de la camara de secado

En el segundo paso del secado como se puede ver en laimagen 4, Paso I, el aire se
enfria y se vuelve mas humedo. La superficie de la gota permanece seca y forma una
capa alrededor de la particula de polvo que dificulta la evaporacién interna del agua
(Wei et al., 2019). A medida que la gota se aleja de la boquilla, su fraccion de agua y
la tasa de evaporacion se reducen considerablemente (Tran et al., 2017), y la energia
térmica del aire caliente promueve un aumento en la temperatura de la gota (ahora
una particula). El aumento de la temperatura de la particula depende del diametro de
la particula, asi como de la trayectoria de la particula que sigue en la camara de
secado. Cuando las particulas se calientan en este paso, las BAL se someten a
temperaturas mas altas (~60°C) durante varios segundos y a un estrés térmico
significativo (Huang et al., 2017; Peighambardoust et al., 2011). El efecto del calor del
secador por aspersion en las BAL depende del tiempo que las particulas permanecen
en la cAmara de secado segun el tamafio y las condiciones de funcionamiento del

equipo.

e Paso lll: Las particulas son impulsadas por el aire de salida hacia el ciclon o el

lecho fluido

En el tercer paso como se puede ver en la imagen 4, Paso lll, las particulas que se
han formado son sopladas por un flujo de aire que tiene una temperatura mas alta
gue la del aire de salida lo que aumenta el riesgo de dafio térmico. La temperatura
ideal del aire de salida para las BAL varia de un secador por aspersion a otro. Se han
informado temperaturas optimas del aire de salida a 65°C y 89°C para Lactococcus
lactis (Ghandi et al, 2012; Martins et al., 2019).
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En un sistema de secado por aspersion de dos etapas, las particulas se secan a
temperaturas de aire mas bajas y luego se enfrian (area de enfriamiento) para reducir
el riesgo de dafio térmico. El proceso de dos etapas lleva mas tiempo, pero parece
ser mas adecuado para la produccion de células deshidratadas. Aunque este proceso

se discutira mas adelante.

Parametros criticos del secado por aspersion

El secado por aspersion presenta una serie de desafios. Como ya hemos revisado el
proceso depende de las condiciones del secado, pero también de otros factores como
la tolerancia intrinseca de las cepas y la adicion de agentes encapsulantes y
protectores apropiados, estos parametros se revisaran con mas detalle a

continuacion.

Condiciones de secado

La historia temperatura/tiempo de las particulas se puede dividir en dos periodos.
Como ya mencionamos anteriormente, en un inicio las gotas no se sobrecalientan,
aunqgue el proceso requiere altas temperaturas del aire de entrada, se conoce como
periodo de tasa de secado constante en donde la temperatura del producto y la
inactivacion por calor se limitan a la temperatura de bulbo himedo. Posteriormente
se inicia el periodo de velocidad decreciente, la superficie de las particulas se secay
la temperatura del producto aumenta segun la configuracion del secador. Durante
esta etapa, el grado de inactivacion térmica depende de los parametros de secado,
como la temperatura de salida, el tiempo de residencia y la velocidad de alimentacion.
El periodo de velocidad decreciente es importante para la inactivacion por calor y, por
lo tanto, el tiempo de residencia optimo es el tiempo para la eliminacion completa de
la humedad con un aumento minimo en la temperatura de los productos secos

(Santivarangkna et al., 2008).

Tolerancia intrinseca de las cepas

La supervivencia de distintas especies de un género determinado o incluso de
distintas cepas de una especie determinada difiere bajo las mismas condiciones de
secado o almacenamiento (Lian et al, 2002). Por ejemplo, en comparacion con

Lactobacillus, Lactococcus y Bifidobacteria, Propionibacterium suele mostrar una
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mayor tolerancia debido a sus mayores capacidades de adaptaciéon ambiental, ya sea
a través de su metabolismo o de una respuesta de tolerancia multiple (Huang et al.,
2016, Leverrier et al., 2004). Otro caso es el del género Streptococcus que suele ser
mas resistente que Lactobacillus al secado. La temperatura umbral a la que se causa
dafio a las células microbianas suele estar dentro del rango del limite superior de
temperatura de crecimiento de las especies microbianas. Por lo tanto, la resistencia
al secado de S. thermophilus probablemente esté relacionada con su mayor tolerancia

al calor (termotolerancia).

Aunque la especie puede reflejar generalmente la aparente resistencia de diferentes
bacterias, el éxito del método parece depender sobre todo de la cepa. Es probable
que dicha variabilidad esté relacionada con el entorno de la fuente original, la
presencia de genes especificos, las interacciones con la matriz extracelular o la
capacidad de acumulacion de polifosfato intracelular y produccion de
exopolisacéridos, etc. Dado que la susceptibilidad tanto al proceso como al entorno
depende de la cepa, las condiciones de secado deben adaptarse teniendo en cuenta

lo dltimo y no transponerse directamente de una cepa a otra (Huang et al., 2017).

Agentes encapsulantes y protectores

Como ya hemos mencionado, las células encapsuladas sobreviven mas que las
células libres. Es por eso que la eleccion de agentes encapsulantes y protectores
adecuados es crucial durante todo el proceso y almacenamiento posterior. Las
soluciones de leche descremada en polvo, maltodextrina, almidon soluble, goma
arabiga, suero de leche y grenetina se han utilizado como los agentes encapsulantes
mas comunes, sobre todo la leche descremada es el medio de secado mas utilizado
en las BAL (Freixo et al., 2011; Lian et al, 2002).

Al igual que en los métodos de conservacion convencionales, la adicion de agentes
protectores es muy comun para proteger los cultivos iniciadores durante el secado y
el almacenamiento. Los agentes protectores pueden ser componentes simples o
complejos. Se han investigado diferentes azucares (e.g., glucosa, fructosa, lactosa,
manosa, sacarosa, sorbitol, adonitol, trehalosa) y compuestos como, el glutamato
monosodico y oligosacaridos por sus propiedades protectoras sobre las células
bacterianas durante el secado (Peighambardoust et al., 2011). Se han usado solos o

mezclados con otros agentes, debido a su probable efecto sinérgico al utilizarse en
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mezcla y aumentar la supervivencia de las cepas. Ademas, se sigue explorando la
posibilidad de utilizar nuevos agentes, recientemente se ha explorado el uso de
ingredientes alimentarios como el jugo de frutas, mucilago y proteinas solubles de
semilla de chia y linaza, etc. (Barbosa y Teixeira, 2016; Bustamante et al., 2015;

Bustamante et al., 2017), de estos nuevos agentes se profundizara mas adelante.

La trehalosa es el agente protector mas estudiado, debido a su efecto protector en
ambientes anhidros; de acuerdo con Chavez y Ledeboer (2007), la razon de su efecto
protector es que los azucares pueden reemplazar las moléculas de agua y preservar
las estructuras de la membrana, ademas de que también retardan la
desnaturalizacién de las proteinas (preservan la estructura celular) al formar enlaces
de hidrégeno con las proteinas. Se propusieron dos hipotesis, denominadas
reemplazo de agua y vitrificacion, para explicar el mecanismo de estabilizacion de la
membrana por parte de los azucares. La hipoétesis de la vitrificacion se basa en la
formacion de vidrio en estado seco por azlcares. De acuerdo con la hipétesis de
reemplazo de agua, se requieren interacciones especificas y particulares entre los
fosfolipidos y los azlcares para el efecto protector. Las interacciones ocurren a través
del enlace de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de los azucares y el grupo fosfato
en la superficie de la bicapa. Por otro lado, las proteinas de la leche pueden prevenir
el dafio celular al estabilizar los constituyentes membranales. Ademas, pueden formar
una capa protectora en la pared celular bacteriana al interactuar con el calcio de la
leche, mientras que la lactosa puede desempenfiar un papel similar al de la trehalosa
(Huang et al., 2017).

En la tabla 8 se muestran algunas de las cepas con buenos porcentajes de
supervivencia tras el secado por aspersion. A pesar de las ventajas de este método,
los procesos de crecimiento y secado aun necesitan adaptarse y optimizarse para

cada cepa, y mejorar el medio de secado y la adicion de agentes protectores.
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Tabla 8. Revisién de los factores clave que determinan la supervivencia de las BAL y otras bacterias
después del secado por aspersion.

Bacteria Condiciones de secado Contenido Supervivencia
Medio de cultivo de (%)
Medio de secado humedad
Ten  Tsa a0
S. thermophilus MK- Leche condensada Medio de cultivo NR 60 10 69.5
10 descremada (18% fermentado (18 % p/p)
p/p)
B. longum ATCC Caldo MRS con Grenetina (10%) 100 50 10 54.3
15708 cisteina al 0.05 %
B. longum B6 7.8 63.7
B. animalis ssp. lactis Leche descremada 170 85-90 3.2 79
BB12 (20% piv)
Lb. rhamnosus GG Caldo MRS Trehalosa (20% p/p) + NR 65-70 3.8 80.8
suplementado con Glutamato
Lb. rhamnosus E800 trehalosa (1.25 % p/v)  monosadico 4.1 89.3
P. acidipropionici Permeado de suero Suero dulce (~50% 130 60 ~3 100
acido (10 % p/v) con p/p)
maceracion de maiz
(2,5 % plv) y extracto
de levadura (1 % p/v)
Lb. acidophilus La-5 Caldo MRS Leche descremada 180 85-95 4.3 77.7
(30%)
Lb. casei 431 Aislado de proteina 180 80 3.19 56.2
de suero, aceite de
atin y goma arabiga
(mezcla 3:2:1, ~10 %
p/p)
P. freudenreichii ITG Suero dulce (30% p/p) Medio de cultivo 180 73 6 70
P20 con peptona casei fermentado
(0.5% p/p)
Lactiplantibacillus Caldo MRS Aislado de proteina 110 68-70 5.6 69
plantarum A17 de suero
Lactiplantibacillus Caldo MRS Maltodextrina, 110 75-80 aw~0.24 98

plantarum ATCC 8014

mucilago de semilla
de chiay proteina
soluble de semilla de
chia (mezcla
7,5:0,6:7,5, ~15 %
pv)

Lb: Lactobacillus, Lc: Lactococcus, S: Streptococcus, B: Bifidobacterium, P:

Tsa: Temperatura de entrada y salida, respectivamente.

Propionibacterium, NR: No Reportado, TEN y

Adaptado de Huang et al (2017)
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Encapsulacién de microorganismos probidéticos

Como ya hemos revisado, algunas de las BAL ademas de sus usos como cultivos
iniciadores y otros usos potenciales en la industria, se han catalogado como
probidticos, es decir, microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Por lo que
se han venido adicionando cada vez mas en productos alimentarios. Sin embargo, el
mayor problema se presenta durante el proceso y almacenaje e incluso en etapas
posteriores a su consumo, esto es, las condiciones gastrointestinales (e.g.: aumento
de la temperatura, cambios de pH y aumento de la cantidad de oxigeno, etc.) al
momento de ser ingeridos, ya que se reduce la viabilidad. La encapsulacion de
microorganismos probidticos se ha estudiado con el fin de proteger y mejorar la

viabilidad de dichos microorganismos (Krasaekoop et al., 2003).

El secado por aspersion es uno de los métodos mas comunes para la
microencapsulacion de probidticos. Esta técnica permite que los microorganismos
gueden atrapados dentro del material de encapsulacion, lo que lleva a la formacion
de capsulas. Diferentes estudios han reportado la efectividad de esta técnica en la
microencapsulacién de probiéticos, incluyendo sobre todo a las BAL (Russo et al.,
2022). Como vimos anteriormente en la mayoria de los casos es necesaria la adicion
de agentes protectores, entre los agentes protectores mas relevantes que se han
utilizado recientemente, se encuentran los prebioticos, estos son ingredientes
alimentarios no digeribles que afectan beneficiosamente al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un numero limitado de
especies bacterianas que ya residen en el colon y asi intentar mejorar la salud del
huésped. Los prebidticos son a menudo carbohidratos de cadena corta y bajo peso
molecular que pueden penetrar facilmente a través del intestino grueso,
especificamente el colon y pueden actuar como sustratos para la poblacion bacteriana
enddgena del colon. Generalmente, se obtienen a partir de polisacaridos vegetales,
por ejemplo, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS),
isomaltooligosacaridos (IMO), xilooligosacaridos (XOS), asi como los polisacaridos de

la pared celular provenientes de diferentes partes de plantas (Ashwini et al., 2019).

Por lo anterior, se busca afadir prebibticos para mejorar la capacidad y la

sostenibilidad de los probiéticos. Fritzen-Freire et al. (2012) evaluaron la viabilidad y
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las propiedades fisicas de encapsulados de Bifidobacterium BB-12 obtenidos
mediante secado por aspersion con reemplazo parcial de leche descremada
reconstituida (LDR), como agente encapsulante prebidtico, agregaron: inulina,
oligofructosa e inulina enriquecida con oligofructosa. Los recuentos de células viables
de las microcépsulas se determinaron durante el almacenamiento durante 180 dias a
4°Cya-18°C. Todas las cdpsulas producidas en este estudio mostraron una alta tasa
de supervivencia durante el almacenamiento en ambas temperaturas. La sustitucion
parcial de LDR por inulina y la sustitucién parcial de LDR por inulina enriquecida con
oligofructosa aumentaron el recuento inicial de bifidobacterias en las microcéapsulas.
Por otro lado, las microcdpsulas producidas con inulina enriquecida con oligofructosa
y las producidas con oligofructosa mostraron una mejor proteccion para las
bifidobacterias durante el almacenamiento. Por otro lado, Russo et al. (2022)
evaluaron la supervivencia y el mantenimiento de la actividad de feruloil esterasa (FE)
durante el almacenamiento a 4°C y en condiciones Gl simuladas de capsulas de
cepas de Lactobacillus (Lb.) productoras de FE obtenidas mediante secado por
aspersion. Las FEs son enzimas hidroliticas que liberan acido ferulico (AF) de sus
formas esterificadas presentes de forma natural en vegetales, frutas y cereales, asi
como de sustratos sintéticos. EI AF es un compuesto fendlico con demostradas
actividades antioxidantes, hipoglucemiantes e hipolipemiantes. Se ha demostrado
gue las BAL con actividad FE aumentan la biodisponibilidad de AF en el intestino y
mejoran los estados oxidativo y metabdlico en ratones por lo que el uso de probiéticos
con actividad FE se ha propuesto como una alternativa para mejorar la salud en
individuos con enfermedades metabdlicas. En dicho estudio, se encontr6 que las
capsulas de Lb. fermentum CRL1446 y Lb. johnsonii CRL1231 obtenidas mediante
secado por aspersion utilizando una mezcla de alginato, inulina y maltodextrina como
material de recubrimiento se pueden almacenar en condiciones de refrigeracion hasta
por 12 meses, manteniendo la viabilidad en niveles adecuados, y conservando la
actividad de la FE. Ademas, estas mismas demostraron ser capaces de resistir
condiciones simuladas del tracto Gl, retener su actividad FE y conservar su potencial
probidtico. Sin embargo, aun se necesita mas investigacion para determinar si se
mantienen viables en condiciones in vivo, el efecto de su administracién a corto y
largo plazo y optimizar las concentraciones de los agentes protectores y

encapsulantes utilizados. En la tabla 9 se muestran algunos probioticos encapsulados
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mediante secado por aspersion utilizando diferentes agentes encapsulantes y

protectores y/o prebidticos.

Tabla 9. Probiéticos encapsulados mediante secado por aspersion

Producto  Probiético Agente Condiciones Observaciones
encapsulante y/o
protector
Jugode Lactiplantibacillus plantarum 299vy Lactosa, glucosa Te: Se encontré que el polvo de jugo
naranja Pediococcus acidilactici HA-6111-2 vy fructosa (para 25 mL/min de naranja con caracteristicas
el crecimiento de probiéticas tiene una vida Util de
cultivos) TeN: 150°C 12 meses.
Tsa: 70°C
NA Lactobacillus casei, Leche TeN: 175°C El tratamiento térmico antes del
Lactiplantibacillus plantarum, descremada, secado podria mejorar la
Lactobacillus paracasei y almidén y Tsa: 85°C resistencia a la digestion
Lactobacillus acidophilus aislado de gastrointestinal, asi como la
proteina de viabilidad durante el
suero almacenamiento. La funcionalidad
celular podria mejorarse mediante
el secado por pulverizacion, pero
depende de la tension.
NA Lactobacillus rhamnosus Almidon de arroz Ter: 14g/min Se logré una mayor viabilidad en el
nativo e inulina almidén de arroz nativo (65 %—74
TEN: 135°C %) en comparacion con la inulina
Tsa: 155°c (43 %54 %).
NA Bifidobacterium BB-12 Suero dulce y TEN: 150°C La estabilidad de las microcapsulas
prebidticos ) se mejoré mediante el uso de
(inulina y TsSAI50°C  prebicticos.
polidextrosa)
Leche Lactobacillus acidophilus LA-5, TeN: 195°C El recuento viable disminuy6
de cabra Bifidobacterium animalis subsp. después del secado por aspersion,
lactis BB-12 y Propionibacterium Tsa: 85°C pero retuvo niveles de viabilidad

jensenii 702 satisfactorios y durante el

almacenamiento.

Ten y Tsa: Temperatura de entrada y salida respectivamente, TFi tasa de flujo, NA: no aplica.

Adaptado de Sehrawat et al (2022)

Secado en lecho fluidizado

Un lecho fluidizado es un lecho de particulas sélidas con una corriente de aire o gas
gue sopla hacia arriba a través de las particulas a una velocidad lo suficientemente
alta como para ponerlas en movimiento. A medida que el aire viaja a traves del lecho
de particulas, imparte un comportamiento fluido al lecho y proporciona una mezcla
rapida de sélidos. Las particulas se suspenden libremente en la corriente de aire y se
deshidratan simultdneamente mediante un rapido intercambio de calor y masa con el
aire. Los costos del secado en lecho fluidizado son comparables o ligeramente

inferiores a los del secado por aspersion, y el proceso también es viable para la
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produccion continua a gran escala. El tiempo de secado en lecho fluidizado (de 1 min
a 2 h) es mas prolongado que el del secado por aspersion, pero la inactivacion por
calor se puede minimizar y controlar mas facilmente utilizando temperaturas del aire
relativamente bajas. Sin embargo, el uso de secadores de lecho fluidizado para
muchos tipos de alimentos esté limitado debido al tamafio irregular de las particulas
y la naturaleza pegajosa de los materiales granulados, lo que puede generar un lecho
no homogéneo, particulas aglomeradas y una velocidad de secado reducida. El
secado en lecho fluidizado de microorganismos se ha estudiado en levaduras y el
proceso se emplea con éxito en la produccion de levadura comercial, pero se han

realizado unos pocos estudios en cultivos de BAL (Santivarangkna et al., 2007).

Cuando se utiliza un secador de lecho fluido, los probidticos deben mezclarse con
portadores o moléculas de matriz a las que puedan adherirse. Estudios recientes
mostraron el uso de particulas de caseina, maltodextrina, celulosa, lactosa o NaCl
como particulas transportadoras apropiadas. Como los materiales de soporte se
agregan junto con las células, deben adaptarse a los alimentos a fermentar; e.g.,
alginato o leche descremada para leche fermentada, maltodextrina para embutidos
fermentados y almidon o harina para pan de masa madre. Por lo general, el material
de soporte se lleva primero al secador de lecho fluido y luego la suspensién se rocia
sobre los soportes fluidizados usando una boquilla. Alternativamente, el sedimento
bacteriano también se puede obtener primero mediante liofilizacion o secado por
aspersion, después de lo cual las particulas se pueden encapsular con una cubierta
protectora utilizando un secador de lecho fluido para mejorar la supervivencia. Esta
capsula protectora puede consistir en grasas, proteinas, carbohidratos u otro material
de recubrimiento para mejorar la estabilidad y/o viabilidad durante el almacenamiento
a largo plazo. Puede verse como una capa adicional alrededor de los probiéticos que
los protege contra las influencias perjudiciales de la conservacion a largo plazo
(Broeckx et al., 2016). Al igual que con otras técnicas de secado, la viabilidad se
mejora mediante la adicion de protectores, el control de los parametros del proceso y

la induccién de respuestas de estrés antes del secado.

Secado al vacio

El secado al vacio es bien conocido como un proceso adecuado para materiales

sensibles al calor. Dado que el secado opera al vacio, se puede eliminar la humedad
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de los materiales a baja temperatura. Ademas, las reacciones de oxidacién durante
el secado pueden minimizarse para las bacterias del acido lactico sensibles al
oxigeno. El secador de vacio basico consta de una camara que contiene estantes
calientes. Las bandejas que contienen los materiales hUumedos se colocan en los
estantes y el agua se extrae en una bomba de vacio y se condensa en un
condensador. Los estudios sobre el uso de este proceso en cultivos de BAL son raros.
Otro inconveniente es su tiempo de secado relativamente largo en comparacion con
el secado por aspersion o lecho fluidizado (que oscila entre 20 y mas de 100 h). Sin
embargo, estas desventajas posiblemente se pueden superar mediante el uso de un
secador de vacio continuo. Los productos secos casi no se ven afectados por la
oxidacion y son faciles de dispersar. Los secadores continuos al vacio ya estan
disponibles a escala industrial para la fabricacién de aditivos alimentarios, enzimas y

productos farmacéuticos (Peighambardoust et al., 2011).

Las principales estrategias para proteger los probioticos contra el secado al vacio
incluyen la adicion de agentes protectores o la alteraciébn de los parametros del
proceso. Hasta donde sabemos, aun no se han publicado estudios sobre el
pretratamiento de células con un estrés subletal antes del secado al vacio. Sin
embargo, dado que el secado al vacio es similar al secado por congelacion, es posible
gue el pretratamiento de los probiodticos antes del proceso de secado pueda mejorar
su viabilidad (Broeckx et al., 2016).

En la tabla 10 se muestran de manera resumida el efecto de diferentes tipos de
agentes protectores y encapsulantes en el secado por lecho fluido y al vacio de las
BAL, como se puede ver aun se necesita optimizar los procesos para ser

consideradas una alternativa viable a los métodos de conservacién convencionales.
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Tabla 10. Efectos de diferentes agentes protectores y encapsulantes en las BAL durante el secado a
diferentes condiciones.

Método

de

secado

Lecho
fluido

vacio

Cepas

L. acidophilus

L.casei L.casei
ssp. pseudocase
i L.delbrueckii
ssp. bulgaricus

L. helveticus

L. plantarum

L. helveticus

L. oenos

L. plantarum

L. acidophilus

L. acidophilus

Agentes
protectores o
vehiculos

LDP

0.5 Mribitol,
betaina, glic
erol;

10% LDP

0.5 M adonit
ol, betaina,
glicerol;

10% LDP

almidén
soluble

sacarosa,
maltosa, lact
osa,
trehalosa, gl
ucosa, fructo
sa, sorbitol

glicerol; solu
cion de
sacarosa, N
H4ClI

and acido
ascorbico;
CaCO3

trehalosa (2
0%),
trehalosa (2
0%) y borato
0.1,

0.3 mol/mol t
rehalosa

Condiciones
de secado
lecho: 45-5
0°C

tiempo: 45
min

lecho: 5°C
tiempo: 3h
lecho: 5°C
tiempo: 6h
lecho: 30,4
0°C

tiempo: 25-
75 min
lecho: 30°C
tiempo: 10—
240 min
temp de
secado: 40—
45°C

vacio: -
tiempo: -
temp de
secado: —2-
(=3)°C
vacio: -
tiempo: -
temp de
secado: -
vacio: 0.1 m
bar

tiempo: 4d

Viabilidad Contenido
(%) de
humedad
(%)
23.5 ay=0.25
(85-100)b 25.4d
(30-85)b 25.4
(50-95)b 25.4
(25-95)b 25.4
(60-90)b 25.4
3.7-70.7 (11.5-2
4.2)d
(1-10) b 9.2-27.6

(0.45-0.76)c  9.1d

15.4-30.4 5
50.0-74.6

15.9-35.7 -

Comentarios

-las  células se
inmovilizaron en
perlas de gel de
alginato antes de
suspenderlas en los
protectores -HR aire:
55 %

-las  células se
inmovilizaron en
perlas de gel de
alginato antes de
suspenderlas en los
protectores -HR aire:
55 %

Viabilidades despué
s del secado reducid
as
aproximadamente 1
-2 ciclos log

Almidén nativo de
papa como agente
encapsulante

-control =LPD -
CaCO;fue

agregado al medio d
e crecimiento
(sinLPD)

viabilidades sin
agente  protector=
18.9%, control
industrial = 4.6%

Lecho = temperatura de secado del lecho fluidizado; - = no mencionado. b Valores aproximados estimados a partir de los
datos en cifras. c Proporcion de la actividad de fermentacion después del secado a la actividad antes del secado. d El
porcentaje de contenido de humedad en base himeda se obtuvo a partir del contenido de humedad en base seca. LDP:
Leche descremada en polvo.

Adaptado de Santivarangkna et al. (2007)
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7.Colecciones microbianas

Las colecciones de cultivos microbianos, colecciones microbianas (CM), o también
conocidos como centros de recursos biolégicos (CRB) son entidades cuyo objetivo es
el obtener, preservar, clasificar, estudiar y documentar de manera completa y
accesible, un acervo de cultivos de microorganismos auténticamente puros, estables
y bien clasificados de interés especifico, los cuales generan toda una serie de
informacion especializada, de relevancia en diferentes ambitos como la salud,
agricultura, biotecnologia, investigacion y docencia (UAM-Cuajimalpa, CINVESTAV-
IPN, 2023). Por lo anterior, se han establecido requisitos especificos para mantener
y garantizar la calidad y difusion de todos estos servicios, dichos requisitos pueden
dividirse en cuatro categorias. La primera categoria es la caracterizacion y la
autenticacion del cultivo microbiano (a), que tiene el propadsito de la identificacion de
la cepa, asi como su preservacion. Esto deberia garantizar cultivos libres de
contaminacion, la supervivencia de al menos el 70% de las células y el mantenimiento
estable de los microorganismos conservados. La segunda categoria es el
establecimiento de protocolos (b), que se centra en la estandarizacion de los
protocolos para la operacién de colecciones de cultivo, desde la preservacion de
diferentes tipos de microorganismos hasta el mantenimiento de equipos
especializados. Ademas, es necesario tener personal capacitado en tecnologias de
vanguardia para la preservacion, crecimiento e identificacion microbiana. La tercera
categoria es la difusion (c), que se centra en todos los aspectos relacionados con el
logro de un mayor alcance y accesibilidad de la informacion generada (documentacion
y catalogos) al publico en general. La ultima categoria son las politicas y estandares
(d), que busca el cumplimiento de las leyes, regulaciones y politicas nacionales e
internacionales sobre la seguridad, el envio, el intercambio de microorganismos y

otros asuntos (Diaz-Rodriguez et al., 2021).

En la actualidad, la Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (FMCC) es la
principal organizacién que coordina las actividades de las CM a nivel mundial. Su
objetivo es promover y apoyar el establecimiento y seguimiento de las CM,
proporcionando una red de informacion entre las colecciones afiliadas y los usuarios.
La FMCC apoya al Centro Mundial de Datos de Microorganismos (CMDM) para la

compilacién de datos de recoleccion de cultivos, gestidn, servicios proporcionados e
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investigaciones mas recientes con una base de datos internacional en linea. Estas
CM brindan diferentes servicios, tales como: consultoria, distribucién de cepas,
identificacion de cepas, depositos de patentes, servicio de almacenamiento y
capacitacion. La FMCC recomienda que toda coleccion de cultivos se registre en la
base de datos antes de prestar servicios publicos. La FMCC asigna un nimero de
identificacion Unico a cada coleccion. Ademas del numero FMCC, se incluye
informacion sobre el acrénimo de la coleccién de cultivos, que normalmente es la
abreviatura del nombre de la coleccién microbiana, por ejemplo, “ATCC” para la
‘American Type Culture Collection” y “JCM” para “Japan Collection of
Microorganisms”. La FMCC asegura que el acrénimo sea Unico porque el acrénimo
junto con un numero sistematico asignado a las cepas conservadas en la coleccion
de cultivos proporciona el identificador Unico para cada cepa conservada, “ATCC
6051” y “JCM 1002”, por ejemplo. Un numero de cepa unico es crucial para identificar
la cepa globalmente, rastrear su uso y extraer la utilizacién de la cepa a través de
varios recursos de datos (Wu et al, 2017). Asimismo, la FMCC ha elaborado un
catalogo de cepas de referencia de facil acceso, las cuales son recomendadas para
su uso en control de calidad, regulado por diferentes normas ISO (Diaz-Rodriguez et
al, 2021). Actualmente, la FMCC tiene el registro de 830 colecciones en 78 regiones.
Como se puede ver en la tabla 11, América es la tercera region con mas cultivos
registrados por la FMCC. Por otro lado, en la tabla 12 se muestra que México ocupa
el 5° lugar en el numero de CM registrados en la regién de América. Las CM
registradas por la FMCC tienen financiamiento por parte de universidades (351),
financiamiento gubernamental (310) y semigubernamental (65), mientras que el resto
tienen financiamiento privado (60) e industrial (25). En la tabla 13 se muestran las CM
de las que se tiene registro en México. Desafortunadamente no todas ellas cuentan
con una fuente de informacién automatizada que permita conocer su progreso,

limitaciones, esfuerzos e iniciativas (Diaz-Rodriguez et al., 2021).
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Tabla 11. Numero de colecciones
registrados en FMCC por continente

Tabla 12. Nimero de colecciones
registradas en América

Asia 305 Pais Colecciones Cultivos
Europa 263 USA 37 343,835
América 209 Brasil 90 137,312
Oceania 42 Canada 20 88,741
Africa 22 Argentina 15 10,283
Datos obtenidos de WDCM (2020) México 18 9,757
Datos obtenidos de WDCM (2020)
Tabla 13. Colecciones registradas en México de acuerdo con la FMCC
Acrénimo Ndmero Coleccion Ubicacion
CDBB WDCM 500 Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares CDMX
CENACUMI WDCM 757 Centro Nacional de Cultivos Microbianos CDMX
CFQ WDCM 100 Cepario de la Facultad de Quimica CDMX
ENCB-IPN WDCM 449 Coleccion de Cultivos de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas CDMX
FLACC WDCM 584 Free-Living Amoebae Culture Collection CDMX
1IBM-UNAM WDCM 48 Industrial Culture Collection CDMX
INDRE WDCM 121 Pathogen Fungi and Actinomycetes Collection CDMX
INIF WDCM 104 Coleccion de Microhongos CDMX
LIH-UNAM WDCM 817 Culture Collection of Histoplasma capsulatum Strains from the Fungal CDMX
Immunology Laboratory of the Department of Microbiology and
Parasitology, Faculty of Medicine, UNAM
MCCBGHO WDCM 971 Banco de Germoplasma de hongos micorrizicos orquideoides CDMX
CISM WDCM 95 Verticillium dahliae from cotton Coahuila
CHE-CNRCB WDCM 1034  Coleccion de Hongos Entomopatégenos del Centro Nacional de Colima
Referencia de Control Biolégico
ITD WDCM 99 Coleccion de Cepas Microbianas Durango
CBA WDCM 1047 Colecciéon de microorganismos biorracionales Guanajuato
CM-CNRG WDCM 1006 Coleccion de Microorganismos del Centro Nacional de Recursos Jalisco
Genéticos
CAIM WDCM 813 Collection of Aquatic Important Microorganisms Sinaloa
IE WDCM 782 Cepario de Hongos del Instituto de Ecologia Veracruz

Datos obtenidos de WDCM (2020)
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. Colecciones internacionales

En general, diversos grupos de microorganismos son depositados en las CM para su
conservacion ex situ. Las CM actian como depdésitos que adquieren, autentican,
conservan, catalogan, suministran cultivos viables de microorganismos estandar de
referencia y brindan servicios relacionados a los institutos de investigacion,
universidades y colegios. Ademas, las CM tienen un papel crucial que desempefar
como parte de los depdsitos de patentes, brindando servicios confidenciales para la
investigacion y las industrias. En la mayoria de los casos, los microorganismos
reportados en los articulos cientificos requieren el envio previo de cultivos a una CM
gue revalida la autenticidad del cultivo obtenido de los investigadores (Sharma et al.,
2017).

A nivel mundial, algunas de las CM adquirieron el estatus de Autoridad Depositaria
Internacional (ADI) a efectos de patente en virtud de la regla 13.2(a) de las normas
del Tratado de Budapest. Actualmente, en el mundo existen 49 centros de recoleccion
de cultivos, cuya lista y detalles estan disponibles en el sitio web de la FMCC. En
México solo la Coleccion de Microorganismos del CNRG (CM-CNRG) tiene el estatus

de ADI. Algunas de las CM mas conocidas se discutirdn mas adelante.

American Type Culture Collection (ATCC)

La coleccion americana de cultivos tipo (ATCC por sus siglas en inglés) es un CRB
independiente, privado y sin fines de lucro y una organizacion de investigacion
establecida en 1925. Actualmente ubicada en la ciudad de Manassas, Virginia. La
ATCC ha sido un innovador lider en el descubrimiento cientifico microbiano y un
recurso confiable de materiales microbiolégicos. Se encargan de adquirir, autenticar,
preservar, desarrollar y distribuir materiales biologicos, informacién, tecnologia,
propiedad intelectual y estandares para el avance y la aplicacion del conocimiento
cientifico. Como principal fuente de materiales de referencia microbianos para la
comunidad de investigacién cientifica, aplican los mas altos estandares en la
produccion de materiales de calidad, en los que se puede confiar para obtener
resultados reproducibles. Actualmente ofrecen colecciones microbianas de bacterias
y arqueas (17000), virus (2900), hongos y levaduras (53000), protozoos, algas, acidos
nucleicos, etc. (ATCC, 2022; Sharma et al, 2017; Smith, 2012).
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Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)

El Instituto Leibniz DSMZ-Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares cuenta con el CRB mas diversa del mundo. Ubicado en Braunschweig,
Alemania. Todos los materiales biolégicos aceptados en la coleccibon DSMZ estan
sujetos a un amplio control de calidad y caracterizacion fisiolégica y molecular.
Ademas, el instituto DSMZ proporciona una extensa documentacion e informacion de
diagndstico detallada sobre los materiales bioldgicos. La diversidad sin precedentes y
la gestion de calidad de sus biorrecursos convierten a DSMZ en un proveedor de
renombre internacional para la ciencia, los laboratorios de diagnostico, los centros
nacionales de referencia y los socios industriales. Los microorganismos y cultivos se
recolectan, investigan y archivan en el DSMZ. EI DSMZ fue la primera coleccion
registrada en Europa y esta certificado segun la norma de calidad ISO 9001:2015.
Cuenta con estatus de ADI. Cuenta con una coleccion de 30000 microorganismos,

bacterias y arqueas (27000), hongos y levaduras (2700), bacteriofagos (700), etc.

La investigacién transectorial del DSMZ se centra en (1) la diversidad microbiana y
los mecanismos evolutivos subyacentes (evolucion del genoma, genética de
poblaciones), (2) métodos mejorados para el acceso y la conservacion ex situ de la
biodiversidad, asi como (3) andlisis molecular de mecanismos de interacciones
biologicas (simbiosis, mecanismos de enfermedad, cancer). DSMZ mantiene
experiencia especifica y ofrece asesoramiento en las éareas: (1) taxonomia
microbiana, filogenia y descripcion de especies, (2) estandarizacion y garantia de
calidad de los recursos biolégicos, (3) bioseguridad y biocustodia, y (4) marco legal
para la explotacion de los recursos biolégicos (patentes, convencién sobre diversidad
biolégica, acceso y distribucion de beneficios) (Leibniz Institute DSMZ German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, 2023; Sharma et al, 2017;
Smith, 2012).

Commonwealth Agricultural Bureau International (CABI)

El departamento agricola de la Commonwealth Internacional (CABI por sus siglas en
inglés) es una organizacion internacional sin fines de lucro que mejora la vida de las
personas al proporcionar informacion y aplicar la experiencia cientifica para resolver

problemas en la agricultura y el medio ambiente. Ademas del intercambio de
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conocimientos y la ciencia, el CABI ayuda a abordar problemas de interés mundial,
como mejorar la seguridad alimentaria mundial y salvaguardar el medio ambiente. Lo
hacen ayudando a los agricultores a cultivar mas y a tener menos pérdidas,
combatiendo las amenazas a la agricultura y el medio ambiente de las plagas y
enfermedades, protegiendo la biodiversidad de las especies invasoras y mejorando el
acceso al conocimiento cientifico agricola y ambiental. EI CABI tiene 49 paises
miembros y sus areas de trabajo son proyectos de desarrollo e investigacion,
publicaciones cientificas y servicios microbianos. Su domicilio social se encuentra en
Egham, Inglaterra. EI CABI cuenta con una coleccion de mas de 28000 cepas de 142
naciones, es una de las colecciones de recursos genéticos mas grandes del mundo.
El CABI es miembro de la Red de Centros de Recursos Bioldgicos del Reino Unido
(UKBRCN por sus siglas en inglés), y cuenta con el estatus de ADI (CABI, 2021;
Sharma et al, 2017; Smith, 2012).

China General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC)

El Centro General de Recolecciéon de Cultivos Microbiologicos de China (CGMCC por
sus siglas en inglés) es una organizacion sin fines de lucro financiada por la Academia
de Ciencias de China. Fue fundada en 1979 como la coleccién de cultivos central en
la red cooperativa de varias colecciones en China. Ubicado en Beijing, China el
CGMCC ha comenzado tareas como la organizacion depositaria de China, designada
por la Oficina de Patentes de China desde 1985 y ADI bajo las regulaciones del
Tratado de Budapest desde 1995. El enfoque principal del CGMCC es preservar,
suministrar y mantener recursos microbianos vivos y tiene como objetivo contribuir a
las comunidades cientificas sirviendo recursos microbianos de alta calidad, utiles para
varios campos de investigacion. EIl CGMCC mantenia aproximadamente 40000 cepas
a fines de 2013, incluidas arqueas, bacterias, actinomicetos y las levaduras. La
informacion de las cepas disponibles esta abierta al publico a través de la base de
datos del catalogo en linea del CGMCC. Al mismo tiempo, se han depositado en el

CGMCC aproximadamente 8700 materiales biologicos con fines de patente.

Para mejorar y expandir la coleccion continuamente, el CGMCC esta explotando
nuevos recursos microbianos de varios entornos naturales, describiendo nuevos
taxones microbianos y aceptando microorganismos potencialmente utiles de

investigadores en los sectores académicos y de aplicacion. El CGMCC ha obtenido la
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certificaciéon 1SO 9001, ISO 14001 y GB/T 28001 para su sistema de gestion de
calidad, medio ambiente, seguridad y en la mejora de la calidad de su servicio. Todas
las cepas microbianas aceptadas en el CGMCC estan sujetas a un amplio control de
calidad (China General Microbiological Culture Collection Center, 2023; Sharma et al,
2017; Smith, 2012).

Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)

La CECT ofrece material microbiologico de referencia y sus datos asociados; provee
servicios relacionados con la conservacion, identificacion y caracterizacion de
microorganismos; ofrece formacién, consultoria y consejo en todos los aspectos
relacionados con el manejo y uso de recursos microbianos, incluyendo aspectos
legales. Realiza investigacion y desarrollo con los recursos microbianos; mantiene
altos niveles de funcionamiento siguiendo estandares y recomendaciones
internacionales. Adquirié el estatus de ADI en 1991 para fines de patentes segun el
tratado de Budapest. Se encuentra registrada en la CMDM (numero 412) y es
miembro del FMCC desde 1977. Actualmente contiene mas de 8200 cepas (2015). La
CECT dispone del certificado 1SO 900 y cumple con las Directrices de Buenas
Practicas para CRBs de la OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos); esta ubicada en las instalaciones del Parque Cientifico de la
Universidad de Valencia. La CECT participa activamente en iniciativas europeas e
internacionales trabajando junto con otros CRBs para compartir buenas practicas y
experiencia con el fin de satisfacer la demanda de las comunidades académicas e
industriales (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, 2022).

[I. Colecciones nacionales

Coleccion de Microorganismos del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG)

El Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), es un centro interdisciplinario de
investigacion del INIFAP dedicado a la conservacion de los recursos genéticos de

México.

El principal objetivo de esta coleccion es conservar la diversidad de microorganismos
provenientes de diferentes actividades en las industrias alimentaria, agricola y

pecuaria, asi como la prestacién de servicios de analisis microbiolégicos, depdsito y
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suministro de cultivos, identificacion, entre otros, a diferentes sectores. En esta
coleccion se realiza la preservacion a largo plazo de microorganismos (bacterias,
hongos, levaduras, entre otros) mediante liofilizacion y criopreservacion (-80 °C a -
196 °C), es la segunda coleccion en Latinoamérica reconocida como ADI. Cuenta con
un total de 600 cepas entre bacterias, hongos filamentosos, levaduras, microalgas
(Gobierno de México, 2021).

Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares (CDBB)

La Coleccion Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Cinvestav, es
considerada un CRB por la Comisién Nacional para Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad Conabio, y reservorio de cultivos microbianos ex situ en México y cuyo
acervo microbiano esta conformado por cepas bacterianas (729), hongos
filamentosos (731) y levaduras (509). La Coleccion es un organismo reconocido a
nivel nacional dedicado al mantenimiento, distribuciébn y depdsito de cultivos
microbianos para actividades de investigacion de diferentes instituciones educativas
nacionales, que apoyen el desarrollo de actividades cientificas, actividades en
laboratorios de servicio, centros de ensefianza e industria. En el ambito internacional,
la Coleccion es reconocida como una autoridad en mantenimiento, depésito y
conservacion de cepas microbianas puras y un medio para establecer colaboracion
con colecciones microbianas de diferentes paises. Su acronimo se debe a que
anteriormente se conocia como la Coleccion del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria (UAM-Cuajimalpa y CINVESTAV-IPN, 2016).

8.Discusion de resultados

Los microorganismos desempefian un papel fundamental, de manera indirecta o
directa, en la produccion de alimentos. Las BAL son microorganismos indispensables
para la produccion de alimentos fermentados y que requieran algun tipo de tratamiento
enzimatico (Mahony et al., 2019), aunque estan presentes en una variedad de
alimentos, la mayoria de investigaciones que se han realizado son sobre sus
aplicaciones o el papel que desempefian en la produccion, conservacion y
descomposicion de leche, productos lacteos, carne y productos carnicos y algunos

alimentos vegetales como la masa madre, los estudios mas recientes se centran en
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el papel que desempefian en la microbiota intestinal en humanos y animales ya que
algunas cepas han demostrado ser probioticos o al menos excelentes candidatos; por
otro lado se estan explorando nuevas aplicaciones biotecnologicas debido a sus
caracteristicas metabolicas de sintesis y degradaciéon, como por ejemplo; la
produccién de bacteriocinas, vitaminas, exopolisacéaridos, etc.; y su capacidad para
degradar compuestos saborizantes indeseables, proteinas y polisacéridos (Wang et
al., 2021).

La conservacion microbiana en sus inicios buscaba mantener la fisiologia y morfologia
celular, actualmente también busca mantener el material genético de las células
(Sharma et al., 2018). Las BAL a diferencia de otros microorganismos no producen
estructuras resistentes (esporas) por lo que para su conservacion se busca reducir su
actividad metabdlica al minimo. Los métodos mas efectivos para dicho fin son la
crioconservacion y la liofilizacion (Santivarangkna et al., 2007). En la crioconservacion
los microorganismos se mantienen a temperaturas de congelacion o menores,
mientras que en la liofilizacion las células se congelan y el hielo formado después de
congelar se remueve por sublimacién. Aunque se conozcan los protocolos y
pardmetros criticos en ambos procesos; el uso de agentes protectores y
encapsulantes, los mecanismos del dafio por congelacion, secado, almacenamiento,
descongelacion, condiciones de crecimiento y la tolerancia intrinseca de cada cepa
siguen siendo objeto de estudio y por tanto areas de oportunidad para optimizar los

procesos ya existentes o bien para la creacion de nuevos protocolos (Smith, 2012).

La crioconservacion y la liofilizacion como ya hemos visto, son los métodos mas
estudiados y utilizados a nivel industrial y para fines de investigacion. Sin embargo, la
crioconservacion tiene la desventaja de requerir temperaturas de transporte o
almacenamiento muy bajas, como -20 a -40°C. Ademas del riesgo de descongelacion,
los elevados costes de transporte pueden limitar la distribucion en zonas o paises
distantes. Por ello, la liofilizacion es mas cémoda y sencilla, ya que no requiere
condiciones de congelacion durante la distribucion. Sin embargo, es un proceso mas
largo y caro que otros procesos de secado (Santivarangkna et al., 2007). Por lo que
se ha buscado desarrollar métodos que produzcan resultados cuando menos
similares a los métodos mencionados anteriormente en términos de viabilidad y

estabilidad, pero sin las desventajas de estos.
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Durante el secado, las células estan expuestos a diversos factores de estrés, como la
deshidratacion excesivay el estrés térmico, mecanico, osmaético y oxidativo. El secado
por aspersion, parece ser la alternativa mas viable, ya que ademas de ser el método
alternativo mas estudiado presenta una serie de ventajas: se trata de un proceso
rapido y continuo que resulta rentable y relativamente facil de ampliar. Pero lo mas
importante es que las caracteristicas de las particulas pueden controlarse facilmente,
lo que permite fabricar un polvo con las propiedades deseadas, como el contenido de
humedad, las propiedades de flujo, la forma y la distribucion de tamafos. Sin
embargo, el estrés térmico y la deshidratacion se consideran las principales causas
de la pérdida de viabilidad durante el secado, las altas temperaturas pueden
desnaturalizar las proteinas y desestabilizar las membranas, lo que a su vez conduce
a la muerte celular. Al mismo tiempo, las temperaturas mas elevadas provocan una
disminucién del aw de las muestras secadas, lo que se traduce en una mayor
estabilidad de almacenamiento. Por lo tanto, a la hora de elegir los parametros de
secado por aspersion, es importante determinar una temperatura 6ptima que sea lo
suficientemente alta para que las muestras secadas tengan un valor de aw bajo y, por
otro lado, lo suficientemente baja para evitar el dafo celular, por otro lado, durante la
deshidratacion se limitan las reacciones quimicas y la actividad metabdlica. Sin
embargo, dado que el agua es esencial para la estabilizacion de diversos
componentes de la célula, su eliminacion puede provocar una pérdida de la integridad
y cambios en la estructura celular y dafios en el sistema enziméatico (Broeckx et al,
2016; Freixo et al, 2011; Moreira et al, 2021; Kieps y Dembczynski, 2022).

En cuanto al secado por lecho fluido, los costos son comparables o ligeramente
inferiores a los del secado por aspersion, el proceso es viable para la produccién
continua a gran escala y la inactivacion térmica puede minimizarse y controlarse mas
facilmente utilizando temperaturas del aire relativamente bajas. Sin embargo, el
tiempo de secado en lecho fluidizado (de 1 minuto a 2 horas) es mayor que el del
secado por aspersion, ademas, ciertos factores causan pérdidas de viabilidad,
principalmente por estrés osmoético, deshidratacién excesiva y estrés oxidativo. El
estrés osmotico aumenta la concentracién del contenido intracelular y reduce el
volumen del citoplasma. Se produce una pérdida de turgencia y muerte por lisis
celular, lo que, como consecuencia, conduce a una pérdida de viabilidad. El estrés

oxidativo esta causado por el oxigeno contenido en el aire y disuelto en la suspensién
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celular. La tolerancia de las BAL al oxigeno es variada, el estrés oxidativo esta
causado por particulas reactivas de oxigeno que interactian con proteinas, acidos
nucleicos y lipidos. Como resultado, se produce la desnaturalizacion de las proteinas
y la oxidacion de los lipidos, lo que conduce a dafios en la membrana y muerte celular;
Se cree que la amenaza de choque térmico a las temperaturas utilizadas en el secado
de microorganismos en lecho fluidizado es insignificante hasta un nivel de humedad
del material del 15% y aumenta a medida que disminuye la aw del material secado
(Broeckx et al, 2016; Kiep$s y Dembczynski, 2022; Santivarangkna et al, 2007).
Finalmente, dado que el secado al vacio se aplica para materiales termosensibles, es
un proceso MAas suave en cuanto a los efectos de las altas o bajas temperaturas sobre
las células. Ademas, la falta de oxigeno en el entorno puede reducir el estrés
oxidativo, especialmente cuando se secan bacterias sensibles a este. Sin embargo,
el estrés por deshidratacion se considera el principal factor de pérdida de viabilidad
durante este proceso, ademas de ser un proceso largo (20-100h) y que se produce
en lotes. Aunque el secado por aspersion sea un método muy estudiado, el secado
por lecho fluido y al vacio contindan siendo métodos poco estudiados ((Broeckx et al,
2016; Kieps y Dembczynski, 2022); Santivarangkna et al, 2007). Entre las formas de
mejorar los procesos mas utilizadas se encuentran: la adicion de agentes protectores
(sacaridos, leche descremada, proteinas del suero, inulina, trehalosa y oligosacaridos,
y polimeros e.g: goma arabiga), la optimizacién del tiempo y la temperatura de secado
(que generalmente son los mas parametros mas importantes que se toman en cuenta
para optimizar el proceso), la adaptacion de las células a los factores de estrés antes
del secado como la exposicion a niveles bajos de pH, choque térmico, modificacion
del medio de cultivo (como la exposicidén a cloruro sédico y glutamato monosadico,
adicion de sacéridos), y el uso de células en fase estacionaria que se cree que
sobreviven mejor que las de fase logaritmica son las principales estrategias para
mejorar la viabilidad de los métodos de conservacion alternativos, la efectividad de
cada estrategia varia con cada cepa y generalmente se aplican en conjunto, y

contintan siendo objeto de estudio y mejora (Kieps y Dembczynhski, 2022).

La conservacion y las CM surgen al mismo tiempo que la microbiologia. Las funciones
basicas de estas no han cambiado mucho a lo largo de los afios; proporcionan un
mecanismo para la conservacion ex situ de microorganismos, mantienen recursos

nacionales que sirven para la investigacion y desarrollo; son depdésitos de cepas
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sujetas a publicacién; y llevan a cabo un depdsito seguro, confidencial y patentado.
Las CM, independientemente de su tamafio, forma u objetivos institucionales,
desempeiian un papel fundamental en la microbiologia, ya que proporcionan recursos
para la investigacion, el desarrollo y la innovacion. Por lo anterior, la mejora y creacion
de nuevas colecciones es un factor determinante para el desarrollo de la microbiologia
y sus &reas relacionadas a corto y largo plazo. Las CM existentes no son suficientes
para almacenar la diversidad microbiana existente ni la que falta por descubrir. Sin
embargo, es evidente que para mejorar el aprovechamiento es necesario una
estrategia comun y compartir la carga de trabajo, los recursos y la experiencia entre
instituciones. Hay varias cuestiones por resolver; por ejemplo, es necesario cambiar
el hecho de que muy pocas de las cepas citadas en la literatura estan aseguradas
para su uso futuro (Smith, 2012), por lo que el acceso a esas nuevas propiedades,
descubrimientos y datos no se encuentra garantizado. En el caso de México, a pesar
de que se cuente con CM en diferentes locaciones estas siguen siendo relativamente
pequefias y lamentablemente la mayoria de ellas no cuentan con una base de datos
o informacion que permita conocer su progreso, limitaciones, esfuerzos e iniciativas,
ni tampoco poseen comunicacion con otras instituciones o colecciones (Gonzélez y
Jiménez, 2013). Por lo que es evidente que se necesita la cooperacion entre
diferentes organismos e instituciones, lo que facilitara la investigacion, el desarrollo y

la docencia en microbiologia y sus areas relacionadas.
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9. Conclusiones y perspectivas

e Las BAL son un grupo heterogéneo de microorganismos, descritas como
bacterias Gram (+), no esporuladas, anaerobias, con forma de bacilo o coco y
que producen &cido lactico como principal producto del metabolismo de
carbohidratos. Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus son los géneros de mayor importancia en
alimentos, nutricién y biotecnologia, debido a su papel en la produccion de
acidos orgénicos, exopolisacaridos, bacteriocinas, compuestos saborizantes y
su efecto probidtico. Se espera que los avances en biotecnologia permitan la
obtencién de cepas con nuevas aplicaciones comerciales.

e La conservacion busca mantener la fisiologia, morfologia y el material genético
celular. La crioconservacion y la liofilizacion son los métodos de conservacion
tradicionales mas estudiados y utilizados a nivel industrial y con fines de
investigacion. Sin embargo, no todas las cepas se adaptan bien a los mismos
protocolos y, por tanto, necesitan adecuarse. Esto se logra mediante la
modificacibn de parametros del proceso (velocidad y temperatura de
congelacién y descongelacion), modificacion de las condiciones de crecimiento
y la adicion de agentes protectores y/o encapsulantes.

e El secado por aspersion es el método alternativo de mayor aplicacion y con
mejores resultados, mientras que en el caso del secado por lecho fluidizado y
al vacio los estudios continlan siendo escasos. Ademas, existe mucha
variacion entre estos estudios, en cuanto a condiciones de proceso,
crecimiento, agentes protectores, etc. Por lo que es necesario estandarizar y
documentar mejor las investigaciones futuras.

e La adicibn de agentes protectores, la optimizacién de los pardmetros del
proceso, la adaptacién de las células a los factores de estrés antes del proceso,
y el uso de células en fase estacionaria son las estrategias mas utilizadas para
mejorar la viabilidad de los métodos de conservacion alternativos, la efectividad
de cada estrategia varia con cada cepa y generalmente se aplican en conjunto,
continlan siendo objeto de estudio y de mejora tanto para los métodos de

conservacion tradicionales como alternativos.
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e Las CM sin importar su origen, tamafio u objetivos son fundamentales en el
desarrollo de la microbiologia y sus areas relacionadas. A pesar de los
esfuerzos, las CM existentes contindan siendo insuficientes para conservar y
garantizar el acceso a la diversidad microbiana que se conoce y que falta por
descubrir. En el caso de la CM nacionales, estas continlan siendo
relativamente pequefas y no cuentan con una base de datos que permita
conocer su progreso, iniciativas y/o catalogo de microorganismos ni tampoco
poseen comunicacién con otras instituciones o colecciones. Por lo que es
necesario la cooperacion con otras instituciones y la creacion de bases de
datos que permitan el acceso a la informacion. Esto facilitara la investigacion,

el desarrollo y la docencia de la microbiologia y sus areas relacionadas.
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