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CAPITULO |
INTRODUCCION

El proceso de la fermentacion es uno de los conocimientos mas antiguos de la humanidad. En
México, pais de grandes contrastes, tradiciones y gran diversidad cultural y bioldgica, se
encuentran alimentos muy variados, entre ellos, los alimentos fermentados tradicionales que se
consumen hoy en dia y que complementan la dieta de forma importante (Ulloa, 1987).

Las bebidas y los alimentos indigenas fermentados han sido de gran importancia en la vida diaria
y ceremonial de numerosos grupos indigenas de México desde la época prehispénica hasta la
actual. Los alimentos o bebidas fermentadas son aquellos en que una etapa esencial de su
procesamiento se debe al crecimiento y la actividad de microorganismos (hay fermentaciones
lacticas, acéticas, alcoholicas y mixtas, entre otras) (Owens, 1993).

Los estudios microbiologicos de estas bebidas indican que contienen gran cantidad de
microorganismos benéficos como las bacterias lacticas, que son las primeras en desarrollarse y
que estan presentes durante todo el proceso. Ellas son las responsables de la acidificacion de la
masa (llega a tener un valor de pH cercano a 4), ya que producen éacido lactico, el que imparte un
sabor fresco y agradable al producto; de ellas destacan las amiloliticas (como Lactobacillus
acidophilus y L. crispatus)(Diaz, 1999). Estas bacterias convierten el almidén del nixtamal — su
principal carbohidrato- en &cidos, a diferencia de las que se encuentran en alimentos similares
hechos con maiz o productos lacteos fermentados como el yogurt que aprovechan la lactosa, que
es el azlcar de la leche.

Desde hace muchos siglos, los microorganismos probidticos han sido utilizados de forma
empirica, en la produccién de alimentos como por ejemplo diversos productos lacticos y
vegetales fermentados (Chukeatirote, 2003). Estos alimentos aportan caracteristicas
organolépticas, en base a la presencia de determinados microorganismos.

En los dltimos afios se ha mostrado un interés especifico sobre estos microorganismos debido a
que su utilizacion puede mejorar la salud y prevenir enfermedades (Felley et al., 2001; Reid,
2008).

Antiguamente los alimentos se conservaban mediante un proceso de secado o de fermentacion
natural entre otros. Los hombres aprendieron a producir la gran mayoria de alimentos
fermentados, como cerveza, vino, aceitunas, etc.

Aunque el consumo de alimentos en muchos paises, sea todavia una cuestion de supervivencia,
cada vez mas, se incrementa el nimero de consumidores que se preocupan por los aspectos
saludables de los alimentos. Como consecuencia de este hecho, se han ido introduciendo en el
mercado una amplia variedad de alimentos a los que se les atribuye efectos que les confieren un
gran atractivo comercial.



CAPITULO 1l
JUSTIFICACION

En la actualidad la mayor parte de paises tropicales donde los productos lacteos son dificiles para
almacenar, los alimentos ricos en almidon (maiz, sorgo,etc.) son la base de la dieta diaria. En el
sureste de México y Guatemala, usan el maiz como base para la dieta diaria y se prepara una
masa del maiz tradicional llamado pozol. La masa resultante se suspende en el agua y bebida
diariamente como una bebida refrescante. Una amplia variedad de microorganismos, incluso
hongos, levaduras, bacterias acido lacticas (BAL) tienen proliferacion en este tipo de masas a
base de maiz (Zea mays)(Diaz et. al,1999).

El interés de la comunidad cientifica en las bacterias acido lacticas a partir de los productos de
elaboracion artesanal, se debe al potencial uso que presentan en la industria alimentaria donde se
emplean ampliamente para realizar los procesos de fermentacion. Sin embargo la adicion de estos
microorganismos tiene diferentes propdsitos. Esto no sélo proporciona el caracteristico sabor
amargo de los productos lacteos fermentados, como el yogurt, sino que también disminuye
elpHy con ello previene el crecimiento de otros organismos nocivos. Por lo tanto, son
beneficiosas para la salud, previniendo infecciones gastrointestinales. Las cepas de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, son las bacterias probioticas mas utilizadas (Pascual, 2000).

Los cultivos de bacterias probiéticas tienen por objeto ayudar a que los organismos de la flora
intestinal se restablezcan. A veces son recomendados por los médicos, y, mas frecuentemente,
por dietistas, después de un tratamiento con antibidticos o como parte de la recuperacion
intestinal de la candidiasis (Pascual, 2000).

Por lo anterior, el presente estudio tiene el propdsito de aislar bacterias acido lacticas de las
bebidas fermentadas tipicas Chiapanecas (pozol y atole agrio), para comprobar su posible
caracterizacion como probidtico para su adicién a una bebida a base de lacto suero.


http://www.muydelgada.com/wiki/Productos_l%C3%A1cteos/
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CAPITULO 111
OBJETIVO

Aislar bacterias acido lacticas de bebidas tradicionales del estado de Chiapas, de los
municipios: Tuxtla Gutiérrez y Venustiano Carranza; para su caracterizacion como probioticos y
elaboracion de bebida a base de lactosuero.

3.1 objetivos especificos

e Identificar mediante pruebas bioguimicas: Catalasa, oxidasa y tincién de Gram para las
cepas aisladas del pozol y atole agrio.

e Determinar los parametros cinéticos de crecimiento de las cepas aisladas, utilizando leche
PRADEL ® y lactosuero.

e Confirmar las caracteristicas de bacterias probioticas de las cepas aisladas.

CAPITULO IV
CARACTERIZACION DEL AREA EN DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO
4.1 Historia UNICACH

La Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas es una institucion centenaria en el acontecer del
estado de Chiapas cuyos antecedentes se remontan al afio de 1826 cuando el primer gobernador
del Estado de Chiapas, Manuel José de Rojas, decreta la fundacion de la Universidad Nacional y
Literaria de Chiapas que en 1881 por decreto del Congreso Local primero cambia su nombre a
Instituto Cientifico y Literario de Chiapas y, posteriormente, en el mismo afio se transforma en
Instituto de Ciencias y Artes de Chiapas que en el afio de 1995 se convierte en nuestra hoy
Universidad de Ciencias y Artes del Estado de Chiapas.

La Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas en los ultimos diez afios ha estado inmersa en un
profundo proceso de transformacion cuyos rasgos caracteristicos son su ampliacion,
diversificacion y complejidad que muestran en la actualidad una universidad distinta cualitativa y
cuantitativamente a la que se tenia al final de la década de los noventa del siglo pasado.

En el afio 2000 se da un parteaguas en la breve historia de nuestra Universidad que tuvo su
detonador en la aprobacion por el H. Congreso del Estado Libre y Soberano de Chiapas de la Ley
Organica que le concede su autonomia, la cual sustento las bases para un programa ambicioso de
regionalizacion como rasgo distintivo de la nueva etapa que inauguraba la nueva Ley Organica.

A lo largo de los ultimos diez afios la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas ha tenido un
desarrollo que muestra avances y logros que se han sustentado en un solido proceso de
planeacion a través de dos ejercicios de planeacion permanentes.



El primer ejercicio de planeacion es el relativo a los procesos de discusion, aprobacion, puesta en
marcha y seguimiento de los Planes de Desarrollo Institucional, de manera especial los
correspondientes a los periodos 2002-2006 y 2006-2010, el primero que se construyo después de
la crisis que vivid nuestra institucion en la segunda mitad del afio 2001 y el segundo que termina
su vigencia en el presente afio

4.2 Mision

Formar profesionales calificados en las areas cientificas, humanisticas y técnicas, conocedores de
la diversidad cultural y ambiental de la region y del pais, comprometidos con la mejora continua
y el desarrollo sustentable. Con un enfoque educativo centrado en el aprendizaje, la universidad
desarrolla la investigacion, la extension y la difusion del conocimiento para mejorar la calidad de
vida de la sociedad chiapaneca.

4.3 Vision

La Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas esta posicionada con un fuerte reconocimiento
social en la region por la pertinencia de su oferta académica, sustentada en programas educativos
reconocidos por su buena calidad, cuerpos académicos consolidados, que cultivan lineas de
generacion y aplicacion del conocimiento, y que logran una fuerte vinculacion con el sector
social, basada en un permanente programa de mejora continua; asimismo, se reconoce por sus
procesos administrativos y de apoyo académico certificados, por la actualizacion constante de su
normatividad y por la infraestructura adecuada a sus necesidades.

4.4 Localizacion
Libramiento Norte Poniente 1150, Ciudad Universitaria, Col. Lajas Maciel,

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; el mapa de localizacion de la Institucion y del area del trabajo se
muestran en a figura 1 y 2, respectivamente.
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Figura 1. Localizacién de la universidad

4.4.1 Instalaciones y ubicacion

Edificio 7 Clinica de
nutricion, Laboratorio de
analisis clinicos y de
investigacion.

Laboratorio de
microbiologia y
bioquimica de los
alimentos

Figura 2. Localizacién de la zona de trabajo



CAPITULO V
PROBLEMAS A RESOLVER

e Aislar bacterias del atol agrio y pozol bebidas tipicas en el estado de Chiapas para ser
adicionadas en otras bebidas a base de lactosuero.

e Comprobacion de probidticos de las bacterias aisladas de las bebidas.

e Utilizar el lactosuero para la elaboracion de bebidas probioticas, que actualmente casi en
su totalidad este residuo agroindustrial es considerado como contaminante..

e Realizar la cinética microbiana de las cepas aisladas en leche para observar su
comportamiento en leche PRADEL ® y lactosuero.

CAPITULO VI
ALCANCES Y LIMITACIONES

El proyecto pretende realizar el aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL) de bebidas
fermentadas tipicas del estado de Chiapas, comparandolas con una cepa comercial Lactobacillus
casei y otra cepa para la preparacion de yogurth Streptoccocus thermophilus y Lactobacillus
bulgaris en cuanto a su crecimiento microbiano y con estos resultados obtenidos determinar con
pruebas la existencia de probidticos en este aislamiento

La mayor limitacion que se puede encontrar en la realizacion de este estudio de Bacterias
Acido Lécticas, es la insuficiente cantidad de reactivos para las diferentes pruebas que se
desarrollaran durante el lapso de 16 semanas (4 meses), esto, para obtener la mayor cantidad de
datos sobre estas cepas aisladas.

Otra limitacion de igual importancia es el hecho de que al momento de llevar a cabo las
cinéticas ce crecimiento la universidad nos dio un tiempo determinado tiempo de salida,
alrededor de las 22 horas (10 p.m.) , y por lo tanto algunos puntos del crecimiento no se llevaron
a cabo. También es importante mencionar que otro factor a considerar es que la cantidad de
materiales de laboratorio fueron insuficientes para llevar a cabo las diferentes pruebas en el
desarrollo de este proyecto, por ejemplo, en la realizacion de la prueba API 50.
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CAPITULO VII
FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Pozol

El pozol es un alimento elaborado con maiz cocido para nixtamal y después molido, en humedo
para formar una masa. Se le puede agregar cacao tostado sin cascara y también molido. La pasta
se mezcla después con agua. También puede agregarsele chile amash y sal. Es un buen
energético. Esta masa o pozol se lleva envuelta en hoja de platano en viajes cortos, para ser usada
en el almuerzo, en lugares como Tabasco y Chiapas. En algunas partes se le llama pushcagua. Se
le llama asi por extension a un alimento que se lleva envuelto (Santamaria, 1992).

En los estados del Sur, por ejemplo a Oaxaca, se encuentra que en La Chinantla se prepara pozol,
con hueso de mamey asado y molido, lo que le da un tono almendrado. Se le pone canela y
azlcar, y se envuelve en las hojas de un arbol conocido en Chiapas como pozol agrio. Pero
ademas, hay pozol hecho con cacao o con pataste, que es como se le llama a un cacao silvestre. Si
estas pastas 0 masas se fermentan, aumentan sus cualidades nutritivas, pues aunados a los valores
alimenticios propios del maiz y el cacao, el proceso de fermentacion del primero incrementa la
presencia de amino&cidos (lisina, triptéfano), asi como de vitaminas como la niacina y la
riboflavina (Santamaria, 1992).

En el mismo Chipas o en Tabasco, los campesinos suelen llevar en sus caminatas una jicara para
hacer el pozol, mezclado con agua. Asi resisten duras jornadas de trabajo al rayo del sol. El
chorote tabasquefio esta dentro de esta familia de bebidas. Se prepara en frio con maiz cocido,
granos de cacao tostado y molido. Suele endulzarse con miel o azlcar. Puede afiadirse pulpa de
coco o, como hacian los antiguos mexicanos, diversos chiles tostados y molidos (Barros, 2011).

7.2 Atole de maiz

En la época primitiva, cuando el hombre todavia era nGmada, no conocia el barro pero realizaba
la actividad de moler granos de maiz y cocinarlos. Lo realizaba de una forma complicada, pero
ingeniosa para su tiempo. Utilizaban canastas de tejido muy cerrado en las cuales depositaban
granos de maiz triturados y agua, calentaban piedras en una hoguera y cuando estaban ardiendo,
colocandolas una tras otra en la mezcla de maiz hasta que se cocinaba por completo (Escamilla &
Escamilla, 2007).

Algunas cronicas refieren que esta bebida fue un alimento del gusto de emperadores y que hasta
el mismo Moctezuma lo saboreaba endulzado con miel. Como en el caso de muchos alimentos, la
mezcla de culturas produjo una gran variedad de atoles con frutas, especias y granos (Cardona,
2007).

7.3 Descripcion

El maiz es un cultivo muy remoto de unos 7000 afios de antigliedad, de origen indio que se
cultivaba por las zonas de México y América Central. Hoy dia su cultivo estd muy difuminado
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por todo el resto de paises y en especial en toda Europa donde ocupa una posicion muy elevada.
EEUU es otro de los paises que destaca por su alta concentracion en el cultivo de maiz.

Su origen no esta muy claro pero se considera que pertenece a un cultivo de la zona de
México, pues sus hallazgos mas antiguos se encontraron alli. En la tabla , se puede observar la

composicion nutrimental del pozol blanco.

Tabla 1. Contenido nutricional del pozol

Valor nutritivo
Grasatotal | 0.32¢
Carbohidratos | 3.71 g
Proteina 0.72 g
Vitamina A 0
Calcio 24 mg
Hierro 0.3mg

(Serrano, et al. 1999)

En la mayoria de los paises tropicales donde los productos lacteos son dificiles de almacenar,
productos de alimentacién almidonados (la yuca, el maiz, el sorgo, etc.) es la base de la dieta
diaria. Para mejorar las posibilidades de almacenaje, procesos tradicionales que usan
fermentaciones espontaneas han sido desarrollados durante los siglos. En el sureste de México y
Guatemala, Indios y mestizos usan el maiz como base de la dieta diaria y se prepara una masa de
maiz tradicional fermentado Ilamado pozol y atole. Las mazorcas de maiz blanco son
descascaradas, y los granos son cocinados en la presencia de cal y lavados para quitar los
pericarpios (Escamilla & Escamilla, 2007).

Los granos son entonces toscamente molidos y posteriormente formada en pelotas, se envuelve
en hojas de platano, para permitir su fermentacion a temperatura ambiente durante 2 a 7 0 mas
dias. Después de la fermentacion la masa es suspendida en el agua y bebida diariamente como
una bebida refrescante. Una amplia variedad de microorganismos, incluyendo hongos, levaduras,
las bacterias acido lacticas (BAL), y no BAL, han sido aisladas de esta fermentacion espontanea.
Para demostrar el papel de estos organismos (en particular BAL) en la produccion de pozol y
atole, es esencial cuantificar los grupos de predominacion de organismos e investigar la dinamica
de la comunidad total (Nabil & Ampe, 2000).

7.4 El suero lacteo

El suero es la fase acuosa de la leche, obtenida por medio de acidificacion, aplicacién de calor o
coagulacién enzimatica. Su apariencia es opaca y de coloracion verde-amarilla (Badui, 1977).
Representa el 80-90% del volumen total de la leche que entra en el procesamiento del queso, y
contiene alrededor del 50% de los nutrientes de la leche origninal (Industria Alimenticia,1992).
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7.4.1 Tipos de suero

La produccion mundial de queso se ha incrementado en los ultimos afios, y con ello la del suero.
Por ello es importante clasificar el mismo para un mejor aprovechamiento.

Dependiendo del origen del suero de la leche, el tipo de queso, y las variaciones del proceso, el

tipo de suero sera diferente. Una de las clasificaciones esta en funcién de su acidez (Tabla 2):

Tabla 2. Tipos de suero

Tipo de suero Acidez titulable pH
Suero dulce 0.10 - 0.20% 5.8-6.6
Suero medianamente | 0.20 — 0.40% 5.0-5.8
acido

Suero acido 0.40-0.60% 4.0-5.0

(Wisconsin Center for Dairy. 2002)

Los suero acidos y dulces pueden ser condensados, secados, fermentados, deslactosados,
desmineralizados y desproteinados. Utilizando tecnologias como la ultrafiltracion, osmosis

inversa, intercambio de iones y electrodialisis. Ademas, la preparacion de formulaciones para
nifios recién nacidos, ha sido un negocio rentable a nivel mundial (Wisconsin Center for Dairy

Research,2002).

7.4.2 Composicion y naturaleza del suero

La composicion, tanto del suero y como de sus subproductos, es dependiente de las condiciones

de las condiciones de produccién de queso. En la tabla 3, se puede observar una composicion

generalizada de estos productos

Tabla 3. Componentes de los tipos de suero

Componente | Suero Suero Suero acido | Suero Suero
dulce acido concentrado | dulce en|éacido en
fluido fluido polvo polvo

Sélidos 6.35% 6.5 60 86.5 86

totales

Humedad |86.95 86.61 335 3.5 4

Grasa 0.5 0.04 0.6 0.8 0.6

Proteina 0.8 0.75 7.6 10.1 10.5

total

Lactosa 4.85 4.9 20 6 6.4

Cenizas 0.5 0.8 8.2 6.3 9.8

Acido 0.05 0.4 0.1 0.2 4.2

lactico

(Wisconsin Center for Dairy. 2002)
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7.4.3 Carbohidratos en el suero lacteo

La lactosa es el componente mayoritario de la materia seca de la leche. Otros azUcares también
estan presentes, pero en cantidades vestigiales. Se rata generalmente de polidsidos, que contiene
fucosa y glucidos nitrogenados. El contenido de lactosa en el suero, es de 4.5 — 5% m/v. En el
proceso de fabricacion de los quesos, un 95% de la lactosa se pierde en el lactosuero (Furtado,
1999).

La hidrolisis enzimatica también es posible. Algunas levaduras y numerosas bacterias poseen una
lactasa que pueden provocarla. La evolucion mas frecuente, y a la vez, mas importante, es su
transformacon en &cido lactico, llevada a cabo por las bacterias lacticas (Spreer, 1991).

C1pH2,011H,O0 —4CH3-CH.CH-COOH
Lactosa Acido lactico

Segun el tipo de microorganismos presentes, la lactsa sufrird fermentaciones diferentes productos
secundarios.

7.5 Cultivos iniciadores

Las fermentaciones alimentarias, cuyo origen parece situarse en Oriente, datan de tiempos
prehistoricos y representan una de las técnicas de conservaciéon de alimentos mas antiguas que
existen. La fermentacion supone la transformacion microbiana de un producto mediante el
catabolismo de los carbohidratos, proceso en el que se forman &cidos organicos, alcoholes y/o
CO2. Este proceso origina una modificacion de las caracteristicas organolépticas de las materias
primas, obteniéndose una amplia gama de productos fermentados como el yogur, queso,
mantequilla, embutidos, encurtidos, productos de panaderia y diversas bebidas fermentadas ( Jay,
et al., 2005).

Son microorganismos inoculados (Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc cremoris,
Streptococcus termophilus, Lactobacillus bulgaris) en productos alimenticios, con el objetivo de
reemplazar la flora microbiana enddgena de la materia prima, para mejorar los procesos de
fermentacion y desarrollar procesos metabolicos deseados que resulten en compuestos
generadores de sabor, aroma o textura. Las funciones esenciales por las que se utilizan los
cultivos pueden resumirse de la siguiente forma (Frazier, 1993) :

. Produccion de acido lactico, la acumulacién de este compuesto proporciona un tipico
sabor y olor a acido durante la fabricacion de leches fermentadas.
. Produccion de componentes volatiles como diacetilo y acetaldehido que contribuyen al
sabor y aroma de productos lacteos.
. Produccion de compuestos con capacidad antimicrobiana proviniendo el crecimiento de
patdgenos y otros microorganismos alterantes de los alimentos.
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De acuerdo con el nimero y tipo de cepas presentes, los cultivos iniciadores se clasifican en las
siguientes categorias (Cogan , 1996).

* Cultivo de cepa unica, formado por una cepa de una determinada especie.

* Cultivo definido multiple, formado por varias cepas conocidas de una especie determinada.

* Cultivo definido mixto, formado por varias cepas conocidas de distintas especies.

* Cultivo indefinido o artesano, formado por numerosas especCies y cepas, total o parcialmente
desconocidas.

7.5.1 Las bacterias del &cido lactico (BAL)

Las bacterias lacticas o bacterias del acido lactico (BAL) tienen en comun la produccion de dicho
acido como producto mayoritario del catabolismo de los aztcares. Son microorganismos Gram
positivos, generalmente inmoviles, no esporulados, no pigmentados y no reductores de nitrato.
Tampoco licuan la gelatina, no producen indol ni &cido sulfhidrico a partir de aminoécidos.
Debido a su limitada capacidad biosintética, son muy exigentes nutricionalmente y requieren
factores de crecimiento complejos que incluyen aminodcidos, vitaminas, purinas y pirimidinas
(Dellaglio et al., 1994).

Estos microorganismos son anaerobios aero-tolerantes ya que, aungque en general carecen de
catalasa, poseen otras peroxidasas y superoxido-dismutasa que permiten el crecimiento en
condiciones de aerobiosis .

Las BAL carecen del ciclo de Krebs, por lo que la generacion de ATP ocurre mediante la
fermentacion de carbohidratos y compuestos relacionados, acoplada a fosforilacion a nivel de
sustrato. Entre los sustratos fermentables por las BAL se encuentran los azlcares
(monosacéridos, disacaridos y polisacaridos), los polialcoholes, el citrato y algin aminoéacido
(arginina) (Madigan, 2004).

Este grupo comprende bacterias de los géneros Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Weissella y Carnobacterium. Aunque filogenéticamente alejados de las BAL, otros tipos
bacterianos como son los géneros Micrococcus, Brevibacterium, Propionibacterium y
Bifidobacterium también participan en la elaboracion de alimentos fermentados. Las BAL estan
incluidas dentro del grupo de microorganismos “seguros” o GRAS (generally recognized as safe),
lo que implica que pueden utilizarse para la elaboracion de productos alimentarios (Axelsson,
2004).

El habitat de estas especies es variado. Muchas aparecen asociadas a material vegetal. Otras
forman parte de la microbiota normal del hombre y animales, encontrandose en los tractos
respiratorio, intestinal y genitourinario, donde pueden ejercer un papel beneficioso al antagonizar
la colonizacion por patogenos, mejorar la digestibilidad de algunos alimentos y actuar como
coadyuvantes inmunoldgicos (Grant, 1998).
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7.5.1.1 Produccion de 4cido

La lactosa es el azicar mayoritario de la leche (4.2-5%) y su metabolismo en las BAL ha sido
estudiado con detalle. En la mayoria de las especies del género Lactococcus y algunos
Lactobacillus, la lactosa es fosforilada durante su paso a través de la membrana por medio del
sistema enzimatico PEP/fosfotransferasa. La lactosa-6-P es hidrolizada por la accion de la fosfo—
B-galactosidasa a glucosa, que sigue la via glucolitica, y galactosa-6-P, que se metaboliza por la
via de la tagatosa-6-fosfato. En la figura 3 se puede observar el desarrollo de esta ruta (Axelsson,
2004)

En el género Leuconostoc y en la mayoria de las especies de Lactobacillus, el transporte de la
lactosa se realiza mediante una permeasa especifica. La lactosa penetra en la célula a expensas de
la fuerza proton-motriz (Poolman, 1993), donde es hidrolizada por la B-galactosidasa a galactosa
y glucosa.

En funcion de los enzimas utilizados y de los productos resultantes de la fermentacion se
distinguen dos vias principales:

Via homofermentativa, propia de los géneros Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus y de especies de Lactobacillus de los grupos | y Il. Metabolizan la glucosa a
piruvato por la ruta glicolitica o de Embden-Meyerhof-Parnas (figura 3), obteniéndose acido
lactico como producto mayoritario de la fermentacion. La produccién de este acido como unico
producto metabolico tiene lugar solamente en condiciones de exceso de fuente de carbono
(glucosa o lactosa). Cuando ésta se encuentra en condiciones limitantes y en anaerobiosis, 0
cuando el azucar fermentado es la galactosa, tiene lugar la fermentacién heteroléctica o acido
mixta (Thomas et al., 1979; Fordyce et al., 1984) disminuyendo la produccion de lactico y
produciéndose un aumento en los niveles de férmico, acético y etanol (fig. 2.1). En condiciones
de aerobiosis los productos acumulados son principalmente lactico, acético y piravico debido a la
inhibicidn por el oxigeno del enzima piruvato-formato-liasa (Abee, et al., 1982).

Via heterofermentativa, propia del género Leuconostoc y de especies del género Lactobacillus del
grupo Ill. La fermentacion de la glucosa tiene lugar por la ruta de la fosfocetolasa, siendo éste el
enzima clave de la misma. Los productos originados por esta via son acido lactico, CO2 y
cantidades variables de acético y etanol como se puede observar en la figura 4.

El crecimiento de las bacterias con este tipo de metabolismo se ve favorecido en condiciones de
aerobiosis ya que la regeneracion de NAD+ consumido en la oxidacion de la glucosa se realiza
utilizando el oxigeno del medio como aceptor de electrones, lo que permite desviar el acetil-CoA
hacia la sintesis de acetico y generar una molécula extra de ATP (Stiles, et al., 1997).
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7.5.1.2 Actividad proteolitica

El sistema proteolitico de la mayor parte de las bacterias lacticas consta de una Unica
proteinasa extracelular con actividad caseinolitica, diversos transportadores de amino&cidos,
transportadores de di- y tripéptidos y un transportador de oligopéptidos. El sistema se completa
con aminopeptidasas y endopeptidasas intracelulares que intervienen en el Gltimo paso de la
degradacion liberandose los aminoacidos esenciales para el desarrollo de las BAL.

La degradacion de las proteinas de la leche constituye uno de los principales procesos
durante la maduracion de los quesos, interviniendo en la textura final del producto como
consecuencia de la degradacion de la trama proteica del codgulo (De Jong, 1978), asi como en el
desarrollo de aromas y sabores por la liberacion de péptidos y aminoécidos a partir de la caseina
de la leche, que actian como precursores del aroma (Thomas y Pritchard, 1987).

7.5.1.3 Produccidn de aromas

Las bacterias del acido lactico contribuyen al desarrollo del aroma de los productos fermentados
mediante la produccion de determinados compuestos (alcoholes, cetonas o ésteres) que actlan
modificando las caracteristicas organolépticas del producto. Asi, la produccion de diacetilo es
necesaria para un correcto desarrollo del aroma en productos como la mantequilla y algunos
quesos Y leches fermentadas, mientras que el acetaldehido es el principal responsable del aroma
del yogur (Vedamuthu, 1994). Otros volatiles como el &cido acético o las metilcetonas también
intervienen en el desarrollo de aromas en diferentes variedades de quesos (Barron et al., 2005).
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Figura 4. Ruta heterofermentativa de utilizacion de lactosa de las bacterias del &cido lactico.

Como se menciona anteriormente, la actividad proteolitica de algunas de estas especies
(principalmente Lactococcus y Lactobacillus) tambien contribuye al desarrollo de aromas y
sabores por efecto de la degradacion de las proteinas de la cuajada en péptidos y aminoacidos
durante el proceso de maduracion. Los aminoacidos actian como sustratos en reacciones de
transaminacion, deshidrogenacion, descarboxilacion y reduccion, produciendo una gran variedad
de compuestos aromaticos como el acido fenilacético, metanotiol, dimetildisulfuro, 3-
metilbutirato, 3-metilbutanal, 3-metilbutanol, 2-metil-1-propanal o 2-metilbutanal, entre otros
(Marilley, 2004).
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7.5.1.4 Produccion de gas
La produccion de CO2 es especialmente relevante en  microorganismos

heterofermentativos como producto de la fermentacion de azlcares. No obstante, también existe
produccidn en especies homofermentativas como consecuencia del metabolismo del citrato.

Esta actividad es deseable en quesos de pasta “abierta” y en quesos azules donde es necesaria la
presencia de cavidades aireadas para permitir el desarrollo de los mohos (Chamba et al., 1994).

7.5.1.5 Produccion de sustancias inhibidoras

El papel principal de las bacterias lacticas es provocar un aumento de la acidez como
consecuencia de la produccién de acidos. La consecuente disminucion del pH tiene un efecto
inhibidor sobre el crecimiento de microorganismos patdgenos o alterantes en el producto, ya que
muy pocas bacterias son capaces de crecer en los niveles de pH alcanzados por la accién de las
BAL.

Ademas, algunas bacterias lacticas son capaces de producir bacteriocinas. Estos
compuestos son péptidos de sintesis ribosomal que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos y no producen la muerte de la cepa productora. Su papel biotecnoldgico en la
industria alimentaria es relevante, puesto que muchas presentan un amplio espectro de actividad
frente a microorganismos patdgenos y alterantes, y se utilizan como bioconservantes. Las
bacteriocinas se clasifican en tres grupos (Klaenhammer, 1988)

* Clase I (antibidticos). Son péptidos pequefios (<5 kDa), termoestables y que presentan
aminoacidos inusuales en su composicion, que se originan por modificaciones postraduccionales.
En funcion de su carga y conformacion estructural, se subdividen en dos tipos, A y B, al primero
de los cuales pertenece la bacteriocina mas conocida, que es la nisina.

» Clase II (No antibioticos). Péptidos con un tamafio inferior a 15 kDa, termoestables y que no
contienen aminoacidos modificados en su estructura primaria. Se subdivide en las clases lla
(péptidos activos frente a Listeria), llb (formadas por dos péptidos diferentes) y llc (no incluidas
en ninguna de las anteriores).

* Clase III. Proteinas de mas de 15 kDa que estdn constituidas por aminoacidos no
modificados y que son sensibles al calor.

Las bacterias lacticas también pueden sintetizar en menor cantidad otras sustancias con
efecto inhibitorio, como el per6xido de hidrogeno, COZ, diacetilo y productos de reacciones

secundarias como el hipotiocianato o el tiocianato (Lindgren , 1990).

7.5 Usos tecnoldgicos de las bacterias acido lacticas

Las BAL son utilizadas ampliamente en la industria para realizar procesos de fermentacion en un
gran ndmero de productos de origen animal o vegetal. Sin embargo la adicion de eestos
microorganismos tiene diferentes propoésitos. Los generos BAL mas empleados son: Latobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc y Strptococcus (Champagne, 1998)
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7. 6 Compuestos antimicrobianos producidos por bacterias acido lacticas

El efecto antimicrobiano primario ejercido por BAL es la produccion del acido lactico y de la
reduccion del pH (Daeschel 1989). Ademas, este proceso reduce la cantidad de carbohidratos
disponibles produciendo compuestos antimicrobianos que se pueden clasificar como moléculas
de bajo peso molecular, siendo las mas comunes el &cido lactico (C3HgOs), acético (C,H40,) y
propionico (C3HgO,), peréxido de hidrogeno (H,O;), didxido de carbono (CO;), diacetilo
(C4Hs0,), acetaldehido (C,H40); y moléculas de alto peso molecular denominadas bacteriocinas
y algunos componentes sin caracterizar (Piard et al., 1991).

7.7 PROBIOTICOS

La historia de los probioticos y las propiedades benéficas de los cultivos microbianos vivos en
productos lacteos fermentados se conocen desde hace varios siglos (Lourens,2001).

En 1907 el bidlogo ucranico y premio Nébel, Elie Metchnikoff sent6 las bases para el desarrollo
del término probidtico y el fendmeno relacionado denominado probiosis. LA probiosis puede
definirse como el efecto benéfico del consumo de productos lacteos con cultivos microbianos
viables. En 2003 Reid acufid la ultima definicion para describir probidticos, definiéndoles como
“microorganismos vivos que cuando se suministran en cantidades adecuadas confieren beneficios
sobre la salud en el anfitrion™.

Los efectos benéficos (Tabla 2 ) estan expresados ya sea directamente por la interaccion vivos
con el huésped, o bien, indirectamente como resultados de la ingestion de los metabolitos
microbianos producidos durante el proceso de fermentacion (Stanton et al,2005)

Varios géneros de bacterias lacticas han sido identificados con beneficios a la salud. Aunque la
mayor parte de los probidticos pertenecen al género, hay también otras especies de Iso géneros
Lactococcus y Enterococcus considerados como probidticos (Grant y Salminen, 1998)). Para que
un microorganismo sea considerado como un adjunto dietético, es valioso que ejerza una
influencia positiva y cumplir ciertos criterios. Las caracteristicas mas importantes de un
probiético son:

e Debe pertenece a la microflora de un tracto digestivo sano (humano)
e Sobrevivir la via digestiva superior

e Ser capaz de sobrevivir y desarrollar en el intestino

e Producir efectos benéficos una vez adherido al intestino

e Seguro para consumo humano

e Produccion de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas

e Adhesion a células humanas intestinales y colonizacién
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Tabla 4. Efectos identificados y los probables mecanismos subyacentes de los probidticos

BENEFICIOS

MECANISMOS
PROPUESTOS

Confort digestivo

TRASTORNOS

Sindrome del colon irritable,
sintomas en el tracto
gastrointestinal en general

(estrefiimiento, diarrea no patdgena,
hinchazon, flatulencias, calambres,
mal aliento de origen digestivo)

Alteracion de la poblacién o
de la activad de la miclofora
intestinal.

Intolerancia a la lactosa Liberacion de lactasa
microbiana en el intestino
delgado

Defensa Alergia (eczema atipico, alergia a la | Translocacion, efecto
leche y poliartritis reumatoide) barrera.

Cariogenecidad Modificacion de la
poblacion, de la actividad de
la microflora oral o de su
capacidad para adherirse a
los dientes.

Carcinogenicidad, mutagenicidad, | Absorcion del mutageno,

tumor. estimulacion inmunitaria,
inhibicion de la produccion
carcindgena de la microflora
intestinal

Diarreas asociadas a los | Exclusion competitiva,

antibidticos. Diarreas por | translocacion/efecto barrera,

Rotavirus, colitis por C. difficile, | respuesta inmunitaria

diarreas por Helicobacter pylori. favorable.

Actividad antipatdgena

Inmunomodulacion (estado | Interaccion con las células

inmunitario, respuesta a las | inmunitarias o los receptores

vacunas) celulares  susceptibles de
provocar un aumento de la
actividad de fagocitosis de
los glébulos blancos.

Inflamacién intestina, colitis | Ponderacion de la respuesta

ulcerosa, enfermedad de Crohn, | inmunitaria

pouchitis

Crecimiento  excesivo de las | Actividad  antimicrobiana,

bacterias intestinales exclusion competitiva

Otros Reduccion de la colesterolemia Desconjugacion  de  los

acidos biliares

Endotocema asociada a una cirrosis

Inhibicion de la produccion
de endotoxinas por la
microflora intestinal
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Hipertension Componentes celulares o
péptidos procedentes de la
fermentacién, que actuan
como inhibidores de la
enzima de conversion de la
angiotensima

Calculos renales Alteracion de la flora
digestiva  susceptible de
influenciar la degradacion
del oxalato

Fuente: Adaptada de Corthier 2004.

Las ventajas de las probioticos para los probioticos han dado lugar al concepto de simbiéticos, en
el cual probidticos y prebidticos son usados en combinacién. Las adiciones vivas microbianas
(probioticos) pueden ser usadas en la conjuncién de desarrollo de los probidticos (ej. Un
fructoologosacarido o galactooligosacarido en conjuncion con cepas de Bifidobacteirum,
Lactobacillus con lactitol). Se ha propuesto que esta combinacion podria mejorar
considerablemente la supervivencia de probidticos, asi como ofrecer ventajas de equilibrio
microecologico de la microflora intestinal (Gibson, 2004)
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CAPITULO VIII

PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS.
8. 1Material
8.1.1 Eleccion de las zonas de muestreo

Con el fin de poder aislar cepas de posibles probioticos, se eligieron para la toma de muestras dos
zonas del estado de Chiapas, zonas donde todavia existen poblaciones indigenas que se
autoabastecen y son independientes.

La poblacion chiapaneca, es de origen multiétnico, multicultural y mestizo, de importante
sustrato indigena a la cual se han sumado ascendencias europeas, africanas y asiaticas.

Se manifiesta la coexistencia de alrededor de 15 etnias, de las cuales siete se encuentran
distribuidos al norte del estado de Chiapas y los restantes en el sureste (Guerrero, 1997).

Se analizaron un total de 4 muestras de pozol elaborados de manera artesanal y 4 muestras de
atole (tanto masa como producto), procedente en su mayoria del Estado de Chiapas como se
describe en la tabla 3:

Tabla 5. Procedencias de las muestras a analizar

Codigo | Muestras Procedencia

01-A Pozol blanco Tuxtla Gutiérrez
02-B Pozol blanco Venustiano Carranza
03-C Pozol de cacao Tuxtla Gutiérrez
04-D Pozol de cacao Venustiano Carranza
05-E Atole agrio Tuxtla Gutiérrez
06-F Atole agrio Venustiano Carranza
07-G Masa de atole Tuxtla Gutiérrez
08-H Masa de atole Venustiano Carranza

Dichos productos se compraron en unidades en mercados locales de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez
y se transportaron en bolsas de plasticos estériles al laboratorio de Analisis clinicos y de
investigacion en las clinicas de nutricion de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas,
donde se llevo a cabo su analisis microbioldgico el cual se realizo en las 2 h posteriores a su
Ilegada al centro.

8.2 Preparacion de las muestras

La masa se boleé a mano sobre una mesa de madera (Pozol blanco, pozol de cacao y masa de
atole), utilizando guantes de latex para este proceso; se envolvieron en hojas de platano
extendidas. Las unidades (pequefias bolas) de Pozol blanco, pozol de cacao y masa de atole
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fueron colocadas en nuevas bolsas de plastico, cubiertas en hojas de platano e incubados en
28+1°C y 4+1 °C por 5 dias para la fermentacion.

Las Muestras fueron tomadas del interior cada unidad de analisis en todas las etapas de
preparacion, asi como las almacenadas. Se utilizé una unidad diferente en cada muestreo.

8.3 Reactivacion de la cepa Streptococcus thermophylus y Lactobacillus bulgaris

La cepa de Streptococcus thermophylus y Lactobacillus bulgaris se encontraba liofilizada, se
activo en 450 ml de leche entera, incubando a 37+ 2°C en aerobiosis de 5 a 6 horas hasta que el
porcentaje de acido lactico resultard 0.7%, para su posterior siembra en agar MRS; basada en la
metodologia de Cruz (2011).

8.4 Analisis microbioldgico

Para realizar el analisis microbioldgico, inicialmente se realizaron diluciones de cada una de las
muestras. Para ello, se pesaron 10 g de la muestra en una bolsa estéril y se suspendieron en 90
mL (Dilucién 10™) de solucién diluyente agua esterilizada, tal y como indica la NOM-110-
SSA1-1994.

Posteriormente, se realizaron las diluciones subsecuentes mediante la transferencia de 1 mL de
cada dilucién a un tubo de ensayo que contenia 9 mL de agua estéril, hasta obtener la dilucién 10°
6 /g:

(figura 5).

Figura 5. Diluciones con agua estéril.

Por técnica de vaciado se utilizaron las diluciones 10, 10° y 10 en agar MRS y se procedio a
contar colonias con morfologia tipica de BAL.
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El analisis microbioldgico que se realizaron a las muestras descritas, fue el siguiente:
8.5 Bacterias acido lacticas (basado en la NOM-092-SSA1-1994)

Para el recuento de BAL se inoculd por siembra en superficie 100 pl de las diluciones apropiadas
en agar MRS (Difco, USA). Las placas inoculadas se incubaron a 30°C durante 24 h. La siembra
se realizo por duplicado y los resultados microbiologicos se expresaron como Log ufc/g.

8.6 Seleccidn y purificacion de bacterias acido lacticas (Pefiaflor & Guerrero, 2007)

Una vez realizado el recuento de las placas de MRS se seleccionaron diez colonias (que
presentaron la morfologia tipica de las BAL) y posteriormente se subcultivaron por estria
cruzada en placas de petri que contenian agar MRS, se incubaron a 30°C durante 48 horas.

Se realizaron cuatro sub cultivos mediante estria en agar MRS e incubando a 30°C durante 48 h,
con la finalidad de aislar y purificar las cepas. Pefaflor y Guerrero (2007) mencionan para
comprobar que las cepas correspondian a BAL, se realizara tincion de Gram, prueba de catalasa y
prueba de oxidasa tal y como se describen a continuacion:

8.6.1 Tincién de Gram:

Se colocd una gota de agua sobre un portaobjetos, se extendié con la ayuda de un asa la colonia
de BAL, mezclando uniformemente con el agua. Se fijo la muestra a la flama adicionandole una
solucion de cristal violeta que la cubriera, dejandola reaccionar por 1 min, se eliminé el exceso
para afadirle lugol (1min). Posteriormente se decoloro con una solucion de alcohol.acetona
durante 20 s, se lavo con agua destilada y se afiadié safranina (1min), eliminando el exceso de
esta con agua destilada, secando finalmente la muestra al aire. Se observo al microscopia
caracteristicas como tipo de tincion y morfologia (INCB, 1993).

8.6.2 Prueba de la catalasa:

Se tomo con el asa estéril una colonia de cultivo de 18 a 24 horas de incubacion. Se colocé la
colonia directamente sobre un portaobjetos sin afiadir agua agregandole una gota de H202. La
interpretacion se realiz6 observando que no existiera formacion de burbujas par considerarlas
catalasa negativa, siendo esta una caracteristicas propia de las BAL (INCB, 1993).

8.6.3 Prueba de la oxidasa:
Se adicion6 sobre una colonia del microorganismo unas gotas del reactivo para oxidasa
(clorohidrato u oxalato de tetrametil-p--fenilendiamina al 1%) y se observé si la colonia cambié

de color a azul, se esperd 1 min, la presencia de éste color sefial6 la positividad de la prueba, si
esto no ocurriera se le consideraria oxidasa negativo (INCB, 1993).
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8.7 Cinética microbiana en leche Pradel® y suero lacteo.

Una vez realizadas las pruebas bioquimicas anteriores, para determinar el crecimiento de las
cepas; se preparan los materiales a utilizar en el desarrollo experimental: en 450 ml de leche
PRADEL, se inocularon de 3 a 4 asadas de cada una de las cepas a utilizar (Aisladas del pozol
blanco, cacao, atole, masa de atole, Lactobacillus casei, Streptoccocus termhopylus). Los
parametros a medir, cada dos horas (Olivera, 2011), son los siguientes:

a) Metodologia para determinacion de peso seco (Olivera, 2011):

e Se tomaron muestras de 5 ml de la solucion inicial y se colocaron en 3 tubos de ensayos
previamente pesados.

e Los tubos de ensayo se centrifugaron a 4,000 rpm, por un tiempo de 10 minutos.

e Se peso cada tubo de ensayo en la balanza analitica y se anot6 los pesos.

e Posteriormente, los tubos se colocaron en una estufa, a una temperatura de 105 °C por un
tiempo promedio de 3 horas.

e Pasado el tiempo, se anotan los pesos y luego se obtuvo el promedio.

'l;, \‘ Muestra Crigenal
fs

1 Repeticiones ) bOs e ey, previdments
pesacos ¢ identificado
N

D

Smi de Muestra Ongiral
S00NPM x 10 manutos

Figura 6. Procedimiento del método peso seco

Las ecuaciones que se determinaran son:

mS) (Peso Tubo + Muestra Seca) — (Peso inicial del tubo)

Peso Seco (g
eso Seco (g —

Volumen de muestra (= 3 a 5ml)
b) Metodologia para determinacion de pH
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Para la determinacion de pH se necesitara un pH-metro , una solucion amortizado a pH4 y
solucion amortizado a pH 7. Este pardmetro se determind cada dos horas durante 30 horas de
crecimiento (Peech,1995).

c) Metodologia para determinacién de acido lactico (Garcia & Ochoa, 1987)

e Se tomaron muestras de 10 ml (leche y suero lacteo) y se colocaron en matraces
erlenmeyer de 125 ml.

e Se adiciond a los matraces 1ml de solucidn fenolftaleina (10 gotas aproximadamente) y se
homogenizo.

e Posteriormente se procedio a la titulacion con NaOH 0.1 N, hasta la aparicion de color
rosa palido que permanezca por unos 30 segundos.

Leer en la bureta la cantidad de hidréxido de sodio gastado para neutralizar la leche y con este
dato encontrar la acidez en ° D, sabiendo que: cada ml de hidréxido de sodio gastado nos indica
10°D de acidez. Esta determinacion al igual que las demas mencionadas anteriormente se
monitore6 cada dos horas durante 30 horas de crecimiento.

8.8 Evaluacidn de propiedades probidticos in vitro

A una concentracion conocida de inoculo de cada uno de los microorganismos se le realizaron las
siguientes pruebas:

a) Tolerancia a cambio de pH: Para determinar la resistencia a condiciones acidificantes ,se
evaluaron las cepas mediante el cambio de pH de los agares en cajas petri a diferentes valores, 4,
5.6, 7 (incubacion a 37 °C durante 24 hrs), ajustando el pH con acido citrico 0.1IM y 1 M; la
sobrevivencia y resistencia se comprobo al comparar el conteo de microorganismos viables del
inoculo, con las células sobrevivientes después de la incubacion a diferentes valores de pH
(Zavaglia et al., 1998); el porcentaje de resistencia fue calculado por la siguiente ecuacion
(Kociubinski & De Antoni, 1999):

% R pH = [(UFC/mL) MRS pH x 100] / (UFC/mL) MRS (inoculo)

Se establecié como criterio de seleccidn escoger aquellas cepas que resistieron el pH por encima
del 50 % vy se les realizé las siguientes pruebas probidticas.

b) Tolerancia a sales biliares: el ensayo fue realizado a diferentes concentraciones de sales 0,05,
0,1, 0,15y 0,3 % p/v ajustado el pH =7 con HCI 5% (incubacion a 37 °C durante 24 hrs); al cabo
de este tiempo la sobrevivencia y resistencia a sales biliares se comprob6 con el conteo de
microorganismos viables del inoculo (UFC/ml) (Brizuela, 2003; Rubio et al., 2008, Rondén et
al., 2008; Avila et al., 2010). COMO SE HI1ZO?

¢) Tolerancia a cambios de temperatura: fueron probadas diferentes temperaturas, 28, 37 y 43
°C, durante 24 hrs; la sobrevivencia y resistencia a estas temperaturas se comprobd mediante la
determinacion del namero de células viables (UFC) (Rubio et al., 2008, Rondon et al., 2008;
Avila et al., 2010).
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d) Tolerancia a altas concentraciones de NaCl: la prueba se realizo utilizando caldos MRS,
Malta, Nutritivo y diferentes concentraciones de NaCl, 2, 4, 7 y 10 % pl/v, (incubacion a 37 °C
durante 24 hrs); finalizado el tiempo se determino el crecimiento a altas concentraciones de NaCl
mediante la medicion de la densidad optica (DO) a 600 nm a 0y 24 hrs.

e) Prueba de antagonismo: esta prueba fue realizada contra Salmonella sp pertenecientes al
banco de cepas del laboratorio estatal, las cuales se sembraron en forma masiva en agar Mueller
hinton; en la superficie de estos se colocaron tres discos impregnados con los microorganismos
de ensayo; se introdujeron en la nevera durante 30 minutos (T = 15 °C) y después se incubaron a
37 °C durante 48 hrs. La accidn antagonica se evidencio por la presencia de halos de inhibicion y
crecimiento alrededor de los discos. (Leiva et al., 2004).

f) Capacidad de crecimiento: las cepas que resistieron la presencia de sales biliares, acidez se
cultivaron en 30 ml de caldo MRS, Malta, Nutritivo y fueron incubadas a 37 °C durante 24 y 48
hrs; el crecimiento se comprobd mediante la determinacién del nimero de células viables (UFC)
y se determind el porcentaje (Laurencio et al., 2002; Rondon et al., 2008).

8.9 Prueba API 50 CHL

Inoculacién de las galerias

Es necesario disponer de un cultivo axenico. Se realiza la suspension en el medio diluyente
suministrado con el API50CHLe Yy se distribuye el contenido en todos los tubos de la galeria. Se
llena la cUpula de cada tubo con parafina estéril para garantizar la anaerobiosis. Se incuban las
galerias a 37 °C durante 48 horas y posteriormente se realiza la lectura de las pruebas.

En la Tabla nim.7, se indican los componentes activos ensayados en la galeria APIS50CHLe.
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Tabla 6. Sustratos ensayados mediante la galeria API50CHLe.

TUBD || ENSAYO SUSTEATO TUBO || ENSAYO SUSTRATO
0 Control negativo 25 ESC Esculina v citrato férnco
1 GLY Glicerol 26 SAL Salicina
2 ERY Eritrirol 7 CEL D-Celobiosa
3 DARA D-Arabinosa 28 MAL D-Maltosa
4 LARA L-Arabinosa 20 LAC D-Lactosa
5 RIE R-Ribosza 30 MEL D-Melibiosa
] DEYL D-Xilosa E)| SAC D-Sacarosa
7 ILXYL L-Xilosa 32 TRE D-Trealosa
ADO D-Adonitrol 33 INU Inulina
g MSX Metil-pD-Kilpirandsido 34 MLZ D-Melecitosa
10 GAL D-Galactosa 35 RAF D-Rafinosa
11 GLU D-Glucosa 36 AMD Alpudon
12 FRU D-Fructosa 37 GLYG Glicageno
13 MNE D-Manosa 38 XILT Xilitol
14 SBE L-Sorbosa 39 GEN Genticbiosa
15 FHA L-Famnosa 40 TUE. D-Turanosa
16 DUL Draleitol 41 LYX D-Lixosa
17 INO Inositol 42 TAG D-Tagatosa
18 MAN D-Manitol 43 DEUC D-Fucosa
19 SOR D-Sorbitol H LFUC L-Focosa
20 MDM Metil-oD-Manopirandsido 45 DARL D-Arabitol
21 MDG Metil-oD-Glucopirandsido 46 LARL L-Arabitol
22 NAG N-Acetilglucosamina 47 GNT Ghuconato potasice
23 AMY Amigdalina 48 EG 2-cetogluconato potasico
24 ARRB Arbutina 49 SEG 5-cetogluconato potasico

T T
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Figura 7. Interpretacion visual de los resultados obtenidos con APIS0CHLe

8.10 Proceso de elaboracion de la bebida

Se tomaron 150 ml de suero de leche previamente pasteurizado y se inocul6 con colonias aisladas
de pozol blanco, pozol de cacao y Lactobacillus casei para llevar a cabo el proceso de
fermentacion se incubaron a 35+2°C durante 48 horas, transcurrido el tiempo se le determiné el
pH (potencidémetro HANNA®, modelo HI 208, México), tiempo en el que se alcanz6 la cantidad
de ufc/ml requerida segin la NOM-181-SCFI-2010 para considerarse una bebida probiotica;
analisis que se efectué mediante el recuento de UFC/ml en la bebida empleando la técnica de
dilucion y vaciado en placas que contenian agar M.R.S. para Lactobacillus mediante el
procedimiento establecido en la NOM-113-SSA1-1994.

La bebida fermentada con la cantidad minima requerida de bacterias probidticas, se le adiciond
mermelada de pifia con coco (40°Bx); la mezcla se efectud en una relacion de 30% en 70% de
suero l4cteo.

8.11 Determinaciones bromatolégicas

La bromatologia del suero lacteo como la bebida elaborada se llevo a cabo de acuerdo a la NOM-
155-SCFI-2002. Se realiz6 la determinacién de proteina cruda, sélidos totales, lactosa, densidad,
pH, acidez y cantidad de grasa. La cantidad de grasa se determin0 mediante la férmula de
Ritchman.

% ST = (0.25 * L) + (1.22 * G) + 0.55

Donde: L: lectura de densidad obtenida con el lactodensimetro
G: porcentaje de grasa
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8.12 Analisis microbiologicos.

El andlisis microbioldgico se realizo de acuerdo a las Normas Oficiales: NOM-092-SSA-1994
para cuenta de bacterias en placa, NOM-111-SSA1-1994 método para la cuenta de mohos y
levaduras en alimentos, NOM-112-SSA1-1994 determinacion de bacterias coliformes. Técnica
del ndmero mas probable, NOM-115-SSA1-1994 método para la determinacion de
Staphylococcus aureus en alimentos.
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CAPITULO IX

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la realizacion de este proyecto se realizo el aislamiento de 8 cepas de bacterias acido
lacticas, a cada una se realizé 3 pruebas bioquimicas para indagar si las cepas obtenidas se encuentran

puras y si corresponden a BAL(Figura 8):

Tincién de Gram:

Cepas

Tuxtla Gutiérrez

Venustiano Carranza

Cepa 1. Pozol blanco a
temperatura ambiente.

Cepa 2. Pozol blanco a
temperatura de refrigeraciéon

Cepa 3. Pozol de cacao a
temperatura ambiente

Cepa 4. Pozol de cacao a
temperatura de congelacion
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Cepa 5. Atole agrio

Cepa 6. Masa de atole agrio

Figura 8. Resultados de la tincion de Gram a cada una de las cepas utilizadas

En la figura 8, se muestra las tinciones de cada una de las cepas, de la cepa 1 a la cepa 4 se
obtuvieron Gram (+) (tincion de azul) caracteristico de las BAL, mientras que las cepas de atole
agrio dio resultados negativos, es decir, dieron gram (-) (tincion roja), tal y como se muestra en
la figura 9 y 10.

Figura 9. Gram (+), streptococcus thermophylus y Figura 10. Gram (+), Lactobacillus casei
Lactobacllus bulgaris.

Para determinar si la cepa es pura se realizo la prueba de catalasa  obteniendo los resultados que se
presentan en la figura 11y 12.

En la mayoria de las cepas se obtuvo un resultado negativo caracteristicos de las bacterias acido lacticas,
con excepcioén a las cepas correspondientes al atole agrio y masa de atole agrio.

Figura 11. Formacién de burbujas en la cepa 5 Figura 12. Formacion de burbujas en la cepa 7
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De las cepas anteriores las que tienen resultados negativos, es decir, que no son caracteristicos de las
bacterias acido lacticas son las bacterias del atole agrio y la masa de atole agrio.

Para estar seguros de la pureza de las cepas mencionadas con anterioridad se realizd la prueba
bioquimica de la oxidasa dando en su mayoria resultados negativos, es decir el reactivo adicionado no
tifio de color a la colonia con excepcidn de las colonias de las cepas de atole y masa de atole agrio.

Por lo anterior se descarto las cepas de atole y masa de atole agrio debido a que los resultados de las
pruebas bioguimicas no fueron caracteristicos de las bacterias acido lacticas.

9.1 Cinética microbiana

Una vez aisladas las bacterias acido lacticas de las diferentes muestras se prosiguio a realizar la cinética
microbiana de cada cepa observando el comportamiento de cada una en leche, siguiendo como base la
cepa de Streptoccocus y Lactobacillus bulgaris, los resultados se muestran en las figuras 13 y 14:
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_ 0.025 Al =&—Cepa 1 Tuxtla
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0

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (horas)

Figura 13. Cinética microbiana de bacterias acido l4cticas en leche.
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Figura 14. Cinética microbiana de bacterias acido lacticas en leche.
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Figura 15. Cinética microbiana de bacterias acido lacticas en leche.

En la figura 13 y 14, se presentan las curvas de crecimiento de las cepas aisladas de bacterias acido
lacticas en leche PRADEL. Se observa que la concentracion maxima en la FIGURA 13 es de 0.0402 g/l
correspondiente a la cepa 2, al igual que a la cepa 1 con 0.0378 g/l. Se observaron las fases de
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crecimiento: La fase de latencia corresponde de 0 a 8 horas, la fase exponencial de 8 a 12 horas, la fase
maxima o estacionaria de 12 a 19 horas, mientras que la fase de muerte se presenta de 20 horas en
adelante. Estas cepas comparadas con la cepa guia (Streptococcus y Lactobacillus bulgaris) marca una
diferencia en la fase estacionaria dando como resultado esta de 20 horas a 25 horas dejando a la fase de

muerte después de las 25 horas.

Para la cepa de Lactobacillus casei se necesitan alrededor de 40 horas para observar el comportamiento

completo ( Stramer, 2006).

La acidez, determinada como cantidad de acido lactico durante el proceso de fermentaciéon se muestra

en las figuras dela15ala 17.
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Figura 16. Aumento del porcentaje de acido lactico
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Figura 17.Porcentaje de acido lactico de las cepas aisladas
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Figura 18. Porcentaje de acido lactico de la cepa control y lactobacillus casei.

La cantidad de acido lactico producido durante el crecimiento de las bacterias acido lacticas es
correspondiente a la biomasa producida en el lapso de 30 horas. Se observa que en la cepa control
hubo una produccion maxima de 0.765% de acido lactico; de las cepas aisladas las que tuvieron
mejor produccién de acido lactico fueron: Cepa 2 (Pozol blanco Carranza) y cepa 5 (pozol de
cacao Tuxtla), con una produccién de 0.28% y 0.32% respectivamente.

La variacion de pH durante la fermentacidn se muestra en las figuras 18 y 19.
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Figura 19. Disminucion de pH durante la fermentacién
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Figura 20. Disminucion de pH durante la fermentacion
8
Er="
6
5
< 4
=—¢—Strepto-Lactobacillus
3 =f— Lactobacillus casei shirota
2
1
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (horas)
Figura 21. Disminucion de pH de la cepa control.
La disminucion de pH, como se observa, esta relacionado con la produccion de acido lactico, a
mayor produccion de acido lactica mayor disminucion de pH. Si hay mayor produccién de pH
entonces la proliferacion de bacterias patégenas sera menor, debido a que no son resistentes a los
cambios de pH.
Los parametros cinéticos de las diferentes cepas evaluadas se describen en la tabla 5.
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Tabla 7. Resultados de los parametros cinéticos.

Cepa Velocidad de crecimiento | Tiempo de duplicacion (h)
(h-1)

BA1 Tuxtla 0.0523 13.127
BA2 Carranza 0.044 15.611
BR1 Tuxtla 0.0311 22.87
BR2 Carranza 0.0571 12.13
CAl Tuxtla 0.0464 14.930
CAZ2 Carranza 0.0582 11.90
CR1 Tuxtla 0.0233 29.74
CR2 Carranza 0.0812 18.53
ST 0.0419 16.54
YK 0.0623 11.12

En la tabla anterior se muestran la velocidad de crecimiento de cada cepa usada, al igual que el
tiempo de duplicacion; con lo cual podemos decir que el mejor comportamiento son las cepas de
pozol blanco a temperatura ambiente y las cepas de pozol de cacao a temperatura ambiente; con
este criterio se procedio a realizar la cinética en suero lacteo, se muestra en la figura 19 y figura
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Figura 22. Cinética microbiana en suero lacteo.
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Figura 23. Cinética microbiana en suero lacteo de las cepas control

Se observa en las figuras anteriores (19 y 20) la fase exponencial o de crecimiento comienza
desde las 10 horas, mientras que la fase de muerte entre las 20 y 25 horas.

La variacion de pH durante la fermentacion se muestra en las figuras 18 y 19.
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Figura 24. Disminucion de pH de las cepas seleccionadas
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Figura 26. Aumento de porcentaje de acidez de las bacterias acido lacticas
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La disminucion de pH, como se observa, esta relacionado con la produccion de acido lactico, a
mayor produccion de acido lactica mayor disminucion de pH. Si hay mayor produccién de pH
entonces la proliferacion de bacterias patdgenas serd menor, debido a que no son resistentes a los
cambios de pH.

Los pardmetros cinéticos de las diferentes cepas evaluadas se describen en la tabla 6.

Tabla 8. Pardmetros cinéticos de las cepas seleccionadas

Cepa Velocidad de crecimiento | Tiempo de duplicacion (h)
h-1

BA1 ) 0.0597 11.6501
BA2 0.0543 12.7651
CAl 0.0695 9.97334073
CA2 0.0367 18.8868442
Streptococcus - Lactobacillus 0.0584 11.8689586
Lactobacillus casei 0.09 7.70163534

Prueba de probioticos invitro.
a) Tolerancia a cambio de pH

De las cepas evaluadas solo 2: Cepa blanco ambiente y cacao ambiente ; resistieron la mayoria de
los cambios de pH durante 24 hrs, aunque se evidencio una disminucion porcentual de
crecimiento en las 4 cepas. Sin embargo a pH= 4, se present6 mayor porcentaje de crecimiento
entre las cepas aisladas de pozol blanco y de cacao lo cual indica la supervivencia en condiciones
de acidez; mientras que a pH= 5,6 disminuyo un poco pero también se mantuvo estable el
crecimiento (Tabla 7); por lo tanto estas cepas fueron seleccionadas para realizar las pruebas de
resistencia a sales biliares.

Tabla 9. Porcentaje de tolerancia a pH de las cepas seleccionadas

pH 4 5 6
CEPABA % 55 88 95
CEPACA % 55 80 90
CEPABR % 15 20 80
CEPACR % 10 15 40

Los lactobacillus son generalmente mas resistentes a las condiciones &cidas que otras bacterias
lacticas, siendo capaces de crecer hasta un pH de 4, esta resistencia les permite seguir creciendo
durante las fermentaciones lacticas naturales, aun cuando el pH haya caido tanto, que otras
bacterias lacticas ya no puedan crecer (Chamba et al., 1994).

b) Tolerancia de sales biliares
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Se observo que las cepas seleccionadas son capace de tolerar el rango de las concentraciones de
sales biliares experimentadas como se observa en la figura _; estadisticamente en las cepas
seleccionadas se presenta un efecto significativo en el crecimiento a medida que aumenta la
concentracion de sales biliares. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir , que las
cepas seleccionadas nativas son microorganismos capaces de sobrevivir a concentraciones de
sales biliares desde 0.05% hasta 0.3% (p/v).
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Figura 27. Resistencia a sales biliares

Las bacterias acido lacticas del género Lactobacillus, son capaces de producir la enzima conocida
como sal biliar hidrolasa (SBH), que cataliza la hidrélisis de las sales biliares conjugadas con
glicina y taurina. Esta desconjugacion pudiera ocurrir en la fase estacionaria del crecimiento
bacteriano, ya que la actividad de la SBH se incrementa al disminuir el pH por produccién de
gran cantidad de acidos organicos. Las diferencias en la tolerancia al transito gastrointestinal
tambiéen pueden deberse a las diferencias existentes en la estructura de la pared celular de las
distintas especies y géneros bacterianos (Dellagio et al., 1994).
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c) Tolerancia a cambios de temperatura

La mayoria de las cepas seleccionadas toleraron las temperaturas de 28, 37 y 43 °C durante 24
hora; estadisticamente hay diferencia significativa, lo cual evidencia el efecto de la temperatura
sobre el crecimiento de cada una de las cepas; la temperatura de 37°C fue la que mostro mejores
resultados para las cepas seleccionadas, a 43°C hubo crecimiento éptimo de las cepas BA 'y CA
como se muestra en la figura 25.
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Figura 28. Resistencia a cambios de temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan al crecimiento y supervivencia
de los microorganismos, varia entre los diferentes géneros y reflejan el rango de temperatura
Optima de su habitad natural; a medida que se eleva la temperatura, las reacciones quimicas y
enzimaticas son mas rapidas y el crecimiento se acelera, hasta el punto en que tienen lugar las
reacciones de inactivacion (Dellagio et al., 1994).

d) Tolerancia a altas concentraciones de NacCl

Se observé que a mayor concentracion de NaCl existe un efecto significativo en el crecimiento de
las cepas; siendo notable el crecimiento en 2 y 4% y muy bajo al 7% y 10% p/v de NaCl (Figura
27).
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Figura 29. Resistencia a diferentes concentraciones de NaCl.

La mayoria de las bacterias son relativamente insensibles a las variaciones de la presién
osmotica, y se adaptan a cambios fuertes en la concentracion de solutos del medio, porque poseen
una pared celular mecanicamente rigida. Basados en lo anterior, se deduce que las cepas nativas
tienen cierta capacidad de acondicionarse ante determinadas concentraciones de sales, siendo 7%
la méxima condicidn de salinidad tolerada hipertonicamente.

e) Prueba de antagonismo

La prueba de antagonismo frente al patdgeno, demostré que la cepas CR y BR no producen
sustancias antimicrobianas que puedan difundirse al medio y sean capaces de contrarrestar in
vitro el crecimiento de los patdgenos evaluados.

Las cepas CA y BA si produjo halos de inhibicion de 1mm frente al patdgeno, lo cual pueden
deberse a la produccion de sustancias inhibitorias; se ha reportado que este género se caracteriza
por la produccién de bacteriocinas ademas del acido lactico (Dellagio et al; 1994).

f) Prueba de crecimiento
Las pruebas de crecimiento se realizaron anteriormente en las cinéticas de crecimiento dando un
resultado de colonias mayor a 10° UFC/ml.
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Elaboracién de la bebida (Bromatologia)
De acuerdo a la NOM-155-SCFI- 2002 se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 8):

Tabla 10. Bromatologia de la bebida elaborada.

Cepa pozol Cepa pozol |Lactobacillus
Caracteristicas Suero de queso cacao blanco casei
Acidez% 0.18+-0.1 0.57 0.6 0.6
pH 6+-0.01 4.8 4.5 4.3
Lactosa % 4.7 1.375 1.11764706 1.21686747
Sdlidos totales 6.4 17.80754393 12.7334542 | 17.9821429
Proteina 14.6 159 15.5 15.1
Densidad 1.025 1.028 1.028 1.028
Grasa 1.2 1.67011798 18.2827869 18.1249758

De acuerdo a la norma anterior podemos compara las caracteristicas obtenidas con el apartado 7.7
(NOM-155-SCF1-2002) como se muestra en la tabla 9:

Tabla 11. Especificaciones de producto lacteo combinado

Especificaciones Producto lacteo
Proteinas propias 15 min.
Grasa Lo declarado en la etiqueta

Anélisis microbioldgicos.

Tabla 12. Resultados de los andlisis microbioldgicos

Bebida elaborada Mohos y levaduras <10 ufc/g
con Lactobacillus Coliformes totales 0 ufc/g
casei Sthaphylococcus 0 ufc/g
Mohos y levaduras <10 ufc/g
Bebida elaborada Coliformes totales 10 ufc/g
con cepa de BAL de
pozol blanco Sthaphylococcus 0 ufc/g
Bebida elaborada Mohos y levaduras <10 ufc/g
con cepa de BAL de | Coliformes totales 10 ufc/g
pozol de cacao Sthaphylococcus 0 ufc/g

De acuerdo a las Normas Oficiales mexicanas la bebida es aceptable debido a que no hubo
presencia de Sthaphylococcus aureus, la cual es la bacteria patdgena importante.
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CAPITULO X

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Entre los medios de cultivo ensayados para el aislamiento de bacterias acido lacticas a
partir del pozol blanco y pozol de cacao, el de eleccion es MRS pH 6,8.

La fermentacion de las masas de pozol durante 9 dias en hojas de platano dio resultados
positivos en el crecimiento de BAL.

El mayor crecimiento en leche de BAL se encontraron en las masas de pozol blanco y
pozol de cacao fermentadas a temperatura ambiente (28 °C).

La mejor inhibicidn a la proliferacion de otras bacterias se observa en las cepas cuyo pH
fue de 5 a 5.5 debido al bajo pH.

Las pruebas bioquimicas en las colonias del atole de maiz fueron negativos debido a que
fue elaborado de manera muy artesanal sin cuidado de su fermentacién y su posible
adicion de cal.

Las cepas probioticas para la elaboracion de la bebida deben de resistir pH menores a 5, al
igual que una concentracion (maxima 7%) de NaCl; sobre todo su resistencia a sales
biliares, ya que el cuerpo humano contiene estos componentes mencionados. Deben de
tener el efecto antagonico con las bacterias patdgenas debido a la produccion de éacido
lactico y por ende la reduccién del pH.

El suero lacteo dulce, derivado de la produccién del queso fresco, es un vehiculo
adecuado para la supervivcencia de bacterias acido lacticas, pues permite mantener una
poblacién superior a los 10° UFC/mI. La lactosa de la muestra analizada disminuye un
0.6-0.7 % en el proceso de la fermentacion.

La pasteurizacion lenta (63°C por 30 min) fue adecuada para obtener una mejor calidad
en la bebida realizada, al igual que la adicion de la mermelada.

En el transcurso del proyecto se observaron algunos detalles que son de gran importancia para el
tipo de estudio que se realizo, a continuacion haremos mencion de estos:

Para una mejor interpretacion de resultados es importante realizar las pruebas de
fermentacién en caldo MRS, al igual que la realizacion de la prueba API 50 CHL.

Tener una campana de extraccion para la realizacion de la prueba antagonica.

Realizar un estudio sensorial para la aceptacién de la bebida al pablico en general
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PH-metro (Calibracion del instrumento).
Prender el instrumento y dejarlo calentar por unos minutos. Tomar la temperatura de las

soluciones y ajustar el control manual a este valor.

Insertar los o el electrodo combinado en una de las soluciones tampéon y cambiar el interruptor
para leer pH. Ajustar el control de estandarizacion hasta que la aguja marque el pH
correspondiente.

Pase a “neutral”.

Remueva el electrodo, lavelos con agua destilada, séquelos con papel (toallin) y coldquelos
dentro de un pequefio beaker que contiene un poco de la segunda solucion de calibracion. Cambie
boton a “pH” y si la aguja no coincide exactamente con el segundo pH ajuste el control de
pendiente (“Slope”) hasta que se obtiene la lectura correcta.

Pase a “neutral”, remueva los electrodos, enjuaguelos con agua destilada, séquelos, coléquelos en
la primera solucion tampon y confirme la lectura correcta; si no repita el proceso de calibracion.

Medicién de acidez

Mida 10 ml de la muestra, después paselo a un vaso de precipitado de 50 ml. Sigue la medicion
directa del potencial de hidrogeno.

Al final lavar los electrodos, entre una determinacion y otra determinacion. (PEECH, 1995)
» Sustancias para determinacion de acidez.
La solucién de etanol al 70% (v/v), se prepara asi:

e Medir con una pipeta 730 mls de alcohol de 96°
e Medir 270 mls de agua destilada
e Mezclar los dos liquidos

La solucion de fenolftaleina al 0,01 % (m/v) en etanol al 70% (v/v) se prepara asi:

e Pesar 1 gramos de fenolftaleina

e Colocarlos en un recipiente limpio y seco

e Agregar alcohol al 70% hasta completar 100 ml

o Disolver perfectamente

e Tomar 1 ml de esa solucion y agregar 9 ml de alcohol

e Tomar 1 ml de esa solucion y completar con alcohol hasta 100 ml

» Solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N
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El hidroxido de sodio es Ilamado vulgarmente soda cadstica, Es un cuerpo solido, blanco, muy
soluble en agua y en alcohol. Es una base muy enérgica y corrosiva de las sustancias organicas.
Se emplea en la fabricacién de jabones duros, del vidrio, en la obtencién de colorantes.

Para preparar la solucion de hidroxido de sodio se procede asi
a. Pesar 4 gr de NaOH, reactivo puro (en perlas)
b. Colocarlos en un recipiente limpio y seco.

c. Agregar agua destilada para disolverlo hasta completar un litro.

Colonias comunes de bacterias acido lacticas

Colonias BAL

Prueba de antagonismo
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Cepa BAL proveniente del pozol blanco

Cepa BAL proveniente del pozol cacao
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