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Resumen

En la actualidad, el uso de conservantes quimicos en el yogurt cuestiona la seguridad
alimentaria. No obstante, el consumo de yogurt proporciona beneficios debido a sus
probiéticos destacando el género Lactobacillus capaz de producir posbiéticos como producto
de su metabolismo. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro
de Lactobacillus spp. aislado de yogures comerciales (TN, NT, AP y PC) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922 mediante la estimacién
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
aplicando la técnica de microdilucion en caldo; se utilizé el sobrenadante del cultivo de
Lactobacillus como agente antibacteriano. El estudio demostré que la CMI de Lactobacillus
spp. frente a Staphylococcus aureus ATCC 29213 de TNy PC fue al 12,5% y la CMB al 25%.
La CMI de NT fue al 25% y la CMB al 50%. AP tiene una CMI al 50%, y una CMB superior al
50%. Mientras que frente a Escherichia coli ATCC 25922, la CMI fue al 12,5 % y la CMB al
25% para TN, NT y PC, para AP la CMI fue al 25% y la CMB al 50%. Se concluy6 que la
concentracion de Lactobacillus en yogures comerciales no es suficiente para ejercer un
Optimo efecto como bioconservante. Sin embargo, los posbi6ticos poseen una capacidad
significativa para contrarrestar varias bacterias patdégenas por lo que podria ser una estrategia

para mejorar la inocuidad alimentaria y brindar beneficios a la salud del consumidor.
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Abstract

Currently, the use of chemical preservatives in yoghurt raises questions about food safety.
However, yoghurt consumption provides benefits due to its probiotics, with the Lactobacillus
genus capable of producing postbiotics as a product of its metabolism. The aim of this work
was to evaluate the in vitro antibacterial activity of Lactobacillus spp. isolated from commercial
yoghurts (TN, NT, AP and PC) against Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia
coli ATCC 25922 by estimating the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) using the broth microdilution technique; the supernatant of
the Lactobacillus culture was used as the antibacterial agent. The study demonstrated that
the MIC of Lactobacillus spp. against Staphylococcus aureus ATCC 29213 of TN and PC was
12.5% and the MBC was 25%. The MIC of NT was 25% and the MBC was 50%. AP has MIC
of 50% and MBC of over 50%. While against Escherichia coli ATCC 25922, the MIC was
12.5% and the MBC 25% for TN, NT and PC, for AP the MIC was 25% and the MBC 50%. It
was concluded that the concentration of Lactobacillus in commercial yoghurts is not sufficient
to exert an optimal biopreservative effect. However, postbiotics have a significant capacity to
counteract several pathogenic bacteria and could therefore be a strategy to improve food

safety and provide health benefits to the consumer.
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Introduccion

En los ultimos afios, ha existido un interés creciente por las formas naturales alternativas para
controlar el deterioro de los alimentos causados por microorganismos capaces de producir
enfermedades trasmitidas por alimentos y debido a la preocupacién por los efectos nocivos
de los conservantes quimicos a la salud del consumidor (Nayyeri et al., 2017).

La prevencion del deterioro de los alimentos mediante el uso de agentes bioconservantes
como los probidticos y/o metabolitos antimicrobianos (posbioticos) de bacterias acido lacticas
como Lactobacillus spp. es un enfoque alternativo para evitar el deterioro y aumentar el valor
nutritivo sin alterar las propiedades organolépticas de los productos alimenticios (Galvez et
al., 2008). Tsilingiri et al., (2013) define a los posbiodticos como “factores resultantes de la
actividad metabdlica de un probidtico o cualquier molécula liberada capaz de conferir efectos
beneficiosos al huésped de manera directa o indirecta". Estas moléculas secretadas por
células viables pueden recuperarse a partir de sobrenadantes, y las células viables pueden
eliminarse del cultivo mediante centrifugacién y/o filtracién (Cuevas et al., 2020). Sin embargo,
estudios sobre la actividad de Lactobacillus spp. y la produccion de sus posbi6ticos como
sustancias inhibidoras de patdégenos, es un tema poco valorado de su uso como un posible

bioconservante para productos alimenticios.

Lactobacillus spp. se caracteriza por una variedad de posbiéticos que son liberados tras la
lisis celular, durante el crecimiento y fermentacion en cultivos microbiolégicos complejos. Los
posbidticos de los cultivos probidticos son una fuente rica en bacteriocinas y otras sustancias
inhibidoras como &cidos organicos, perdxido de hidrégeno, diacetilo, etc., con actividad
antagonista sobre los principales patdégenos transmitidos por los alimentos entre ellos se
encuentran Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Sanam, et al., 2022). Una de las
principales causas de antagonismo es la sintesis de 4cidos organicos cuyo mecanismo de
inhibicién radica en la acumulacion de aniones intracelulares, efectos de membrana, la
inhibicién de la sintesis de biomacromoléculas y efectos de pH intracelular (Gao, et al., 2019).
Otro mecanismo importante es mediante las bacteriocinas, que ejercen su accién inhibitoria
por alteraciones en la membrana celular, cambios de gradiente, de tal manera que, la
consecuencia es la pérdida del contenido celular y finalmente la muerte del microorganismo
(Ibrahim, et al., 2021).

Por otro lado, la actividad inhibitoria de los poshiéticos depende de factores como el tipo de
microorganismo objetivo, la concentracién de posbioticos y la naturaleza de los prebi6ticos

de origen involucrados (Thorakkattu et al., 2022).

Thalia Gabriela Jachero Siguencia — Grace Alexandra Pinto Alvarez



UCUENCA 1

El estudio de los posbidticos se ha introducido en varias areas, incluida la ciencia de los
alimentos, la microbiologia de los alimentos y nutricion (Teame et al., 2020). Un aspecto
importante que impulsa la aplicacion de los posbioticos en las industrias es su estabilidad
inherente, ya que son estables en un amplio rango de pH y temperatura, mayor vida atil y
poca interaccién con las matrices alimentarias (Barros et al., 2020). Por tales motivos se
puede encontrar un uso notable en el perfil de seguridad alimentaria, por ejemplo,
bioconservacion, envases activos a modo de recubrimiento en la superficie del alimento y en
desinfectantes en las industrias alimentarias por su potencial mecanismo de eliminar
biopeliculas bacterianas. Ademas, los posbibdticos muestran un enorme potencial como
componentes de alimentos funcionales pues presentan actividad inmunomoduladora,

antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, etc (Aggarwal et al., 2022).

Por lo tanto, en el presente trabajo investigativo se evalud el efecto de los metabolitos de
Lactobacillus spp. aislados de marcas comerciales como un bioconservante que genere la
inhibicion de bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli que se han
implicado en la contaminacion microbiolégica del yogurt y por ende en enfermedades
transmitidas por alimentos lo cual se ha convertido en uno de los desafios de salud publica

mas comun a nivel mundial (Zamani, 2016).
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de Lactobacillus spp. frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922 con el fin de determinar su potencial

como bioconservante de alimentos.

Objetivos especificos

Aislar Lactobacillus spp., a partir de yogures expendidos en la ciudad de Cuenca, para

analizar su efectividad como posible alternativa a la adicién de conservantes quimicos.

Estimar la actividad bactericida de Lactobacillus spp. frente a Staphylococcus aureus
ATCC 29213y Escherichia coli ATCC 25922, mediante un ensayo in vitro de la determinacion

de la concentracion minima inhibitoria.
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1. Marco Tedrico
1.1 Yogurt

El yogurt es un producto elaborado a partir de la leche, generalmente bovina con o sin la
adicién de algun derivado natural de la leche, como leche descremada en polvo, concentrados
de suero, caseinatos o crema. Presenta una estructura de gel que resulta de la coagulacion
de las proteinas de la leche debido al acido lactico secretado por cultivos iniciadores
termofilicos simbidticos, como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus; estas bacterias deben ser “viables y abundantes” en el
momento del consumo (Chandan, 2006). Este producto lacteo al igual que otras leches
fermentadas son alimentos funcionales que cada vez estdn mas presentes en la alimentacion
diaria; el aumento de la popularidad y el mayor consumo a escala mundial se puede atribuir
a la creciente evidencia de muchos efectos positivos para la salud incluida la mejora de la
salud intestinal y del sistema inmunitario (Gasmala et al., 2017). En la actualidad tras la alta
demanda del yogurt se ha visto una preferencia de los consumidores por productos con
menos o0 nulos ingredientes quimicos como aditivos que se adicionan para mejorar la

apariencia y calidad (Kalhoro et al., 2023).

1.2 Aditivos en el yogurt

Un aditivo es toda sustancia afiadida de manera intencionada al alimento con fines
tecnolégicos, incluidos los organolépticos, en sus fases de elaboracién, preparacion,
fabricacién, tratamiento, envasado, empaquetado, almacenamiento o transporte (NTE INEN-
CODEX 192, 2016).

Para mejorar la calidad del yogurt y prolongar su vida Gtil se utilizan sustancias quimicamente
sintetizadas o naturales como aditivos alimentarios; los cominmente empleados en el
procesamiento del yogurt son emulsionantes, espesantes, saborizantes, colorantes,
edulcorantes, reguladores de acidez y conservantes, aunque su seguridad es uno de los
temas mas importantes en la ciencia nutricional (Jiang et al., 2022). Los aditivos deben
agregarse de conformidad con la legislacion nacional e internacional de acuerdo a la ingesta
diaria admisible que representa la cantidad de consumo diario de una sustancia sin ningan

riesgo, incluso durante toda la vida (Zamani Mazdeh et al., 2017).

1.2.1 Conservantes en el yogurt

Generalmente, se emplean conservantes quimicos sintéticos y naturales para prevenir la
degradacién microbiologica del yogurt. De acuerdo al Codex Alimentarius, los conservantes
guimicos permitidos en el yogurt son del grupo de los sorbatos y benzoatos, mientras que

como conservante natural estd la nisina (Tabla 1).
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SIN Conservante Dosis maxima
Sorbatos
E200 Acido sérbico 1000 mg/kg
E202 Sorbato de potasio como acido soérbico
E203 Sorbato de calcio
Benzoatos
E210 Acido benzoico 300 mg/kg
E211 Benzoato de sodio como acido benzoico
E212 Benzoato de potasio
E213 Benzoato de calcio
E234 Nisina 500 mg/kg

SIN: Sistema Internacional de Identificacion adoptado por la Union Europea

(Codex Alimentarius, 2003)

- Acido sérbico
El &cido sérbico es un compuesto organico de estado sélido incoloro aplicado ampliamente
en la industria alimentaria como conservante debido a su alta estabilidad, solubilidad y
facilidad de uso. Se aplican con mas frecuencia las sales de acido sorbico como el sorbato
de potasio y el sorbato de calcio en su forma acida porque son mas solubles en agua, actian
a un pH menor a 6,5. El espectro de accién del sorbato de potasio es amplio contra bacterias,
mohos y levaduras, entre ellos, estan los microorganismos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas cepacia Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus niger, y Penicillium notatum (Dehghan et al., 2018). No obstante, factores como
temperatura, pH, combinacion de alimentos, actividad acuosa, diversos metales y otros
aditivos en los alimentos pueden influir en la estabilidad del compuesto. Ademas, el sorbato
es inestable y se degrada en el contenido de agua de los alimentos pues se ha observado
gue los alimentos almacenados a 30°C por 3 meses pierden el 35% del compuesto y a los 40

dias almacenados a 35°C se pierde hasta un 25% (Dehghan et al., 2018).

- Acido benzoico
El 4cido benzoico es un compuesto organico presente en estado sélido inodoro o con un
ligero olor a benzaldehido, ligeramente soluble en agua. Las sales del 4cido benzoico como
el benzoato de sodio, benzoato de potasio y benzoato de calcio actian como agentes

antifingicos y suelen ser empleados en la industria alimentaria (National Center for

Thalia Gabriela Jachero Siguencia — Grace Alexandra Pinto Alvarez



UCUENCA 15

Biotechnology Information, 2023). Sin embargo, los benzoatos se ven afectados por el pH, ya
gue, a mayor pH, disminuye la eficacia del conservante, por lo que, se requiere aumentar la

concentracion para ejercer su actividad contra bacterias y levaduras (Robinson, 2014).

El uso de sorbatos o benzoatos en el yogurt depende de la industria de produccion, algunas
marcas de yogurt optan por mezclas de conservantes debido al alto costo del sorbato de
potasio y el sabor astringente poco agradable que presenta el benzoato de sodio, ademas en
combinacién estos dos conservantes potencian la efectividad antimicrobiana (Medina, 2012;
Loyola, 2021).

- Nisina
La nisina es un antibiético policiclico y peptidico, sintetizado de forma natural por Lactococcus
lactis y Streptococcus lactis a partir de una fermentacion en medio 4cido modificado. La
molécula exhibe su mayor estabilidad bajo condiciones acidas y es mas soluble a pH bajo.
Su accion inhibitoria es de bajo espectro, actuando contra bacterias Gram positivas, pero no

contra hongos, levaduras ni bacterias Gram negativas (Cabrero, P et al., 2019).

1.2.2 Efectos de los conservantes en la salud

El uso extensivo de sales de benzoato y sorbato para la conservacion de alimentos
inicialmente se consideraba seguro, pues para establecer los niveles maximos de estos
aditivos se realizaron estudios que garantizaban inocuidad (Andersen & Narir, 2001). Pero a
lo largo de los afios se ha discutido su seguridad gracias a avances tecnoldgicos que permiten
investigar el dafio a nivel de células y tejidos (Piper et al., 2017).

Se ha observado que el sorbato de potasio puede presentar efectos secundarios nocivos en
la salud como urticaria, alergia y asma cuando su ingesta supera los limites autorizados. La
ingesta a dosis elevadas provoca alteraciones cromosémicas en los linfocitos (Piper & Piper,
2017).

El grupo de los benzoatos se ha caracterizado por la presencia de reacciones de
hipersensibilidad, debido a que inducen la liberacion de histamina del cuerpo generando
urticaria crénica, granulomatosis orofacial y asma bronquial (Collado, R et al., 2019).

El benzoato de sodio puede tener efectos teratogénicos en el embrion manifestandose en
deformidades craneofaciales. Las malformaciones mas comunes son la hipoplasia
mandibular y la deformacion de la columna vertebral entre ellos esta la escoliosis y los
defectos del tubo neural (Piper & Piper, 2017). Otros impactos severos incluyen alteraciones
en los factores de crecimiento, expresion génica, el ciclo celular y las deformaciones durante
el nacimiento. El benzoato de potasio inhibe la sintesis intracelular de proteinas y ADN a dosis

menores de 100 pg/mly mayores a 500 pg/ml. En dosis de 200 y 500 pg/ml hay un aumento
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de anomalias cromosodmicas, intercambios de cromatidas hermanas y prevalencia de
micronucleos en las células humanas (Sambu et al., 2022).

De acuerdo a un estudio, donde se evalué si la ingesta de aditivos alimentarios artificiales
afectaba el comportamiento infantil en nifios de 2 a 9 afios, se determiné que el consumo de
benzoato de sodio en la dieta produce un aumento en la hiperactividad en los nifios (McCann
et al., 2007).

1.3 Lactobacillus spp.

El género Lactobacillus se clasifica en el filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales y
familia Lactobacillaceae. Dentro de la familia Lactobacillaceae, el género Lactobacillus
representa el grupo mas grande y diverso contando con 261 especies (Zheng et al., 2020). El
género Lactobacillus spp., pertenece al grupo de bacterias acido lacticas (BAL). Se
caracterizan por su forma bacilar Gram positivo, anaerobio, aerotolerante o microaeréfilo, no
esporulado, no mévil, no posee la enzima catalasa ni la oxidasa (Ramirez et al., 2011). Sus
colonias en agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) son de aspecto circular, convexas o planas,
de borde entero con una ligera elevacion y de coloracion blanquecina (Morales-Nolasco et al.,
2019).

Segun la fermentacibn de la lactosa se clasifican en homofermentativas vy
heterofermentativas. El producto principal del primer grupo es el acido lactico mientras que
para el segundo grupo es el &cido lactico y etanol con generacion de dioxido de carbono (CO,)
(Parra, 2010). Para la fabricacion del yogurt Ginicamente se emplean cepas de bacterias acido

lacticas homofermentativas.

1.3.1 Fermentacion homofermentativa
En la clase de bacterias homofermentativas se encuentran los géneros Lactococcus,

Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus y algunas especies de Lactobacillus tales como:
acidophilus, lactis, thermophilus, helveticus, delbrueckii subsp delbrueckii, delbrueckii subsp
bulgaricus y delbrueckii subsp lactis. Estas bacterias poseen la enzima hexosa isomerasa y
aldolasa, pero carecen de la fosfocetolasa (Parra, 2010). Este grupo utiliza la ruta Embden
Meyerhoff Parnas (EMP) (Figura 1), la cual cataboliza la glucosa a piruvato en condiciones
de respiracién aerobia, anaerobia y fermentacién (Carroll, K et al., 2016). Esta via convierte
1 mol de glucosa en 2 moles de &cido lactico, representando una cantidad mayor al 85% de
este acido a partir de la glucosa (Parra, 2010).

En la via de Embden hay cuatro reacciones de fosforilacién del sustrato que acompafian la
conversion de la triosa — fosfato a dos moléculas de piruvato mediante un proceso oxidativo

en el cual se forma en el primer paso metabdlico nicotinamida adenina dinucleétida (NADH),
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gue se convertira a NAD+ para que continle la fermentacion. La reduccion directa de piruvato
por NADH produce lactato como producto terminal de la fermentacion (Carroll et al., 2016).

Como resultado de la homofermentacion también se generan compuestos que atribuyen
sabor al yogurt generados a partir de la lipdlisis de la grasa de la leche y las transformaciones
microbioldgicas de la lactosa y el citrato. Mas de 100 compuestos volatiles, incluidos
compuestos carbonilicos, alcoholes, acidos, ésteres, hidrocarburos, compuestos aroméaticos,
compuestos que contienen azufre y compuestos heterociclicos, se encuentran en el yogurt

en concentraciones bajas o trazas (Cheng, 2010).

Ocurre fosforilacion de la glucosa a expensas de
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1.4 Participacién de Lactobacillus en la fabricacion de yogurt

Las bacterias del acido lactico, particularmente del género Lactobacillus, han sido
involucradas y empleadas en la microbiologia de los alimentos, especialmente en la
fermentacion de la leche, debido a su alto potencial para producir metabolitos importantes y
mejorar la calidad nutricional del producto, es decir, el empleo de un cultivo iniciador actia a
través de reacciones bioguimicas para provocar la formacion de la cuajada y el desarrollo de
los componentes organolépticos y bioactivos (Le Roy et al., 2022).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
el yogurt se produce mediante la fermentacion de la leche con dos bacterias productoras de
acido lactico viables, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (L. bulgaricus) y
Streptococcus thermophilus (S. thermophilus). Sin embargo, los cultivos iniciadores de yogurt
también pueden incluir otros microorganismaos, como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus jugurti, Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium bifidus y Bifidobacterium infantis (Sfakianakis & Tzia, 2014). La
seleccion de los cultivos iniciadores es uno de los factores mas importantes en la
determinacion de las caracteristicas tecnoldgicas y organolépticas de los alimentos lacteos
fermentados.

Las marcas de yogurt que se expenden a nivel nacional suelen contener una combinacion de
L. bulgaricus y S. thermophilus los cuales muestran sinergia en el entorno de la leche y como
resultado permiten un mayor metabolismo de la lactosa y produccion de &cido lactico y otros
metabolitos en comparacion del metabolismo individual de cada uno (Vedamuthu, 2006;
Walstra et al., 2006). L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus como cultivos
iniciadores de yogurt generalmente se adicionan en una proporcién de 1:1 o 1:2. Las
diferentes proporciones de cultivos iniciadores tienen un efecto significativo sobre el tiempo

de fermentacion, el pH, la viscosidad y otras caracteristicas del producto (Dan, et al, 2023).

Durante la incubacion entre 43 - 45 °C el crecimiento del cultivo iniciador da como resultado
un aumento en el contenido microbiano del sistema de 108 a 10'° UFC/g. Los compuestos
carbonilicos formados durante la fermentacién son principalmente acido lactico, acetaldehido,
sulfuro de dimetilo, 2,3-butanodiona, 2,3-pentanodiona, 2-metiltiofeno, 3-metil-2-butenal, 1-
octen-3-ona, trisulfuro de dimetilo, 1-nonen-3-ona, 4cido acético, metional, (cis, cis)-nonenal,
2-metil tetrahidrotiofen-3-ona, 2-feniacetaldehido, acido 3-metilbutirico, acido caproico y
benzotiozol (Sfakianakis & Tzia, 2014). Estos compuestos contribuyen al sabor distintivo del
yogurt.

Por lo general, cuando se alcanza un pH de 4,6 se finaliza la fermentacién del yogurt ya que
la caseina esta en forma solubilizada y se crea la matriz de gel del yogurt (Muncan et al.,

2020). Una vez que el pH del yogurt alcanza el valor de 4,7 - 4,3, el yogurt se enfria a unos 5
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°C para inhibir el crecimiento y detener el metabolismo del cultivo iniciador (Sfakianakis &
Tzia, 2014).

Durante la incubacion los lactobacilos también intervienen en las caracteristicas de calidad
de los productos fermentados a través de capacidades biosintéticas especificas, como la
sintesis de hidrocoloides espesantes (exopolisacaridos) que permiten producir yogures con
propiedades reolégicas mejoradas (Torino et al., 2015).

Como producto de la fermentacion también se disminuye la inmunorreactividad de las
proteinas al hidrolizar epitopos de B-lactoglobulina y las caseinas, evitando el reconocimiento
por inmunoglobulina E (IgE) de pacientes alérgicos, este fendmeno se ha estudiado en
proteinas de leche hidrolizadas por Lactobacillus fermentum y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (Zheng et al., 2013; Pescuma et al., 2015). Asi mismo, la actividad
microbiana sobre la lactosa y lipidos, permite no sélo la generacion de un producto de mayor
rigueza aromatica, sino también la obtencién de un producto final mas facilmente absorbible
por el organismo humano, lo que redunda en notables beneficios de caracter nutricional (Tojo
et al., 2006).

1.5 Viabilidad de Lactobacillus
Para que los efectos beneficiosos de los probiéticos se produzcan en los consumidores es

necesario que las bacterias se encuentren viables en el producto y sean capaces de superar
las barreras fisiol6gicas del estbmago (acidez gastrica) e intestino delgado (accién bactericida
de sales biliares), que alcancen el colon y lo colonicen, dando lugar a una microbiota
bacteriana adecuada para la salud (Tojo et al., 2006). Se ha estudiado la viabilidad de estas
bacterias mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), en individuos
sanos que consumieron durante 10 dias leche fermentada con L. bulgaricus y S.
thermophilus, confirmando la viabilidad de la bacteria a lo largo del tracto intestinal pues se
identificaron estos microorganismos en heces en una concentracion de 5 x 10° UFC/g;
(Hernandez, 2005). Otros estudios realizados in vitro donde se simuld las condiciones del
sistema gastrointestinal también demostraron la viabilidad de Lactobacillus spp. (Lo Curto et
al., 2011).

Otro factor importante es la concentracion de bacterias acido lacticas presentes en diferentes
productos comerciales de yogurt pues deben ser constantes en el tiempo en un rango de 10°
a 108 UFC/g, que es la concentracion recomendada por la FAO/OMS (2010) (Gueimonde et
al., 2004). Diferentes estudios han demostrado que la concentracion de bacterias acido
lacticas disminuye entre un 7 al 33 %, aunque los recuentos al final del almacenamiento
suelen mantenerse en el rango establecido. Por ejemplo Othman, et al. (2017) registré un

cambio en los conteos viables de S. thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus en yogurt
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durante la fabricacion y el almacenamiento (Figura 2); los cultivos aumentaron ligeramente
hasta los dias 5 y 7, luego disminuyé lentamente hasta el final del periodo de
almacenamiento, no obstante la supervivencia de probidticos del yogurt fue satisfactoria pues
los recuentos microbianos permanecieron estables con valores alrededor de 10°a 108 UFC/g

durante todo el periodo de almacenamiento.
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Figura2. Recuento medio de S. thermophilus, L. bulgaricus y L. acidophilus en muestras de

yogurt a lo largo de su almacenamiento refrigerado (Tomado de: Othman et al., 2017).

En general, la viabilidad de las bacterias probiéticas depende del tipo de cepa, las condiciones

de almacenamiento y la combinacién de cultivos iniciadores (Mani-Lopez et al., 2014).

Por otro lado, varios estudios han analizado el efecto de los conservantes sobre las bacterias
acido lacticas sefalando que tanto el sorbato de potasio como el benzoato de sodio ejercen
un efecto negativo sobre el crecimiento de bacterias acido lacticas como las cepas de S.
thermophilus y L. bulgaricus. Este comportamiento se debe a que el sorbato inhibe las
deshidrogenasas involucradas en la oxidaciébn de &cidos grasos (Escobar, 2019),
ocasionando la acumulacion de acidos grasos B-insaturados que son productos intermedios
en el metabolismo lipidico. Otro mecanismo estd asociado a los dobles enlaces que posee,
los cuales interfieren con la actividad catalitica de las enzimas responsables del crecimiento

microbiano (Quispe et al., 2010).

1.6 Efectos de Lactobacillus spp. en la salud
Existen claras evidencias de los efectos nutricionales, preventivos y terapéuticos de los

probiodticos (L. casei rhamnosus LGG, L. casei, L. reuteri, L. plantarum, L. salivaris, L.
johnsonii, B. bifidum, S. thermophilus) en las enfermedades del tracto gastrointestinal como
la diarrea aguda de origen viral, bacteriana, post antibiéticos y quimioterapicos, en la

intolerancia a la lactosa, alergia a los alimentos, colitis, sindrome del colon irritable,
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enfermedad inflamatoria intestinal, inhibicion de la colonizacion gastrica y actividad de
Helicobacter pylori, estrefiimiento e incluso cancer. Sin embargo, el papel principal de los
probioticos es la capacidad de modular la microbiota intestinal (Bourrie et al., 2016).
Diversos estudios evidenciaron como los lactobacilos probidticos promueven el crecimiento
de bacterias beneficiosas contra microorganismos dafinos, como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella entérica serotipo Typhimurium,
Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa y Yersinia enterocolitica
(Bourrie et al., 2016).

Las diferentes cepas de Lactobacillus tienen especificidades hidroliticas para las proteinas vy,
en consecuencia, pueden liberar péptidos bioactivos diferentes, dependiendo del tipo de
proteina utilizada como sustrato por las bacterias. En el caso de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus genera péptidos bioactivos con actividad antioxidante e inmunomoduladora
(Raveschot et al., 2018). Se ha encontrado oligosacaridos funcionales generados a partir de
la fermentacion acido lactica con una efectividad en la prevencién de las caries dentales,
facilitacion de la absorcion de minerales, propiedades antioxidantes, mejora de la inmunidad

y como reguladores alternativos de la glucosa en sangre en diabéticos (Patel y Goyal, 2011).

1.7 Funcidn de Lactobacillus spp. en la seguridad de los alimentos
Las tecnologias de fermentacién tienen una importancia considerable para la industria

alimentaria porque contribuyen a la conservacion de los productos alimenticios prolongando
su vida atil al mismo tiempo que les proporcionan las propiedades sensoriales deseadas.
Durante la fermentacidén, los metabolitos de las BAL inhiben el desarrollo de microflora
indeseable y la formacién de compuestos desfavorables, este es un fenémeno muy deseable,
porque esta relacionado con la posibilidad de reducir la adicién de conservantes quimicos a
los alimentos (Smiechowska et al., 2018). La actividad antimicrobiana de las BAL esta
vinculada a la disminucion del pH debido a su metabolismo fermentativo y a la produccion de
metabolitos inhibidores (Delavenne et al., 2013).

La accidén antimicrobiana se genera mediante un sinergismo entre compuestos como acidos
organicos, peréxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas, que pueden inhibir el crecimiento
de bacterias y hongos (Sanam et al.,, 2022). Aunque, la variedad y concentracion de
metabolitos sintetizados y por ende su efecto depende de las cepas microbianas, las

condiciones de cultivo y las condiciones de procesamiento (Aggarwal et al., 2022).

- Acidos orgéanicos
El principal mecanismo de inhibicion de patégenos esta relacionado por la secrecion de varios
acidos orgéanicos, como el acido lactico, el acido formico y el acido acético, que reducen el

pH del medio, inactivando gradualmente a las bacterias a medida que el pH desciende (Guo
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et al., 2017). Los acidos organicos tienen mudltiples actividades inhibidoras, incluida la
competencia energética, la acumulacion de aniones intracelulares (que aumenta la presion
osmdtica intracelular), los efectos de membrana, la inhibicibn de la sintesis de
biomacromoléculas y efectos de pH intracelular (Gao et al., 2019). De acuerdo a la teoria del
acido débil, que se basa en la accion lipofilica de los &cidos débiles cuando no estan
disociados, estos actian ingresando a la célula bacteriana a través de la membrana
plasmética y se descomponen en iones a pH alto, provocando la acidificacion del citoplasma.
Este proceso, puede alterar el metabolismo celular al dafiar las enzimas, inhibir la sintesis de
proteinas, destruir el material genético, interrumpir la absorcion de nutrientes, dafar la

subestructura y por lo tanto la funcioén de la pared celular (Li et al., 2014).

- Biosurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas poliméricas sintetizadas durante el registro tardio o la fase
estacionaria temprana del ciclo de crecimiento de un organismo y se secretan
extracelularmente o se unen a la pared celular. Los principales incluyen moléculas anfifilicas
gue comprenden restos hidrofébicos (acidos grasos o cadena hidrocarbonada) e hidrofilicos
(polisacaridos, péptidos o acidos) para proporcionar propiedades activas de superficie y de
emulsificacion que reducen la tension interfacial en la superficie. Esta propiedad anfifilica
interfiere en la formacién de biopeliculas preformadas y previene la formacion de biopeliculas
por parte de microorganismos patégenos (Satpute et al., 2016). Estos también interrumpen
la integridad de la membrana celular y la salida del contenido citoplasmatico de los patégenos
(Aggarwal et al., 2022).

- Bacteriocinas

Otro mecanismo con accién inhibitoria contra bacterias patégenas es la produccion de
bacteriocinas, que constituyen un grupo diverso de péptidos antimicrobianos que se sintetizan
en los ribosomas. Los mecanismos antimicrobianos de las bacteriocinas incluyen un aumento
en la permeabilidad de la membrana celular, la formacién de poros en la superficie de las
membranas celulares, un cambio en el gradiente de pH transmembrana, la disipacion del
potencial de la membrana citoplasmatica y la destruccion de la integridad de la membrana
celular (Ibrahim et al., 2021). La consecuencia de estos procesos es la pérdida del contenido
celular y finalmente, la muerte celular.

Las bacteriocinas varian en su peso molecular, estructura y actividad; se han clasificado en
tres clases: bacteriocinas o lantibioticos de clase | termoestables (nisina, mersacidina,
lacticina) que se modifican mucho después de la traduccion; bacteriocinas de clase Il estables
al calor (lactacina F, lactococina G, pediocina PA-1, sakacina A) que no se modifican luego

de la traduccién; y bacteriocinas de clase lll termolabiles (colicinas, megacinas, enterolisina,
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helveticina I) (Negash & Tsehai, 2020). El espectro bacteriano de las bacteriocinas son las
bacterias Gram—positivas, excepto los de clase Ill y de la subclase lla que tienen actividad
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Kumariya et al., 2019). Dado su espectro
estrecho a amplio contra el crecimiento bacteriano, se ha propuesto su uso terapéutico como
antimicrobianos de proxima generacion para controlar la amenaza global de organismos

infecciosos resistentes a los medicamentos (Soltani et al., 2020).

- Pero6xido de hidrégeno
El peréxido de hidrégeno producido por muchas bacterias, incluidas las BAL también se ha
asociado al efecto antimicrobiano, aunque se requiere de oxigeno como sustrato esencial
para la produccién de H2O,. Se ha observado que el peroxido de hidrégeno es sintetizado por
ocho cepas diferentes de L. johnsonii y L. gasseri mata la Salmonella entérica serovar
Typhimurium (Pridmore et al., 2008). Su actividad antimicrobiana se basa en su poder
oxidante. De esta forma, reacciona con grupos sulfhidrilo, dobles enlaces en proteinas y

lipidos afectando por lo tanto la membrana citoplasmatica (Lépez et al., 2023).

1.8 Aplicaciones de los posbio6ticos

Los metabolitos bioactivos a los que se denomina posbidticos son los acidos orgéanicos,
acidos grasos de cadena corta, carbohidratos, péptidos antimicrobianos, enzimas, vitaminas,
cofactores, compuestos de sefializacion inmunitaria y agentes complejos (Moradi et al.,
2019). Los productos posbibticos son generalmente mas convenientes que los probiodticos
debido a las ventajas industriales, ya que son estables en un amplio rango de pH vy
temperatura, a menudo no requieren cadena de frio, mayor vida Gtil y poca interaccién con
las matrices alimentarias (Barros et al., 2020). Por tales motivos se puede encontrar un uso
notable en el perfil de seguridad alimentaria, por ejemplo, bioconservacion, envasado y
eliminacién de biopeliculas (Aggarwal et al., 2022).

La bioconservacién ha sido descrita como una alternativa sustentable, segura y ecoldgica,
por lo que ha existido una creciente demanda de estudios que esclarezcan las principales
estrategias de aplicacion y mecanismos de accion, especialmente para su uso en productos
lacteos, carnicos y productos de origen vegetal para prevenir el deterioro microbiano de los
alimentos y mejorar su vida util (Hernandez et al., 2022). Los productos lacteos especialmente
pueden beneficiarse de la bioconservacion, ya que la viabilidad de las cepas probiéticas

puede verse afectada por factores extrinsecos o intrinsecos (Aggarwal et al., 2022).

En cuanto a los envases, dado que el deterioro de la mayoria de los alimentos se produce
desde el exterior por la accion de microorganismos patdégenos, los posbiéticos tienen un gran

potencial de aplicacion en la conservacion de alimentos a través de su uso en envases
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activos, a modo de recubrimiento formando una fina capa polimérica con posbiéticos en la
superficie del alimento (Moradi et al., 2020). Esto se ha aplicado en carnicos utilizando
directamente el recubrimiento posbiético (Aggarwal et al., 2022). Por ejemplo, Yordshasi et
al. (2020) prepararon un polvo liofilizado que contenia posbioticos derivados de Lactobacillus
plantarum ATCC 14917, que se incorpor0 en nanocelulosa bacteriana para desarrollar un

nanopapel antimicrobiano para envolver carne molida.

Los poshiédticos también se pueden utilizar como desinfectantes en las industrias alimentarias
(Moradi et al., 2020). Su potencial uso se debe a que cada metabolito tiene un mecanismo de
accioén particular afectando diferentes etapas de la formacién de biopeliculas bacterianas
(Moradi et al., 2020). Se ha demostrado que Lactobacillus acidophilus LAS5, Lactobacillus
casei 431 y Lactobacillus salivarius tienen efecto antimicrobiano sobre la biopelicula formada
por L. monocytogenes en las superficies de poliestireno (Homayouni et al., 2021).

Los posbidticos también muestran un enorme potencial como componentes de alimentos
funcionales pues presentan actividad inmunomoduladora, antimicrobiana y anticancerigena.
Ademds, provoca reduccion de la inflamacion, estrés oxidativo, reduccién de la presion
arterial, nivel de colesterol y peso corporal (Figura 3) (Aggarwal et al., 2022). Los hallazgos
de los nuevos estudios de respuesta bidtica de metabolitos o de interacciones entre el
huésped y el poshiético pueden apuntar en un futuro a nuevas aplicaciones en areas como
la farmacéutica y cosmética (Nataraj et al., 2020). En el area clinica los organismos
genéticamente modificados son muy prometedores como microorganismos progenitores de
posbidticos por lo que tienen potenciales aplicaciones que requieren mayor investigacion
(Salminen et al., 2021).
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Figura 3. Representacion esquemaética de varios beneficios para la salud de los posbi6ticos

(Tomado de: Nataraj et al., 2020).

1.9 Contaminacién microbiolégica del yogurt y actividad antimicrobiana de
Lactobacillus
La calidad bacteriologica del yogurt esta influenciada por la flora inicial de la leche cruda, las
condiciones de procesamiento y la contaminacion posterior al tratamiento térmico. Debido a
condiciones insalubres, existe la posibilidad de contaminacién microbiana, que puede tener
efectos graves en la salud del consumidor (Ghajarbeygi et al., 2016). La leche cruda como
componente principal del yogurt, contiene una gran cantidad de microorganismos que
provienen del proceso de ordefio. Estos microorganismos suelen causar deterioro del yogurt
y patogenia a los consumidores, por lo que la pasteurizacion es la mejor manera de lidiar con
este problema. Sin embargo, aunque una adecuada pasteurizacion elimina a bacterias como
Escherichia coli, otras como las bacterias psicotropicas que causan el deterioro de los
productos lacteos a través de sus enzimas extracelulares (proteasas y lipasas) pueden resistir
la pasteurizacion. Las especies comunes de bacterias psicotrépicas que se asocian a menudo
con la leche cruda son Bacillus, Staphylococcus, y Pseudomonas spp. (Hill & Kethireddipalli,
2013; Jiang, 2022). Luego de la pasteurizacion, al disminuir la temperatura a 7°C las bacterias
psicotrépicas tienden a reproducirse de tal manera que se constituyen como un peligro
biol6gico potencial intrinseco para el yogurt (Jiang, 2022). Por otro lado, el tiempo de

fermentacion prolongado se ha relacionado con una mayor tasa de contaminacion por
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microorganismos dafiinos como mohos y levaduras (Alline et al., 2018). A pesar de las nuevas
tecnologias de fabricacion, algunos productos lacteos como el yogurt pueden servir como

vehiculo de varios patégenos transmitidos por los alimentos (Frazier y Westhoff, 1992).

1.9.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es uno de los patégenos mas importante en la leche y sus derivados.
Su presencia se debe a un procesamiento, manipulacién y envasado poco higiénico
(Mohamed & Mazyed, 2015).

La intoxicacién alimentaria estafilocicica se caracteriza por dolores abdominales, nauseas,
vomitos y diarrea. Las lesiones a las mucosas se presentan a nivel de la parte superior del
intestino delgado y del estbmago. Estas estan asociadas con la presencia de bordes en cepillo
rotos y criptas agrandadas en el yeyuno e infiltracion de neutréfilos en el epitelio y corion o
lamina propia (Ahmad-Mansour et al., 2021). La emesis es inducida por la interaccion de las
enterotoxinas con los mastocitos en el corion, que provoca la liberacion de la 5
hidroxitriptamina (5 HT, precursor de la serotonina) e interactia con el nervio vago para
provocar la respuesta emética. La diarrea es causada por la inhibicién de la reabsorcién de
agua y electrolitos a nivel del intestino delgado (Fisher et al., 2018).

S. aureus es uno de los patbgenos mas comunmente transmitido por los alimentos, ademas
el surgimiento de S. aureus resistente a la meticilina ha resultado en una extensa bldsqueda
de métodos de inhibicién (Gao et al., 2019). Se ha determinado actividad inhibidora de BAL
contra S. aureus, donde Lactobacillus salivarius y Lactobacillus fermentum inhiben
eficazmente seis cepas de S. aureus, incluyendo tres cepas resistentes a la meticilina (Kang
et al., 2017).

1.9.2 Escherichia coli

Escherichia coli es otro patégeno transmitido por productos lacteos cuando la materia prima
no ha recibido un tratamiento térmico adecuado o ha existido una inadecuada manipulacion
y condiciones sanitarias deficientes durante la produccion. Su presencia es indicativa de una
contaminacion directa o indirecta de origen fecal (Guillén et al., 2014). Es causante de
gastroenteritis aguda, que se caracteriza por presentar un cuadro de menos de dos semanas
de evolucion de diarrea con un nimero de deposiciones anormales mayor o igual a 3 en 24
horas, que puede o no ir acompafado de dolor abdominal, fiebre y vomitos (Lucero, Y, 2014).
Se han llevado a cabo estudios de inhibicion de BAL sobre E. coli indicando que los
sobrenadantes de tres cepas de Lactobacillus acidophilus (KLDS1.0901, KLDS1.0902 y
KLDS1.1003) podrian inhibir E. coli ATCC 25922 (Du et al., 2016). Otras investigaciones
sobre el control de la proliferacion de E. coli 0157:H7 generé conclusiones similares (Gao et

al., 2019). También se ha determinado que la combinacién de cuatro BAL (L. acidophilus,
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Lactobacillus rhamnosus, L. casei y Lactobacillus plantarum) gener6 un mejor efecto de

inhibicién ante este patdgeno (Wang et al., 2013).
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2. Metodologia

2.1 Tipo de disefio de investigacién
El disefio de investigacién fue descriptivo y transversal.

2.2 Muestreo y tamafio de la muestra
Las muestras de yogurt se recolectaron en base a las marcas preferidas de consumo

reportados en el estudio de Escandén & Togra, 2017, siendo 4 marcas las cuales se codificd
como: TN, NT, AP y PC. De cada marca, se recolectd un producto para el aislamiento y
recuento de Lactobacillus spp. de cada uno de ellos, mediante un muestreo aleatorio simple
obtenido de diferentes establecimientos en la ciudad de Cuenca, Ecuador en el periodo
febrero a marzo del 2023. Cada producto seleccionado fue transportado en condiciones de

refrigeracion de 2 a 8 °C hasta el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Cuenca.

2.3 Materiales e Insumos
2.3.1 Insumos y reactivos para la técnica de recuento en placa por siembra en
profundidad e identificacion de Lactobacillus spp.
e Papel aluminio
o Papelfilm
e Cajas petri
e Cajas hipetri
e Jarras Gaspak: Marca Merck
e Tubos de ensayo de 10 ml
e Tipos de tapa rosca de 15 ml
e Pipetas volumétricas de 1,5y 10 ml
e Perade succion
e Lampara de alcohol
e Portay cubre objetos
o Pipeta automatica de 1000uL
e Agua destilada
e Caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS): Marca Merck
o Peptona de carne: Marca Merck
e Agar Bacto Simple: Marca Becton Dickinson
e Tiras reactivas de Oxidasa
e Peroxido de hidrégeno 3%

¢ Reactivos de la Tincion de Gram: violeta cristal, lugol, alcohol - acetona, safranina
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2.3.2 Equipos para la técnica de recuento en placa por siembra en profundidad e

identificacién de Lactobacillus spp.

Estufa Fanem Modelo: 002 CB

Contador de colonias Quebec

Cocineta eléctrica Mantua Modelo: 110V.2kwts. 84-4-B
Autoclave Trident Modelo: EA-632

Balanza electronica de precision Mettler Modelo: PC 440
Refrigeradora Indurama

Microscopio Olympus Modelo: CX21FS1

2.3.3 Insumos y reactivos para la técnica de microdilucién en caldo

Fundas ziploc

Lampara de alcohol

Recipientes estériles boca ancha de polipropileno
Tubos Falcon de 15 ml

Filtro de jeringa de acetato de celulosa estéril de 0,22um
Pipeta automatica de 1000uL

Pipeta automatica de 100uL

Pipeta automatica de 5-10uL

Pipeta automética de 10 — 100uL

Placas de microtitulacion de fondo plano: Marca Corning
Asa calibrada de 0,01 ml

Agua destilada estéril y no estéril

Caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS): Marca Merck
Agar Mueller Hinton: Marca Merck

Caldo Mueller Hinton: Marca Merck

2.3.4 Equipos para la técnica de microdilucién en caldo

Estufa Fanem Modelo: 002 CB
Densitémetro Erba Lachema
Criopreservador BIOBASE Modelo: BDF — 86V100

Cabina de seguridad bioldgica tipo 2 Labcongo Modelo: Clase Il Tipo A2

Cocineta eléctrica Mantua Modelo: 110V.2kwts. 84-4-B
Autoclave Trident Modelo: EA-632

Balanza electrénica de precision Mettler Modelo: PC 440
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e Refrigeradora Indurama
e Centrifuga Hettich Modelo: Universal 32R

e Estereomicroscopio Nikon

2.4 Métodos y técnicas de andlisis

2.4.1 Recuento en placa por siembra en profundidad de Lactobacillus spp.

El método de recuento en placa por siembra en profundidad se utiliza para determinar el
namero de microorganismos viables anaerobios facultativos o microaeréfilos en un medio
sélido tras la incubacién a una temperatura adecuada. La técnica de siembra en profundidad
consiste en mezclar el inéculo con el agar, donde pasado el tiempo de incubacion las colonias
se desarrollan tanto en la superficie como al interior del agar lo que permite el recuento de

UFC/g o ml de la muestra del producto alimentario (Alvarez, A et al., 2017).

Para el recuento de Lactobacillus spp. se emplea el agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) que
contiene proteosa peptona, extracto de carne, extracto de levadura y glucosa como fuente
nutritiva por su aporte de nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales. Para el crecimiento
bacteriano tiene monooleato de sorbitan, sales de magnesio, sodio y manganeso. Para la
inhibicion de bacterias Gram negativas actla el citrato de amonio y agar base como agente
solidificante (Martinez & Zhurbenko, 2018).

- Procedimiento
Para cada una de las muestras obtenidas de las marcas TN, NT, AP y PC se pes6 10 g del
producto y se llevé a 90 mL de agua de peptona 0,1% (p/v) homogenizando por 5 minutos y
se procedio a realizar diluciones seriadas hasta 10 en tubos que contenian 9 ml de agua de
peptona 0,1%. Se tomé 1ml de cada dilucion y se inoculé en el centro de la placa petri.
Posteriormente, se afiadio el agar MRS y las placas petri fueron incubadas a una temperatura
de 37 °C durante 48 horas en atmosfera de diéxido de carbono (CO,). Este proceso fue

realizado por duplicado para los 4 productos de yogures.
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Figura4. Esquema del proceso de la técnica recuento en placa por siembra en profundidad.
Fuente: autoras

2.4.2 Calculos para la determinacion de células viables de Lactobacillus spp.

El recuento del nimero de colonias de Lactobacillus spp. se realiz6 mediante el equipo de
contador de colonias y se consideraron las colonias de aspecto circular, convexas o planas,
de borde entero con una ligera elevacion y de coloracién blanquecina desarrolladas en el
medio MRS. Para determinar las UFC/g se aplico la normativa ISO 7889:2003 - IDF 117:2003,

donde se eligio las placas que tengan entre 15 y 300 colonias y se aplico la siguiente formula:

N = YC
" (n;+0,1n,)d

En donde:

N=es el valor numérico del nUmero de microorganismos caracteristicos por gramo de muestra
de ensayo.

2C = suma de las colonias contadas en todas las placas elegidas

ni = nimero de placas de la primera dilucion seleccionada

N, = numero de placas de la segunda dilucion seleccionada

d = dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos

2.5 Identificacion de Lactobacillus spp.

La identificacién de Lactobacillus spp. consistié en realizar tincion de Gram, prueba de la
catalasa y oxidasa de las colonias caracteristicas del microorganismo que tuvieron
crecimiento en el medio MRS, ya que este microorganismo se caracteriza por ser Gram

positivo de morfologia bacilar, no posee la enzima catalasa ni oxidasa.
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Preparar un frotis bacteriano

l

Cristal violeta (1 min)

}

Lugol (1 min})

!

Alcohol- acetona (30 s)

!

Safranina (1 min)

}

Observacion microscopica
100x

}

Interpretacion:
Gram (+): azul -violeta
Gram (-): rosa - rojo

Figura5.  Flujograma de la Tincion de Gram. Fuente: autoras

Prueba de Ia Tomar con un palillo Colocar en la gofa Interpretacion:
catalasa una colonia del WS de perdxido de mmmmm) Catalasa (+): presencia de burbujas
medio MRS hidrogeno y mezclar Catalasa (-): ausencia de burbujas

Figura6. Flujograma de la prueba de la catalasa. Fuente: autoras

Prueba de la Tomar con un palillo Colocar en la tira Interpretacion:
T una colonia del W reactiva de oxidasa mmssssp Oxidasa (+): azul a violeta
medio MRS y mezclar Oxidasa (-): incolora

Figura 7.  Flujograma de la prueba de la oxidasa. Fuente: autoras

2.6 Método de microdilucién en caldo
Este método evalla el efecto in vitro de un agente antimicrobiano mediante la determinacion

del crecimiento o inhibicién del microorganismo de estudio en presencia de concentraciones
del antimicrobiano, que se encuentran diluidas de forma seriada en un medio de cultivo.

Ademas, el método permite determinar si hay un efecto bacteriostatico (inhibicién del
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crecimiento) o bactericida (muerte del microorganismo) (Pérez & Rivas, 2021). En este
estudio, se consider6 que la concentracion minima inhibitoria (CMI), es la concentracién mas
baja del antimicrobiano ensayado que inhibe el crecimiento visible del microorganismo
ensayado, mientras que, para la concentracibn minima bactericida (CMB) es la menor
concentracion capaz de matar al 100% de la poblacién bacteriana.

El ensayo de microdilucion en caldo se llevo a cabo de acuerdo a la técnica de Danilova et
al. (2019) con algunas modificaciones. La metodologia se basa en utilizar como agente

antimicrobiano el sobrenadante de Lactobacillus spp. obtenido de un cultivo en caldo MRS.

2.6.1 Preparacion de los sobrenadantes
A partir de las colonias de Lactobacillus spp. aisladas en el medio MRS, se tomé entre 4 a 6

colonias y se suspendié en 5 ml de solucién salina estéril. La suspension se ajusto en el
densitdbmetro a una turbidez estandar de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) y se tom6 100
uL de ella, la cual se inocul6 en 15 ml de caldo MRS para ser incubado a 37 °C por 24 horas.
Este proceso se llevd a cabo para cada marca de yogurt y se inocul6é en 2 tubos de caldo
MRS por marca para obtener la cantidad adecuada de sobrenadante requerido para la técnica
de microdilucion en caldo.

Los cultivos resultantes se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 minutos y se separ6 el
sobrenadante del sedimento. Los sobrenadantes fueron recolectados en recipientes estériles
boca ancha de polipropileno y cada uno de ellos fue sometido a filtracion esterilizante a través
de un filtro de acetato de celulosa de 0,22 uym. Los sobrenadantes estériles se recolectaron
en tubos Falcon y se almacenaron a -80°C hasta su uso en el proceso de microdilucion en

caldo.

2.6.2 Preparacion de los microorganismos
Los microorganismos usados fueron Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli

ATCC 25922. Estos se sembraron en agar Mueller Hinton (MH) mediante la técnica de
agotamiento por estria y se incubaron entre 18 a 24 horas a 37 °C.

2.6.3 Preparacion del inéculo de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia

coli ATCC 25922.

La preparacion se realizd de acuerdo a la guia Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
MO7-A9. Se prepard el in6culo suspendiendo las colonias bacterianas individuales
precultivadas en agar MH en 5,0 mL de solucion salina estéril. La suspension se ajusto en el
densitébmetro a una turbidez estandar de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Dentro de los 15
minutos posteriores a la preparacion, se diluy6 la suspensién realizada en solucién salina
estéril para conseguir una concentracion de 5 x 10° UFC/mL. Este proceso se llevé a cabo en

tres dias diferentes. Para cada dia, se prepararon 4 tubos de 12 ml del in6culo a una
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concentracion de 5 x 10° UFC/mL, donde 2 tubos se designaron para la preparacion del
in6culo de S. aureus ATCC 29213y 2 tubos para el indculo de E. coli ATCC 25922.

Célculos de la diluciébn McFarland para la preparacion del inéculo de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922.

Formula: C1xV1=C2xV2

Datos Célculos

. V2 X C2
V1 ToC1

C1:1,5x10° UFC/mL. _12mL x (5 x 10° UFC/mL)

V2: 12 mL 1,5 x 108 UFC/mL
C2: 5 x 10° UFC/mL

V1= 0,04 ml (40 pL)

Donde:

V1: volumen de la solucidon mas concentrada

C1= concentracién de la solucién mas concentrada
V2= volumen de la solucién menos concentrada

C2= concentraciéon de la solucibn menos concentrada

Se diluyd el inoculo a 05 del estandar
McFarand (Tubo A)

Dentro de 15 minutos

Se tomo del (Tubo A) 40pL y se ajustd con
11,96 ml de solucion salina esterl (Tubo B)

Figura8.  Proceso para la dilucion del in6culo. Fuente: autoras

2.6.4 Técnica de microdilucién en caldo

Para esta técnica, se inoculd 100 yL de caldo MH en las columnas de la 1 a la 10. El
sobrenadante del cultivo de Lactobacillus spp. aislado de cada marca se descongeld a
temperatura ambiente para inocularlo tomando 100 pL en la columna 1 con la precaucion de
homogenizarlo adecuadamente. Luego se tomé 100 uL de la columna 1 y se inocul6 en la
columna 2 y asi sucesivamente hasta la columna 10, de forma que se realizaron diluciones

seriadas dobles por duplicado de cada marca de yogur (Figura 9). Posteriormente, se inocul6
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100 pl del cultivo bacteriano de concentracion 5 x 10° UFC/mL, obteniendo un volumen final
de 200 pl (columna 1-10).

Para el control positivo se inoculdé 100 uL de indculo bacteriano de S. aureus ATCC 29213 o

35

E. coli ATCC 25922 segun la placa de microdilucién correspondiente y se afiadié 100 yL de
caldo MH en los pocillos de la columna 11. Para el control negativo se inoculé 200 uL de caldo
MH en la columna 12 (Figura 10). Una vez inoculado, las placas de microdilucion se incubaron

a 37 °C por 24 h en aerobiosis. Este proceso se llevo a cabo en tres dias diferentes.

Columna 1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10
Concentracion del
sobrenadante de| 50 | 25 125 | 625 | 312 1,56 078 0,39 0,19 0,09
Lactobacillus spp.
(%)
Figura9.  Concentraciones del sobrenadante de Lactobacillus spp.
Diluciones seriadas CP CN
Marca 1 [ 2] 3 [ 4 1 58 [ & [ 7 ] 8 [ 9 | 10 1 12
TN A (100 pL de CMH + 100 pLASL- TN) + 100 pL IB
TN B 100 pL | 200 pL
NT c (100 pL de CMH + 100 pL ASL- NT) + 100 pL IB IB + CMH
NT D 100 pL
AP E (100 pL de CMH + 100 pL ASL- AP) + 100 pL IB CMH
AP F
PC G {100 pL de CMH + 100 pL ASL- PC) + 100 pL IB
PC H

CP: control positivo, CN: control negativo; CMH: Caldo Mueller Hinton
IB: In6culo Bacteriano S.aureus ATCC 29213 o E. coli ATCC 25922
ASL: alicuota del sobrenadante de Lactobacillus spp.

A-H: codificacién de la placa de microdilucion de 96 pocillos.

Figura10. Esquema de la placa de microdilucion

2.6.5 Determinacién de la CMly CMB

Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) se
realizé un cultivo en agar MH con un asa calibrada de 0,01 ml de las placas de microdilucion
de la columna 1 a la 3 o de aquellos pocillos sin aparente crecimiento caracterizados por
ausencia de turbidez. Se incubaron a 37 °C por 24 horas en aerobiosis.

Posteriormente, se realizdé un recuento de las colonias (n) que se desarrollaron en agar MH
(UFC/mL=n/0.01ml) para calcular el porcentaje de inhibicién, considerando como el 100% el
inéculo bacteriano inicial (5 x 10° UFC/mL) de la bacteria patdgena correspondiente en
relacion al recuento obtenido.

2.7 Manejo estadistico de datos
El manejo de datos se basé en estadistica descriptiva haciendo uso del programa Microsoft

Excel 2022, Windows 10. Segun sea pertinente, en cada caso se calculd la media, desviacion
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estandar y coeficiente de variacion para los porcentajes de inhibicién en base al crecimiento
de S.aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922. Ademas, se empleo diagramas de barras
para representar las concentraciones minimas inhibitorias, porcentajes de inhibicién de
acuerdo a la CMI y concentraciones minimas bactericidas obtenidas de cada Lactobacillus

spp. probado de cada marca de yogurt en los tres dias que se desarroll6 el experimento.
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3. Resultados y discusiones

Previo a realizar el recuento y la seleccion de colonias para su aislamiento se identifico las
pertenecientes al género Lactobacillus, donde las colonias fueron confirmadas mediante sus
caracteristicas y propiedades como forma de bastén, tincion de Gram positivo, catalasa

negativa y oxidasa negativa (Anexo B, C, Dy E).

3.1 Recuento en placa de Lactobacillus spp. de las marcas de estudio

La cuantificacién microbiolégica de Lactobacillus spp. difiere segun la marca comercial. La
marca TN presenta una mayor concentracion de Lactobacillus spp. con 4.85 x 10" UFC/g,
seqguido de la marca NT con 1.48 x 10% UFC/g, PC con 7 x 10° UFC/g y con una menor
concentracion esta AP con 1.08 x 10* UFC/g (Tabla 2, Figura 11).

Tabla 2. Resultado del recuento de Lactobacillus spp. de las marcas de estudio

Dilucién -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 Recuento
TN :
- 4.85x 10
Inicial | | | | | 47 3 UFC/g
Duplicado I I I I I 50 4
NT
- 1.48 x 10°
Inicial I I I 123 12 - - UFClg
Duplicado I [ [ 169 18 - -
PC
5
Inicial I | | 65 5 . ) 7x10
UFC/g
Duplicado I I I 75 7 - -
AP
Inicial | 106 12 - - - - 1.08 x 10*
UFCl/g
Duplicado I 110 10 - - - -

I: Incontable para Lactobacillus
-: Negativo para el crecimiento de Lactobacillus

Tras obtener los resultados del recuento en placa por siembra en profundidad (Anexo A), se
determiné que la marca TN presenta una concentracion mayor de Lactobacillus (Figura 11)
lo cual corresponde a que es la Unica marca que adiciona dos especies diferentes las cuales
se reportan en la etiqueta del producto como Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus
rhamnosus GG, mientras que en las marcas como NT, AP y PC emplean Unicamente
Lactobacillus bulgaricus, por lo que presentaron un recuento inferior. Aunque, para determinar
si cumple con el requisito establecido en la NTE INEN 2395: 2011 sobre la cantidad minima

de bacterias probidticas en el yogurt después de la fermentacién que corresponde a 10°
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UFC/g se requiere el recuento de otras bacterias acido lacticas como S. thermophilus. La
concentracion depende también de la proporcién de los cultivos iniciadores que las marcas
adicionan a su yogurty el tiempo luego de la fecha de elaboracion ya que existe una tendencia

a disminuir levemente hasta el final del periodo de almacenamiento (Othman et al., 2017).

) 4,85 x 107
1x10
7
1x10 1,48 x 106
7x 10
g 1x10°
(7]
@ 5
= Lo 1,08 x 10
S -
2 1x10
©
-
3 1x10°
o
Q 2
5 1x10
1x10
0
TN NT PC AP

Marcas de Yogures

Figura 11. Recuento de Lactobacillus spp. de las marcas de estudio

3.2 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria y bactericida
La determinacién de la concentracion minima inhibitoria del preparado posbiético de las

marcas TN, NT, AP y PC se realiz6 considerando que el contenido de metabolitos varia por
el genotipo de cada especie y el nicho de la cepa bacteriana de Lactobacillus, por lo que su

actividad inhibitoria difiere entre las marcas empleadas para el estudio (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas del

sobrenadante de las marcas de estudio

S. aureus ATCC 29213

Sobrenadantes Dia 1 Dia 2 Dia 3

de las marcas
de estudio CMB (%) CMI (%) CMB (%) CMI (%) CMB (%) CMI (%)

TN 25 12,5 25 12,5 25 12,5
NT 50 25 50 25 50 25
AP >50 50 >50 50 >50 50
PC 25 12,5 25 12,5 25 12,5
E. coli ATCC 25922
TN 25 12,5 25 12,5 25 12,5
NT 25 12,5 25 12,5 25 12,5
AP 50 25 50 25 50 25
PC 25 12,5 25 12,5 25 12,5

Se ha determinado que las cepas de una especie bacteriana especifica pueden mostrar un
grado notable de diversidad fenotipica y genotipica, lo que les permite adaptarse a una
variedad de condiciones como la disponibilidad de nutrientes, actividad antimicrobiana o
diversas condiciones de temperatura y pH que se aplican durante la produccion (Barraclough
et al., 2012; Ceapa et al., 2015). Ademas, el empleo de diferentes cepas con una diversidad
en su capacidad metabdlica también refleja las diferencias de caracteristicas como aroma,

sabor y textura de cada marca (Dhaisne et al., 2013).

Muchas de estas moléculas del metabolismo fermentativo estan parcial o totalmente
caracterizadas (Zhang et al., 2013; Ge et al., 2016), pero se ha asumido que cada cepa de
Lactobacillus es capaz de producir sus propios posbiéticos peculiares (Fuochi et al., 2019).
Desde esta perspectiva, los posbioticos preparados a partir de Lactobacillus spp. comprenden
metabolitos individuales con actividad antagonica diferente sobre los principales patégenos

transmitidos por los alimentos (Hernandez & Robles, 2020; Moradi et al., 2021).

De las placas de microdilucién se obtuvo la CMI por medio de inspeccién visual,
seleccionando los pocillos caracterizados por la ausencia de turbidez visible (Anexo F - P) y
mediante la determinacién del porcentaje de inhibicion en relacién al indculo bacteriano inicial.
De esta manera, se determiné que la concentracién minima inhibitoria del sobrenadante de

los Lactobacillus spp. se encuentra entre 125 - 50% (Figura 12), mientras que la

Thalia Gabriela Jachero Siguencia — Grace Alexandra Pinto Alvarez



UCUENCA 40

concentracion bactericida varia entre 25% a concentraciones superiores al 50% (Figura 13),
dependiendo la marca de yogurt. Las concentraciones inferiores a 12,5 % (6,25 %; 3,12%;
1,56%; 0,78%; 0,39%; 0,19% y 0,09%) no tienen actividad inhibitoria frente a S. aureus ATCC
29213 ni E. coli ATCC 25922, ya que los pocillos se visualizaban en el estereomicroscopio

muy turbios (+++) por el crecimiento microbiano similar al control positivo.

50 " S. gureus ATCC 29213
W E. coli ATCC 25922
12,5
6,25
0
TN NT AP

4]

M

CMI (%) de los sobrenadantes de Lactobacillus spp.

PC

Sobrenadante de Lactobacillus spp.

Figura12. Concentracion minima inhibitoria de los sobrenadantes de Lactobacillus spp. de las
marcas de estudio para S. aureus ATCC 29213y E. coli ATCC 25922

50 w5 gureus ATCC 29213
W E, coli ATCC 25922
25
12,5
6,25
™ NT AP PC

Sobrenadante de Lactobacillus spp.

de Lactobacillus spp.

.

CMB (%) de los sobr

Figura13. Concentracion minima bactericida de los sobrenadantes de Lactobacillus spp. de las
marcas de estudio para S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922

Los sobrenadantes del cultivo de Lactobacillus spp. aislados de las 4 marcas TN, NT, AP y
PC en concentraciones mayores al 12,5% evidentemente exhibieron actividad inhibitoria y

bactericida. La actividad antagdnica frente a S. aureus ATCC 29213 para el sobrenadante
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obtenido de Lactobacillus de TN como CMl es al 12,5 % y CMB al 25 %. Para el sobrenadante
de Lactobacillus de NT la CMI fue al 25% y la CMB al 50%. La CMI para el sobrenadante de
AP fue al 50% y la concentracibn minima bactericida se deduce que corresponde a
concentraciones mayores al 50%, debido a que no se obtuvo el efecto bactericida con las
concentraciones probadas. Por ultimo, para el sobrenadante de PC la CMI fue al 12,5% y la
CMB al 25% (Figura 12 y 13). Respecto a la actividad de Lactobacillus spp. frente a
Escherichia coli ATCC 25922, la CMI fue del 12,5 % y la CMB del 25% para el sobrenadante
libre de células de TN, NT y PC, mientras que para el sobrenadante de AP la CMI fue al 25%
y la CMB al 50% (Figura 12 y 13).

La CMI de 12,5% del sobrenadante de TN present6 una inhibicion de 98,8 + 0,17% para E.
coliy 99,77 + 0,16 para S. aureus (Figura 14, Tabla 4). Mientras que la concentracion minima

bactericida fue del 25% tanto para E. coli como para S. aureus.
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Tabla4. Porcentaje de inhibicién de la CMI del sobrenadante libre de células de Lactobacillus aislados del yogurt de las marcas de estudio
TN NT
CMI: 12,5% CMI: 12,5% CMI: 12,5% CMI: 25%
E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213 E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213
Concentracion Porcentaje de Concentracion Porcentaje de Concentracion Porcentaje de Concentracion Porcentaje de
(UFC/ml) inhibicion (UFC/ml) inhibicion (UFC/ml) inhibicion (UFC/ml) inhibicién
Dia 1 X 6,4 x 10° 98,71% 1,3 x10° 99,74% 3x10° 99,40% 5,8 x 10° 98,83%
Dia 2 X 6,2 x 10° 98,76% 2 x10? 99,96% 3x10° 99,40% 9,7 x 102 99,81%
Dia 3 x 5,3 x 10° 98,93% 2 x 10° 99,60% 2,3x10° 99,53% 1x10° 99,79%
X 98,8% X 99,77% X 99,44% X 99,47%
DS 0,17 DS 0,16 DS 0,12 DS 0,49
CcVv 0,18% Ccv 0,17% CcVv 0,12% CcVv 0,50%
AP PC
CMI: 25% CMI: 50% CMI: 12,5% CMI: 12,5%

Dia1x
Dia 2 x
Dia 3 x

E. coli ATCC 25922

Concentracién Porcentaje de

(UFC/ml) inhibicion
9,5 x 10? 99,81%
4,7 x 10? 99,91%
1,4 x 10° 99,72%
X 99,81%
DS 0,11
cV 0,11%

S. aureus ATCC 29213

Concentracién Porcentaje de

E. coli ATCC 25922

Concentracion Porcentaje de

(UFC/ml) inhibicion
6 x 102 99,88%
4,7 x 10° 99,91%
4,5x10° 99,91%
X 99,89%
DS 0,05
cVv 0,05%

(UFC/ml) inhibicion
6,2 x 10? 99,88%
1x10° 99,80%
1,1x10° 99,78%
X 99,81%
DS 0,09
cv 0,09%

S. aureus ATCC 29213

Concentracién Porcentaje de

(UFC/ml) inhibicion
8,7 x 10? 99,83%
3,7 x 10? 99,93%
1,5x 10° 99,70%
X 99,82%
DS 0,13
cv 0,14%

X: Media aritmética, DS: Desviacion estandar, CV: Coeficiente de variacion
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El yogurt de la marca TN presentd inhibicién con concentraciones mas bajas del preparado
posbiodtico para las dos bacterias patdgenas lo cual esta asociado al perfil metabdlico de cada
cepa como Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus rhamnosus GG pues se ha determinado
gue la combinacién de Lactobacillus genera mayor diversidad y concentracion de metabolitos

antimicrobianos.

Scillato, et al. (2021) determiné que los sobrenadantes libres de células de una combinacion
de tres especies de Lactobacillus presentan mayor efecto antagénico que como entidades
Unicas contra los aislados clinicos resistentes a multiples farmacos, incluido Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas tipo KPC,

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, entre otras (Figura 15).
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e —— C. albicans < —— C. albicans
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0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
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Figura 15. Actividad antimicrobiana in vitro de sobrenadantes libres de células (CFS) en cepas
patdgenas mediante analisis de curvas de tiempo de muerte. La linea de puntos gris
indica una disminucién de 10° UFC/ml frente al nimero inicial, mientras que la linea de

puntos azul indica un crecimiento de control general (Tomado de: Scillato, et al. 2021).

El andlisis de la concentracion minima inhibitoria y bactericida del sobrenadante libre de
Lactobacillus aislados de las marcas NT y AP muestra una concentracion mas baja para
generar efecto antagénico sobre E. coli ATCC 25922 en comparacion con S. aureus ATCC
29213 (Figura 12 y 13); es decir E. coli muestra mayor susceptibilidad a la actividad

antibacteriana del sobrenadante lo cual podria estar asociado a la presencia de acidos
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organicos que se producen durante el crecimiento celular de Lactobacillus. Se ha determinado
gue un cultivo de Lactobacillus spp. en caldo MRS de 18 horas de incubacion es capaz de
producir acido lactico en concentraciones superiores a 12,4 g/L, ademas de acido acético a
concentraciones superiores a 2,0 g/L (Poppi et al., 2015). Estos acidos organicos de cadena
corta exhiben una alta actividad antimicrobiana debido a la facil difusion de la forma no
disociada a través de las membranas celulares de patégenos (Li et al., 2014). Ademas, la
combinacién de los &cidos organicos ejerce un importante efecto sinérgico en la inhibicién de
Escherichia coli (Poppi et al., 2015). Para determinar la importancia de los acidos organicos
sobre la inhibicion de E. coli O157:H7 Poppi et al. (2015) probaron el efecto inhibitorio de los
sobrenadantes de varias cepas de Lactobacillus en medio MRS con la fraccion normalmente
acida y otra neutralizada con bicarbonato de sodio 3 g/L, en el que los resultados sugieren
gue el ajuste del pH resulta en una significativa pérdida de la actividad antagénica (Figura
16), por otro lado, también se demostré que la combinacién de cepas de Lactobacillus
mostraron mayor actividad inhibitoria hacia E. coli O157:H7 que los cultivos individuales

independientemente de la presencia o ausencia de bicarbonato de sodio.
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Figura16. Crecimiento de Escherichia coli 0157:H7 en medios con la fraccién neutralizada de
sobrenadantes de cultivos de Lactobacillus (A) y la fraccion acida de sobrenadantes (B)
de L. plantarum 11fb (o), L. delbruecki subsp. delbruecki 17bf (o), L. reuteri 18fa (A), L.
reuteri 19fa (V), L. plantarum 22c (<), L. casei subsp. pseudoplantarum 30b (I>), L. casei
subesp. pseudoplantarum 30c (<) y control (e) (Tomado de: Poppi et al., 2015).

Por otra parte, S. aureus requirié una concentracion mayor o igual al 25% del sobrenadante
de NT y concentraciones mayores al 25% del sobrenadante de AP para presentar inhibicion
(Figura 12), aunque de igual manera la actividad antibacteriana parece estar condicionada
por el pH, ya que los péptidos son mas bioactivos entre un pH de 2,0-6,0 pues al tener una
carga positiva se unen facilmente a la membrana de S. aureus (Watthanasakphuban et al.,

2016). Ademas, segun Yamamoto et al. (2016) los péptidos tienen efectos sinérgicos con los
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acidos organicos. Wang et al. (2022) determiné que las sustancias antibacterianas producidas
por Lactobacillus ocasionan poros de aproximadamente 1,4 a 2,3 nm en la superficie de la
membrana celular de S. aureus, lo gue da como resultado una mayor permeabilidad, fuga de
acido nucleico y proteinas intracelulares, despolarizacién del potencial de membrana,
produccion y acumulacién masiva de especies reactivas de oxigeno que resultan en dafio del

ADN y en ultima instancia, la muerte de la bacteria.

El sobrenadante obtenido de Lactobacillus aislado del yogurt NT present6 la concentracion
minima inhibitoria en 12,5% para E. coli ATCC 25922 generando una inhibicion del 99,44% +
0,12 y la accién bactericida se establecié en una concentracién del 25%, mientras que, para
S. aureus ATCC 29213 la CMI fue al 25% con una inhibicion del 99,47% + 0,49 y la CMB del
50% (Tabla 4).

El sobrenadante obtenido de Lactobacillus aislado de AP fue el que presenté menos actividad
antagdnica ya que se requiri6 mayor concentracién para generar inhibicion; la CMI fue del
25% para E. coli generando una inhibicion del 99,81% + 0,11 y la accion bactericida se
establecio en una concentracion del 50%. Para S. aureus la CMI fue al 50% con una inhibicion
del 99,89% + 0,05; aunque la concentracién bactericida no se detectdé en el rango de

concentraciones que se emplearon en la microdilucion (Tabla 4).

Otro punto a considerar es la actividad inhibitoria del sobrenadante de PC, siendo la CMI de
12,5% con un porcentaje de inhibicién 99,81% + 0,09 para E. coli ATCC 25922 y de 99,82%
+ 0,13 para S. aureus ATCC 29213 y la concentracion bactericida de 25% (Tabla 4, Figura
14), concentraciones que son relativamente bajas y comparables con el sobrenadante de

Lactobacillus de TN.

Las concentraciones minimas inhibitorias para E. coli ATCC 25922 varian entre el 12,5% al
25%, mientras que, para S. aureus ATCC 29213 el rango de la concentracion minima
inhibitoria varia entre el 12,5% al 50% del preparado posbiético de Lactobacillus spp. Estos
resultados son similares a los registrados en el ensayo de Arena et., al (2016), mediante el
cual a partir de sobrenadantes libres de células de diferentes cepas de L. plantarum
demostraron una inhibicion significativa al usar concentraciones del 25% del sobrenadante
sobre el crecimiento de E. coli O157:H7 que se redujo alrededor del 70 y 93 %, en

comparacion con el crecimiento de S. aureus que presentd reducciones de hasta el 99%.

Se ha indicado que existe una variabilidad de la actividad antimicrobiana de los
sobrenadantes de las marcas de estudio debido a factores como el propio genotipo, ademas

de la influencia de factores ambientales como el pH, tiempo de incubacién o fermentacion,
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temperatura, matrices alimentarias y la presencia de diversas sustancias que interfieren en la
supervivencia de algunas cepas de BAL y su actividad (Zapasnik et al., 2022). Ooi et al.,
(2021) indican que hay mayor actividad antimicrobiana con medios de crecimiento que
contienen glucosa o lactosa como fuente de carbono en comparaciéon con fructosa y sacarosa;
observandose también actividad antimicrobiana mas alta entre las 24 y las 30 h de incubacion

cuando se utilizé lactosa o glucosa como fuente de carbono (Figura 17).

1600

T 1400
S
g 1200
s 1000
2 800
©
= 600
E 400
<
200
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
I\ Time (h)

Figura 17. Efectos de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad antimicrobiana de
posbidtico: medio de crecimiento que contiene glucosa (e), lactosa (m), fructosa (#) y
sacarosa (A ) (Tomado de: Ooi et al., 2021).

Al establecer una relacion de la concentracién de posbibéticos segun el recuento de
Lactobacillus obtenidos en el yogurt con la concentracion de metabolitos en caldo MRS
empleado para la preparacion del sobrenadante, donde después de la incubacion (24 horas)
de Lactobacillus la concentracién fue mayor a 30x108 UFC/ml (equivalente a 10 McFarland),
lo cual es mas de 200 veces mayor al recuento de Lactobacillus obtenido de la marca TN e
incluso estableciendo una concentracién del 12,5% del sobrenadante se requiere aumentar
mas de 25 veces la concentracion de Lactobacillus en el yogurt para ejercer un efecto
antimicrobiano como el demostrado mediante este estudio. Sin embargo, se consideran otros
factores como el tiempo de incubacion, combinacién con otras bacterias acido lacticas, la
matriz alimentaria y temperatura de almacenamiento que generan una variaciéon en la
producciéon de metabolitos. A pesar de ello, se establece que se requieren mayores

concentraciones de Lactobacillus para ejercer actividad como bioconservante.

El uso de bacterias acido lacticas (probidticos) para aumentar la vida util y prevenir el deterioro
microbiano tiene ventajas sobre los aditivos quimicos como los sorbatos, pero presenta

desafios para la industria lactea. Un ejemplo en este sentido incluye el mantenimiento de la
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viabilidad, puesto que, Lactobacillus es sensible a condiciones ambientales adversas por lo
gue su uso como bioconservante es susceptible a perder su rendimiento con el tiempo de
almacenamiento (Homayouni et al., 2021). Otro inconveniente importante es la capacidad de
Lactobacillus a transmitir genes de resistencia a bacterias patégenas (Mathur & Singh, 2005).
Debido al alto costo de mantenimiento de probioticos, problemas de viabilidad y los problemas
clinicos que podrian asociarse a los probitticos, el uso de formas no vivas como los
posbiodticos es una alternativa ideal como bioconservante (Homayouni et al., 2021). Por lo
mencionado, existe la necesidad de establecer el método de aplicacibn mas eficaz en el

modelo alimentario (Zapasnik et al., 2022).

Puesto que se ha demostrado la eficacia como bioconservante, también es importante
destacar los beneficios para la salud del consumidor, un ejemplo en ese sentido se presento
en un estudio donde se establecid que el sobrenadante de Lactobacillus rhamnosus GG que
emplea TN tiene moléculas bioactivas con actividad anticancerigena al sensibilizar las células
cancerosas a los farmacos quimioterapéuticos (Salemi, et al., 2023). De esta manera se
podria aumentar los beneficios del consumo de yogurty asegurar la estabilidad microbiolégica
disminuyendo a la vez la prevalencia de enfermedades transmitidas por alimentos y los costos

asociados.

Por otro lado, el uso de Lactobacillus spp. como posible bioconservante se ha evidenciado
con diversos estudios en diferentes alimentos. Hashemi et al. (2021), investigé los efectos de
4 Lactobacillus, siendo L. fermentum, L. helveticus, L.reuteri y L. rhamnosus sobre su
actividad antioxidante, produccién de acido lactico y actividad antimicrobiana en un postre de
yogurt almacenado en frio a 5 °C durante 10 dias. De tal manera que, L. helveticus, tuvo un
mayor efecto en la actividad antioxidante y L. fermentum tuvo una mayor concentracion de
acido lactico, viabilidad y una mayor accién antibacteriana frente a E. coli, S. aureus. en
comparacion con los otros Lactobacillus. Otro estudio, evalu6 los sobrenadantes del cultivo
de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus cepa F17 y Leuconostoc lactiscepa H52 en
uvas, en el cual, un grupo fue tratado con el sobrenadante y el otro no durante 20 dias. Se
demostré que las dos cepas influyeron en la reduccion de bacterias aerobias mesdfilas y
coliformes, asi como en el retraso de la madurez de las uvas, pero Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus cepa F17 tuvo mayor actividad (Fang et al., 2020). Ademas, se ha
evidenciado que un cultivo de Lactobacillus plantarum en suero de queso fresco hidrolizado
permite un mayor crecimiento celular, mayor produccién de acido lactico y una mayor

actividad como bioconservante (Da Silva Sabo et al., 2017).
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4. Conclusiones

Se demostrd la actividad inhibitoria de Lactobacillus spp. frente a Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 25922, de tal manera que, se asocio a la capacidad de
esta bacteria de producir posbioticos, los cuales constituyen el principal mecanismo para

ejercer actividad antimicrobiana.

La marca que tuvo un mayor nimero de Lactobacillus spp. viables fue TN con 4.85 x 10’
UFC/g, mientras que el menor nimero fue de la marca AP con 1.08 x 10* UFC/g. De esta
manera, la produccién de compuestos posbidticos de Lactobacillus spp. sera mayor para TN

dado su numero viable en el yogurt.

Lactobacillus spp. presentd actividad inhibitoria de su sobrenadante a concentraciones
mayores o iguales al 12,5% y la concentraciéon minima bactericida es a concentraciones
mayores al 25%. Mientras que, concentraciones menores al 12,5% no contrarrestan

significativamente bacterias patégenas.

La actividad inhibitoria o bactericida de Lactobacillus spp. difiere de acuerdo a la cepa aislada
de las 4 marcas de yogures. La actividad que tuvo Lactobacillus spp. frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213 para la marca TN y PC como CMI fue al 12,5% y la CMB al 25%. La
marca NT la CMl es al 25% y la CMB al 50%. La marca AP tiene una CMI al 50%, y no tiene
CMB. Por otro lado, la actividad que tuvo Lactobacillus spp. frente a Escherichia coli ATCC
25922 fue como CMI al 12,5 % y la CMB al 25% para la marca TN, NT y PC, mientras que
para la marca AP la CMI fue al 25% y la CMB al 50%.

Finalmente, los posbidticos producidos en el yogurt de las diferentes marcas segun la
concentracién obtenida del recuento de Lactobacillus no tendrian por si solos una 6ptima
actividad antimicrobiana. Sin embargo, la adicién de posbiéticos mediante un adecuado
disefio de fabricacion puede emplearse como bioconservante, pues los metabolitos de los
Lactobacillus en concentraciones mayores al 12,5% tienen una significativa inhibiciéon de

bacterias patdgenas.
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Recomendaciones

Ampliar el estudio de los posbiéticos mediante la identificacion y la concentracién de los
metabolitos presentes en el sobrenadante de Lactobacillus spp. en caldo MRS y compararlos

con los metabolitos generados en la fermentacion para la produccién de yogurt.

Determinar la actividad antibacteriana de los posbioticos directamente en el yogurt para
determinar su aplicacion como bioconservante.
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Anexo A. Recuento de Lactobacillus spp por siembra en profundidad en agar MRS
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Anexo B. Colonias de Lactobacillus spp. aisladas de las diferentes marcas de yogures
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Anexo C. Prueba de la catalasa
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Anexo D. Prueba de la oxidasa
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Anexo E. Tincién de Gram de colonias de Lactobacillus spp. aisladas de agar MRS
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Anexo F. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucién del dia 1 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
TN A - - I o B e B e o B o e o e o I P s -
TN B - - S o I O o o T o -
NT C - - e I B e Il el e Eaas -
NT D - - B e I ol I T S o o o ) -
AP E - ++ | A | | | A | | | | A | -
AP F - I el e I I o I -
PC G - - - 4+ | A+ | A | | A | | | -
PC H - - - +++ | | | | | | | -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo G. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucion del dia 1 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - + B ol o (N I O S o T -
TN B - - + el o e I ol B B B e I -
NT C - - e B e e e B ol [ o o o o o o -
NT D - - S T T N (S (S O R o S o o -
AP E - e B o o o o I o ol o o o B e -
AP F - ++ | A | | | | | | | A | -
PC G - - - +++ | 4+ | | | | A | A | -
PC H - - - Bl o o e I e o I o I -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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Anexo H. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucién del dia 2 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - + | A | | A | | | -
TN B - - + 4+ |+ | | A | | A | | -
NT C - + ++ | A+ | A | | | | | | -
NT D - + S o S I o T I O o (R O -
AP E + B T o o T o o O o o o o T I o I -
AP F + B T o o T o o O o o o o T I o I -
PC G - - N B e B B I o e I o I ol I o I -
PC H - - N B e B B I o e I o I ol I o I -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo |. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucién del dia 2 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
TN A - - S 0 o (R T O S T O T -
TN B - - S [ S (R T [ O I T O T -
NT C - + ++ | | | | | | | | -
NT D - + ++ | | | | | A | | | -
AP E + e o O o T I o o T T o T I -
AP F + B o I o I o o T T O o o = o [ -
PC G - - + +++ | | | | | | | -
PC H - - + | | | | | | | A | A -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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Anexo J. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucion del dia 3 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - + el e B I o o I o o (I o B -
TN B - - + 4+ | | | | | | | -
NT C - + S o B e B B I o o I o I o o (I o o B -
NT D - + ++ | A+ | A | | | | | | -
AP E + e I o e o o o o O o o o o o I o B -
AP F + B B o e e o B o I o O o o o I o o T o B -
PC G - - + +4++ | 4+ | | A | | A | | -
PC H - - + Sl S S o O o o I o o -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo K. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucion del dia 3 frente a S. aureus

ATCC 29213.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
TN A - - N T R T S o (T T T I o -
TN B - - e e o 0 B e (I o o o e o B o -
NT C - + e B e B e ol B o I o o o e -
NT D - + e T I I I o o o (I 8 o o S I -
AP E + e I e I O o o B o o o I o B o -
AP F + e I e I O o o B o o o I o B o -
PC G - - + +++ |+ | | | | A | | -
PC H - - - E o S o o (R I O T -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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Anexo L. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucién del dia 1 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - E N o o I I el = o o (S S S -
TN B - - E N o o B I T o [ B o e o A -
NT C - - S T S S I T T (O S e -
NT D - - + 4+ |+ | | | A | | A | -
AP E - - ++ | | | A | | A | | | -
AP F - - el S I T o R O T S -
PC G - - - +++ |+ | | A | A | | A | -
PC H - - - +++ | | | A | | | | -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo M. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucion del dia 1 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
TN A - - + | | A | | | A [ | A | | -
TN B - - I B o o o i o T o o T B
NT C - - i B o o o T o T o o T I
NT D - - I B o o o i o T o o T B
AP E - - e B e I ol B o B o e o
AP F - - e B I [ o T T
PC G - - I B o T o o [ o S o T B B
PC H - - - S ol IR I B B o ol I o I

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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Anexo N. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucién del dia 2 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - + +++ | | | A | | | | -
TN B - - + +++ | | | A | | | | -
NT C - - + +H+ | | | A | | | | -
NT D - - + 4+ | | | A | | | | -
AP E - - e B B I e I B e B o I I -
AP F - - ++ | A+ | | | | A | | | -
PC G - - - 4+ | 4+ | | | | | | -
PC H - - - 4+ | | | A | | | | -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo N. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucion del dia 2 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - + +H+ | | | | | | | -
TN B - - + el e B I o I o B I o B -
NT C - - + Sl S S o o o o I o o -
NT D - - + e I o T O S (I i -
AP E - - S o B o B B I o I o o o o B -
AP F - - e o o e B B I o o I o o o I o o -
PC G - - - +++ | 4 | | A | | | A | -
PC H - - - el e B I o o I o o (I o B -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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Anexo O. Resultados cualitativos de la placa 1 de microdilucion del dia 3 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TN A - - - B B e o I o o B o -
TN B - - - +++ | 4+ | | | | | | -
NT C - - - e o o I I o [ o o I o B o -
NT D - - - B o S o o o o 2 I O T -
AP E - - E O I I O O O o T (R S -
AP F - - ++ | 4+ | | A | A | | A | | -
PC G - - - +++ | | | | | | | -
PC H - - - Bl [ T o I (R I O o -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad

Anexo P. Resultados cualitativos de la placa 2 de microdilucion del dia 3 frente a E. coli

ATCC 25922.

Marca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
TN A - - - 4 | | | A | | A | | -
TN B - - - F++ |+ | | A | | A | | -
NT C - - - 4 | | | | | | | -
NT D - - - 4 |+ | | A | | A | | -
AP E - - e T [ o S o I [ e -
AP F - - ++ | | | | | A | | | -
PC G - - - ol I o el [ o e o -
PC H - - - B o I o S O S o o o T T -

(+++): muy turbio; (++): turbio; (+): levemente turbio; (-): no hay turbiedad
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UCUENCA

Anexo Q. Resultados del recuento en agar MH de S. aureus ATCC 29213 en el dia 1.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 12 N N 8
TN B N N 15 N N 16
NT C N 48 IN N 62 IN
NT D N 53 IN N 70 IN
AP E 12 IN IN 7 IN IN
AP F 1 IN IN 4 IN IN
PC G N N 10 N N 16
PC H N N 2 N N 7

N: Negativo para el crecimiento de S. aureus ATCC 29213

IN: Incontable

Anexo R. Resultados del recuento en agar MH de S. aureus ATCC 29213 en el dia 2.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 3 N N 2
TN B N N 1 N N 2
NT C N 4 IN N 3 IN
NT D N 10 IN N 22 IN
AP E 3 IN IN 5 IN IN
AP F 6 IN IN 5 IN IN
PC G N N 5 N N 6
PC H N N 22 N N 20

N: Negativo para el crecimiento de S. aureus ATCC 29213

IN: Incontable
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UCUENCA

Anexo S. Resultados del recuento en agar MH de S. aureus ATCC 29213 en el dia 3.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 22 N N 14
TN B N N 23 N N 21
NT C N 9 IN N 10 IN
NT D N 17 IN N 6 IN
AP E 4 IN IN 5 IN IN
AP F 6 IN IN 3 IN IN
PC G N N 11 N N 8
PC H N N 3 N N 1

N: Negativo para el crecimiento de S. aureus ATCC 29213

IN: Incontable

Anexo T. Resultados del recuento en agar MH de E.coli ATCC 25922 en el dia 1.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 64 N N 70
TN B N N 56 N N 68
NT C N N 28 N N 23
NT D N N 40 N N 30
AP E N 15 IN N 6 IN
AP F N 12 IN N 5 IN
PC G N N 3 N N 2
PC H N N 12 N N 8

N: Negativo para el crecimiento de E.coli ATCC 25922

IN: Incontable
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UCUENCA

Anexo U. Resultados del recuento en agar MH de E.coli ATCC 25922 en el dia 2.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 59 N N 67
TN B N N 50 N N 72
NT C N N 31 N N 30
NT D N N 27 N N 33
AP E N 4 IN N 10 IN
AP F N 2 IN N 3 IN
PC G N N 9 N N 8
PC H N N 14 N N 10

N: Negativo para el crecimiento de E.coli ATCC 25922
IN: Incontable

Anexo V. Resultados del recuento en agar MH de E.coli ATCC 25922 en el dia 3.

Placa 1 Placa 2

Marca 1 2 3 1 2 3
TN A N N 56 N N 50
TN B N N 45 N N 63
NT C N N 17 N N 24
NT D N N 32 N N 22
AP E N 16 IN N 19 IN
AP F N 10 IN N 12 IN
PC G N N 8 N N 8
PC H N N 19 N N 10

N: Negativo para el crecimiento de E.coli ATCC 25922
IN: Incontable
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