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Introduccién General

1.- Alimentos Funcionales

En las ultimas dos décadas ha surgido el concepto de alimento
funcional despertando la atencién de la industria alimentaria, los
consumidores, la comunidad cientifica y los profesionales de la salud. Este
desarrollo estd relacionado con los avances en ciencia y tecnologia, el
incremento en los costos de salud, el aumento de la expectativa de vida y la
nueva tendencia en algunos sectores de la poblacion a incorporar en la dieta
alimentos capaces de mejorar el estado general del individuo.

Segun el International Life Science Institute (ILSI): “Un alimento puede
considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que ejerce un
efecto beneficioso sobre una o mas funciones selectivas del organismo,
ademdas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que resulte
apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de
enfermedad, o ambas cosas. Los alimentos funcionales deben seguir siendo
alimentos, y deben demostrar sus efectos en las cantidades en que
normalmente se consumen en la dieta. Ademas, no debe tratarse de
comprimidos ni capsulas, sino de alimentos que forman parte de un régimen
normal” (Definicién operativa Functional Food Science in Europe, 1999: UE-
ILSI Europe).

Este mismo organismo determiné que, desde un punto de vista
practico, un alimento funcional puede ser:

e Un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido
mejorado mediante condiciones especiales de cultivo.

e Un alimento al que se ha afiadido un componente para que produzca
beneficios (por ejemplo, bacterias probidticas seleccionadas, de probados

efectos beneficiosos sobre la salud intestinal).
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e Un alimento del cual se ha eliminado un componente para que
produzca menos efectos adversos sobre la salud (por ejemplo, la
disminucion de acidos grasos saturados).

e Un alimento en el que la naturaleza de uno o mas de sus
componentes ha sido modificada quimicamente para mejorar la salud (por
ejemplo, los hidrolizados proteicos adicionados en los preparados para
lactantes para reducir el riesgo de alergenicidad).

e Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas de sus
componentes ha sido aumentada para mejorar la asimilacion de un
componente beneficioso.

* O bien, cualquier combinacidn de las posibilidades anteriores.

1.1.- Probidticos y prebidticos como componentes de alimentos
funcionales.
1.1.1.-Probidticos

Los probioticos son definidos como “Microorganismos vivos que, al
ser administrados en cantidades adecuadas, ejercen una accién benéfica
sobre la salud del huésped” (FAO/WHO, 2001; Codigo Alimentario
Argentino Resoluciéon Conjunta 261/2011 y 22/2011, 2011). Todas las
bacterias probidticas exdégenas deben llegar intactas y viables al intestino
grueso y asi ayudar a mantener el balance de la flora intestinal (Manning,
2004). Los microorganismos comunmente usados como probidticos para
alimentacion humana son lactobacilos (por ejemplo Lactobacillus
acidophillus, Lb. casei, Lb. rhamnosus) y bifidobacterias (Bifidobacterium
adolescentes, B. longum, B. bifidum, B. infantis) (Gibson & Robertfroid, 1995).

Los alimentos probidticos son productos que contienen a estos
microorganismos como ingredientes en una matriz adecuada y en cantidad
suficiente, de modo tal, que luego de la ingestidn se obtienen los beneficios
especificados (Schrezanmeir & de Vrese, 2001).
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En Argentina en diciembre de 2011, se ha reglamentado el uso de
probiéticos como componente de los alimentos en el Cédigo Alimentario
Argentino (Resolucion Conjunta 261/2011 y 22/2011, 2011). Esta
reglamentacion se propuso a razon de las tendencias mundiales y del
aumento del nimero y tipo de alimentos y bebidas con agregado de
probioticos disponibles para los consumidores y detalla una serie de
requisitos minimos para que una cepa pueda ser utilizada como ingrediente
probidtico en alimentos. Estos requisitos se describen a continuacién:

1. La cepa debe ser identificada (Género/especie/subespecie) por
laboratorios reconocidos mediante tecnologias validadas.

2. Se debe realizar una caracterizacion “in vitro” e “in vivo” mediante
ensayos de resistencia gastrica, a bilis y a lisozima de modo tal que se
asegure la resistencia de la cepa a las barreras biolédgicas del organismo.

3. El(los) efecto(s) probiotico(s) adjudicado(s) a la cepa deben ser
constatados mediantes ensayos “in vitro” e “in vivo”. Estos deben ser
debidamente documentados y respaldados con estudios efectuados por
organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.

4. Se debe demostrar la seguridad de la cepa probiotica (no debe ser
riesgosa para la salud y no debera presentar o promover la translocacion
bacteriana) en las concentraciones en que se encuentra en el alimento.
Especificamente, se debe constatar que la/s cepas no son portadora de
genes de resistencia a antibidticos, no presentan factores de virulencia

responsable de actividad hemolitica y no producen toxinas.

1.1.2.- Prebiéticos

Los prebidticos se definen como ingredientes alimentarios que
afectan benéficamente al huésped mediante la estimulacién selectiva del
crecimiento y/o actividad de uno o un nimero limitado de bacterias en el

colon mejorando el estado de salud (Gibson & Robertfroid, 1995; Resolucién
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Conjunta 229/2011 y 731/2011; 2011) y pueden tener ademdas un efecto
favorable sobre la estabilidad de los probiéticos (Oliveira et al., 2011).

La reciente regulacion sobre el uso de prebiéticos como ingredientes
de alimentos (Resolucion Conjunta: 229/2011 y 731/2011 del Cédigo
Alimentario Argentino, 2011; FAO/WHO) determina que para ser
considerado prebidtico un alimento debe cumplir con los siguientes
requisitos minimos:

1. El compuesto debe ser correctamente identificado (nombre
quimico, caracterizacion fisico-quimica, descripcidn, fuente y origen, pureza
y contaminantes).

2. Se debe constatar la resistencia a la acidez gastrica, a la hidrolisis
por enzimas de mamiferos y a la absorcion gastrointestinal. Ademas se debe
comprobar la capacidad de los prebidticos de ser fermentados por la
microflora intestinal y de estimular selectivamente el crecimiento y/o
actividad de bacterias intestinales benéficas.

3. El(los) efecto(s) fisiologico(s) adjudicado(s) al prebiético deben ser
debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados por
organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos mediante
ensayos “in vitro” e “in vivo” que los demuestren.

4. Se debe verificar que el compuesto prebidtico no resulte riesgoso
para la salud.

Actualmente, la importancia de los prebiéticos radica en varios
aspectos dentro de los que se incluye la creciente conviccién de que una
flora intestinal equilibrada es fundamental para poseer un buen estado de
salud, la demostracion de que los prebioticos pueden alterar la composiciéon
de la microbiota hacia un equilibrio favorable constituyendo una alternativa
a los probioticos y son relativamente baratos de fabricar (especialmente

inulina y sus derivados, y galactooligosacaridos (GOS)).
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2.- El Kefir: un ecosistema bacteriano complejo

El kefir es una leche fermentada A&cida, viscosa y ligeramente
carbonatada, muy popular en paises del este europeo, que se prepara a
partir de un fermento inmovilizado natural, el “granulo de kefir” (Thompson
et al, 1990; Angulo et al, 1993; Garrote et al, 2001).

Para la elaboracion del kefir se introduce una cierta cantidad de
granulos de kefir en leche (Koroleva, 1982; Halle” et al. 1994; Tamime et al.
1999) y se deja fermentar hasta alcanzar un pH de aproximadamente 4. De
esta forma se obtiene la leche fermentada denominada kefir. El origen de la
leche y del granulo, la proporciéon granulos/leche y las condiciones de
fermentacion (tiempos y temperaturas) afectan tanto las propiedades
organolépticas (flavor, acides y consistencia) como el perfil microbiolégico
del producto final (Garrote et al. 1998; Londero et al, 2012). Por ejemplo, si
la relacion granulo leche es 1 % se obtiene un producto mas viscoso que si la
proporcion es superior a 10 %, alterandose ademas la composicidn
microbiologica (Garrote et al, 1998)

El granulo de kefir es una estructura gelatinosa e irregular compuesta
por un polisacarido, proteinas y agua. Asociado a esta estructura,
conformando un ecosistema complejo, se encuentran levaduras, bacterias
acido lacticas y acido acéticas (Farnworth, 2005; Lopitz-Otsoa et al, 2006).
En este ecosistema los microorganismos se brindan beneficios reciprocos.
Asi, las levaduras se autolisan liberando aminas acidas y factores de
crecimiento como rivoflavina y acido félico que permiten el crecimiento de
lactobacilos que tienen dificultad para utilizar los aminoacidos y caseinas de
la leche; por otro lado la [(-galactosidasa bacteriana hidroliza la lactosa
favoreciendo el crecimiento de levaduras que no la pueden asimilar (Jacquet
& Thevenot, 1961). Por su parte, las bacterias acido acéticas interactian con

los demas microorganismos oxidando el acido lactico y utilizando el etanol
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producido por levaduras y bacterias heterofermentativas, para la biosintesis
de &cido acético (Rosi & Rossi, 1978).

En la Figura 1 se muestra una fotografia de varios granulos de kefir
donde se puede observar la variacion en el tamafio y una micrografia
obtenida por microscopia electrénica mostrando la presencia de bacterias y

levaduras en el granulo.

Microscopia
Granulo electrénica
de kefir del granulo
de kefir CIDCA AGK 1

Figura 1: Aspecto macroscdpico y micrografia electrénica de granulo de kefir CIDCA AGK

1, gentileza de Carolina Iraporda.

El interés en la caracterizacion del granulo de kefir y el aislamiento de
los microorganismos que lo componen se basa en la larga lista de efectos
benéficos para la salud que han sido reportados como consecuencia del
consumo de ésta leche fermentada. Estos beneficios son adjudicados tanto a
los microorganismos que lo componen como a los componentes bioactivos
que se producen durante la fermentacion (Otes & Cagindi, 2003, Farnworth,

2005)

2.1.- El kefir como alimento funcional

Los efectos benéficos del kefir son muy conocidos, especialmente en
paises de Europa del Este (Halle” et al., 1994). Allj, la longevidad de los
habitantes de dicha region se asocia al consumo de kefir y suele ser
utilizado empiricamente para el tratamiento de enfermedades
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gastrointestinales, desordenes metabdlicos, ateroesclerosis y alergias
(Lopizt-Otsoa et al, 2006). Ademas, numerosos estudios documentan la
accion benéfica para la salud del kefir. Estas propiedades se atribuyen a la
presencia de una microbiota compleja asi como a sus productos metabdlicos.
Dentro de estos productos se pueden mencionar: acidos organicos,
vitaminas (fundamentalmente del grupo B), proteinas de superficie de
algunos microorganismos que se liberan al medio (capa S), y un
exopolisacarido (kefiran).

Una de las propiedades benéficas que se le atribuye es la actividad
antimicrobiana y se la relaciona principalmente a la producciéon de acidos
organicos y péptidos (bacteriocinas) por parte de las bacterias en el
ecosistema del kefir. Garrote et al. 2001 mostraron que el kefir, obtenido de
diferentes granulos, alcanza pH entre 3,5 y 4.0 (las concentraciones de acido
lactico varian entre 1.30-2.30 g/100 ml y las de acido acético entre 0.13-0.29
g/100ml) e inhibe el crecimiento Escherichia coli. Gulmez & Guven (2003)
compararon la seguridad microbioldgica de yogurt y kefir utilizando como
indicador tres cepas que cominmente se encuentran como contaminante en
alimentos, E. coli 0157:H7, Listeria monocytogenes 'y Yersinia enterocolitica y
concluyeron que una combinacién de microorganismos iniciadores de
yogurt y kefir pueden mejorar la seguridad del producto final. Silva et al
(2009) mostraron la actividad antimicrobiana de Kkefir contra Candida
albicans, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi and Shigella sonnei.
Kakisu et al. (2007) estudiaron el efecto del kefir contra cepas toxigénicas de
B cereus. En este trabajo se contamind artificialmente, con esporos de la cepa
toxigénica, leche fermentada con granulos de kefir y comprobaron que se
inhibe la germinacion de los esporos y el crecimiento de las células
vegetativas. Gollowczyc et al. (2008) demostraron que los sobrenadantes de
11 cepas de Lb plantarum, aisladas de granulos de kefir, producen una fuerte

inhibicion del crecimiento de S enterica serovar. Thipymurium y E coli y que
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alguno de ellos también inhibe el crecimiento de S gallinarum, S enterica y
Sh. sonnei. En cuanto a la producciéon de bacteriocinas por cepas aisladas de
kefir, se encontré una cepa de Lactococcus que produce una bacteriocina, a
la que se denomina lacticin 3147, que tiene efecto inhibitorio contra muchos
patégenos de alimentos y microorganismos esporulados (Ryan et al., 1996;
Dobson et al, 2011). Lb plantarum ST8K aislado de kefir produce otra
bacteriocina de 3,5 kDa (bacST8KF) que es activa contra Lb casei, Lb
salivarius, Lb curvatus y Listeria innocua (Powell et al, 2007).

Otra propiedad que esta documentada para algunos microorganismos
aislados de kefir y se suele tener en cuenta a la hora de seleccionar
microorganismos probidticos es su capacidad para adherirse a la mucosa
gastrointestinal y colonizarla (Ouwehand et al. 1999). La habilidad de
adherirse a células epiteliales in vitro es comun en cepas de Lactobacilos y es
dependiente de la cepa. Lb plantarum y Lb kefir aislados de granulos de kéfir
son capaces de adherirse a células Caco-2 con diferentes porcentaje de
asociacién (0,97 a 10% de adherencia). Esta capacidad no se relaciona con la
hidrofobicidad, ya que tanto cepas de Lb kefir altamente hidrofébicas
(Golowczyc et al,, 2007) como cepas de Lb plantarum altamente hidrofilicas
(Golowczyc et al, 2008), poseen la capacidad de adherirse a células en
cultivo Caco-2 (0,97 a 5,30% de adhesién). Santos et al.,, (2003) describieron
también la capacidad de lactobacilos aislados de kefir de asociarse a células
de enterocitos. Hugo et al. (2008) estudiaron in vitro el efecto de lactobacilos
aislados de kefir sobre la actividad biolégica de E. coli enterohemorragica
(ECEH) y encontraron que uno de los lactobacilos ensayados, Lb plantarum
CIDCA 83114, viable o no, impide el desprendimiento de células en cultivo
(Hep-2) inducido por los factores de virulencia de E. coli. Ellos concluyeron
que estos lactobacilos podrian antagonizar los mecanismos de virulencia de
ECEH, ya sea por la modificaciéon del microambiente o interfiriendo con las
cascadas de sefializacién activadas por el patégeno. Zacconi et al. (2003)

8
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estudiaron la exclusion competitiva de Campylobacter jejuni provocada por
el kefir en pollos mediante estudios de colonizacion de la microbiota
colonica y encontraron que el kefir, fresco o congelado, podria tener
aplicaciones interesantes en el control de la difusién de microorganismos
patégenos en hemorragias de aves de corral. Marquina et al, (2002)
demostraron, en ratones que ingirieron kefir durante 7 meses, que el
numero de bacterias lacticas aumentd significativamente en intestino
delgado y grueso y el numero de Clostridium sp. disminuy6 en 2 unidades
logaritmicas en comparacion con los grupos controles.

La actividad antitumoral también ha sido relacionada al kefir. Shiomi
et al. (1982) fueron los primeros en documentar el efecto antitumoral de un
polisacarido aislado de Kkefir soluble en agua. Este polisacarido,
administrado a ratones en forma oral o intraperitonealmente, es capaz de
inhibir el crecimiento de carcinoma de Erlich o sarcoma 180 comparado con
ratones que no recibieron el polisacarido (Shiomi et al. 1982; Murofushi et
al. 1983). Liu et al. (2002) encontraron una disminucidn significativa en el
crecimiento de tumores en ratones por los productos de fermentacion de
kefir. Estudios de microscopia revelaron que los procesos de apoptosis de
las células tumorales pueden haber sido los responsables de la reduccion del
crecimiento. Al mismo tiempo observaron un incremento significativo en los
niveles de IgA en el intestino delgado, proponiendo que este incremento
podria originarse por una estimulacién del sistema inmune a nivel de las
placas de Peyer. Estos autores concluyeron que los microorganismos o el
polisacarido producido por ellos podrian ser responsables del efecto
observado. De Moreno de LeBlanc et al. (2007) también estudiaron el efecto
antitumoral del kefir y de una fraccién libre de células del kefir en un
modelo de ratones con tumores mamarios y destacaron el efecto de los

componentes no microbianos.
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También se ha documentado actividad modulatoria sobre el sistema
inmune. Este efecto se ha atribuido tanto al kefir (Lee et al, 2007; Thoreux &
Schmucker, 2001) como al polisacarido kefiran (Furukawa et al, 1992;
Vinderola et al., 2006; Medrano et al.,, 2011). Thoreux & Schmucker, (2001)
mostraron un aumento de inmunoglobulina IgA especifica en ratones
tratados con Kefir frente al desafio con toxina colérica comparado con
ratones control y un aumento significativo en los niveles séricos de IgG no
especifica. Ellos concluyeron que el kefir, estaria ejerciendo un efecto
adyuvante en el sistema inmune de mucosas, y lo relacionaron con los
componentes de pared bacteriana. Lee et al. (2007) demostraron la
actividad antiinflamatoria y antialérgica del kefir en un modelo murino de
asma.

La mejora en la digestibilidad y absorcion de la lactosa se basaron en
el bajo contenido de lactosa residual que posee el kefir y en la presencia de
actividad [-galactosidasa (De Vrese et al, 1992). Hertzler & Clancy (2003)
han demostrado que la actividad -galactosidasa en el kefir es 60% mayor
que en el yogurt.

Otros beneficios que han sido documentados para esta leche
fermentada son la accién preventiva en el tratamiento de gastritis, diarreas,
males intestinales y problemas de digestion (Koroleva, 1988) y la actividad

cicatrizante en lesiones de la piel en ratas Wistar (Rodrigues et al, 2005b).

2.2.- Microorganismos presentes en el granulo de kefir

El granulo de kefir es una comunidad simbiética (Margulis, 1996),
siendo este hecho lo que dificulta su estudio (Farnwoth, 2005). Algunas
bacterias y levaduras de granulo de kefir, al ser aisladas en cultivos puros,
no crecen en leche o disminuyen su actividad bioquimica lo cual complica
aun mas el estudio de la poblacién microbiana del granulo de kefir
(Koroleva, 1991)
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En el afio 2001, la Food and Agriculture Organization (FAO) definié al
kefir desde el punto de vista microbiolégico (Norma del Codex para leches
fermentadas standars 243-2003
http://www.codexalimentarius.net/web/standard_list.jsp) y destacé que
“los microorganismos que lo componen son Lactobacillus kefir; especies de
los géneros Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter y levaduras
fermentadoras y no fermentadoras de lactosa creciendo en una intima
relacion”. No obstante, estudios realizados utilizando diversas metodologias
de aislamientos e identificacién describen ademas, la presencia de otros
microorganismos que se detallan en la Tabla 1 (Farnworth, 2005 ; Lopitz-
Otsoa et al., 2006; Cheng et al., 2008; Zhou et al., 2009).

Del andlisis de la Tabla 1 se puede destacar que distintos autores
informan la presencia de diferentes microorganismos como constituyentes
del granulo. Lo que demuestra que adn existe controversia en cuanto a la
composicion microbiolégica de los mismos.

Diferentes autores indican que no existe una Unica combinaciéon de
microorganismos que conforman el granulo, sino que la microbiota que
presentan depende del origen, condiciones de cultivo, procesos de
elaboracion y condiciones de almacenamiento (Otogalli et al., 1973;
Molska et al, 1983; Zourari & Anifantakis, 1988; Lin & Kuo, 1999;
Farnworth, 2005).

11
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Tabla 1: Microorganismos encontrados en kefir y en granulos de kefir. Tabla adaptada de

Garrote et al., 2010.

Especies

Lactobacillus kefir

Lactobacillus kefiranofaciens

Lactobacillus kefirgranum
Lactobacillus parakefir

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus viridescens
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus
Lactobacillus casei
Lactobacillus helveticus

Lactococcus lactis subsp lactis

Leuconostoc mesenteroides
Acetobacter aceti

Candida kefir
Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces marxianus

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces delbrueckii

Saccharomyces unisporus
Torulaspora. delbrueckii
Candida friedricchii

Pichia fermentum

Torulopsis holmii
Zygosaccharomyces florentinus,
Issatchenkia occidentalis
Yarrownia lipolytica

12

fermentum
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2.3.-Componentes del granulo de kefir: Biosintesis.

El granulo de kefir contiene aproximadamente 83 % de agua, 4 + 5 %
de proteinas y 9 * 10 % de un polisacarido denominado kefiran (Abraham &
De Antoni, 1999). Durante la fermentacion de la leche con granulos de kefir
se produce un incremento de biomasa de granulo. Esto se debe a que las
poblaciones presentes en el granulo, interaccionando de manera simbiotica
(Vedamuthu, 1982, Witthuhn et al., 2005), sintetizan las proteinas y el
polisacarido que componen la matriz (Garrote et al., 2010). El granulo es
capaz de incrementar su biomasa cuando utiliza como sustrato suero de
leche, sin embargo la formaciéon del mismo se ve afectada por las
condiciones de fermentacion. El aumento de la temperatura de fermentacion
produce alteraciones en el aspecto y composicion microbiologica de los
granulos asi como también se detecta una disolucion parcial de los mismos a
una temperatura de fermentacion superior a 37 °C (Rimada & Abraham
2001; Londero et al, 2012).

El conocimiento sobre las proteinas presentes en el granulo asi como
también el rol de los microorganismos en la sintesis de los componentes de
la matriz es limitada. Bassette y Acosta (1988) reportaron que las proteinas
podrian venir del medio de crecimiento, o sea la leche, sin embargo estudios
posteriores (Abraham & de Antoni; 1999) demostraron que la proteina es
producida por la microbiota de kefir ya que el perfil proteico de los granulos
se mantiene atin después de sucesivos subcultivos en leche de soja.

El exopolisacarido producido por los microorganismos presentes en
granulos de kéfir se denomina kefiran (Kooiman, 1968). La responsabilidad
sobre la produccion de dicho polisacarido fue adjudicada inicialmente a Lb
brevis (La Riviére et al, 1967), “atypical Streptobacterium” (Rosi & Rossi
1978) y finalmente a Lb kefiranofaciens sp. Nov (WT-2B, ATCC 43761)
(Fujisawa et al., 1988). Recientemente se encontré que las especies Lb

kefiranofaciens (Fujisawa et al, 1988) y Lb kefirgranum (Takizawa et al.,
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1994), ambos lactobacilos homofermentativos aislados de granulos de Kefir,
son idénticos filogenéticamente (100% de similitud en sus secuencias de
DNAr 16S) y fueron reclasificados en dos subespecies de Lb kefiranofaciens,
subespecie kefiranofaciens y subespecie kefirgranum (Vancanneyt et al.,
2004) siendo la subespecie kefiranofaciens la considerada responsable de la

produccion del kefiran (Fujisawa et al, 1988; Michelli et al,, 1999).

2.4.-Kefiran.

El kefiran es un glucogalactano ramificado, soluble en agua, que
contiene aproximadamente la misma cantidad de residuos de D-glucosa y D-
galactosa (Figura 2). La enzima [B,D (1-6) glucanasa, es capaz de
fragmentarlo generando unidades de pentasacaridos y glucosas (La Riviere
et al, 1967). La unidad repetitiva del kefiran esta compuesta por hexa o
heptasacaridos ramificados formados por un pentasacarido lineal y uno o
dos residuos de azucares unidos aleatoriamente al pentasacarido (Kooiman,
1968; Micheli et al, 1999). Otros autores mediante estudios de
hidrélisis/metilacion demostraron que el kefiran presenta una estructura
mas compleja que la que se describe anteriormente, indicando Ila
coexistencia de moléculas con microheterogeneidades en su estructura

(Mukai et al., 1988).

—s 6)-B-D-Gp-{ 1—2(6)t B-D-Galp- 1 —s4)-0-D-Galp- 1 —3)-p -D-Galp-( 1 —4)-B-D-Gp( 1

B-D-Gp

Figura 2: Estructura propuesta para el kefiran en el afio 1968 por P. Kooiman.

(Carbohydrate Research, 7: 200-211).
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Se han estudiado algunos polisacaridos aislados de cepas
provenientes de granulos de kefir con el objetivo de determinar la similitud
con el kefiran. Mediante ensayos de 13C-NMR y anadlisis de metilacion se
encontrd que el Lactobacillus sp. KPB-167B produce un polisacarido cuya
estructura es similar al kefiran (Yokoi et al., 1991). El polimero procedente
de Lb kefiranofaciens ZW3 fue estudiado mediante espectréscopia FT-IR
resultando ser un glucogalactano que posee grupo carboxilo, hidroxilo y
amida en su estructura. Maeda et al. (2004a) estudiaron el polisacarido
producido por L. kefiranofaciens WT-2BT crecido en medio liquido a base de
hidrolizado de arroz y encontraron que el polisacarido producido posee un
peso molecular del orden de 7.6 x 105 g/mol y esta compuesto por glucosa y
galactosa en una relacién molar 1.00:1.05.

Algunas propiedades del kefiran hacen que su estudio resulte muy
interesante. Se puede destacar que tiene la ventaja de ser producido por
microorganismos con status GRAS (generalmente reconocidos como
seguros), otorgandole valor agregado a los productos en los que se utilice

como aditivo.

2.4.1.- Propiedades tecnolégicas del kefiran

El kefiran posee propiedades fisicoquimicas y funcionales que
permitirian su aplicacién como aditivo alimentario (Rimada & Abraham
2006). Se puede destacar que al ser utilizado como aditivo en leches
fermentadas produce el aumento de la viscosidad aparente (caracterizada
por viscosimetria rotacional), y de los médulos elastico (G”) y viscoso (G™)
(realizado por reometria oscilatoria de pequefia amplitud de deformacién)
de los geles lacteos acidos (Rimada & Abraham, 2006).

También forman geles en solucién acuosa conteniendo etanol

(Pintado et al, 1996). La fuerza de los geles preparados con 3% de kefiran
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en 8 % de etanol son equivalentes a las obtenidas en los geles formados con
3% de gelatina (Mukai et al, 1991).

Cuando las soluciones de kefiran son congeladas, se produce el
alineamiento de las moléculas formando un gel. Los geles formados resultan
translicidos con una alta capacidad de retencién de agua (90,43 + 1.51%) y
suficientemente cohesivos como para soportar su propio peso. Los espectros
mecanicos de las muestras congeladas muestran que los mddulos elastico
(G") es mayor que el moédulo viscoso (G) y ambos moédulos resultan
independientes de la frecuencia, evidenciando un comportamiento tipo gel.
El comportamiento de los geles de kefiran a 37 °C determina su habilidad
para fundirse a la temperatura de la boca; esta propiedad resulta relevante
para su aplicacion en alimentos (Piermaria et al,, 2008).

Finalmente, este polisacarido es capaz de producir peliculas
comestibles extremadamente finas, transparentes, flexibles y homogéneas.
(Piermaria et al, 2009). Las peliculas de Kkefiran observadas por
microscopia electrénica de barrido (SEM) mostraron superficies lisas y
estructuras compactas y homogéneas. Ademas son resistentes a la humedad
pero son fragiles y rigidas. La incorporacion de glicerol como plastificante
disminuye la resistencia a la tracciéon y aumenta la elongacién (Piermaria et
al, 2009). Por lo tanto, el agregado de glicerol en concentraciones
superiores a 25 g de glicerol cada 100 g de kefiran resulta en peliculas con
buenas caracteristicas mecanicas y baja permeabilidad al vapor de agua

(Piermaria et al, 2009; 2011).

2.4.2.- Funcionalidad bioldgica del kefiran
Como consecuencia de la estructura que presenta, el kefiran puede
llegar intacto al intestino delgado, donde podria ejercer efectos biolégicos.
Se ha documentado mediante estudios en ratas hipertensas
alimentadas con dietas de alto contenido lipidico que el kefiran posee
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actividad anticolesterolémica; observandose que aquellas que recibieron
kefiran disminuyeron significativamente la presiéon sanguinea y los niveles
de colesterol-LDL, colesterol total y triglicéridos en relacién a aquellas que
no lo recibieron (Maeda et al, 2004a). Al utilizar un modelo de ratas
constipadas inducido por una dieta baja en fibras se observdé que la
administracion de kefiran mejora los niveles de humedad y peso de las heces
(Maeda et al.,, 2004Db).

La actividad inmunomoduladora fue estudiada en modelos murinos in
vivo y se demostré que la administraciéon oral del kefiran induce una
respuesta a nivel de la mucosa intestinal, incrementando la producciéon de
IgA y modificando los patrones de citoquinas liberados a la circulacion
sanguinea (Vinderola et al., 2006; Kwon et al., 2008; Medrano et al., 2011).

Estudios sobre la accion antitumoral del kefiran mostraron una
disminucion del crecimiento de tumores en ratones tratados oral o
intaperitonealmente con este polisacarido (Shiomi et al., 1982). Murofushi et
al. (1983) demostraron que la ingesta de kefiran en altas dosis antes del
establecimiento del carcinoma producia la remisién de tumores inducidos
en ratones en tratados con kefiran. Murofushi et al., (1986) concluyeron que
el kefiran es capaz de inducir una respuesta inmune mediada por células.

Otro efecto benéfico que ha sido documentado para el kefiran es la
capacidad para antagonizar factores de virulencia de Bacillus cereus.
Medrano et al. (2008) demostraron que el kefiran es capaz de antagonizar
los mecanismos de virulencia de Bacillus cereus en un modelo in vitro. Los
estudios realizados en enterocitos humanos en cultivo (linea celular Caco-2)
demostraron que la presencia de kefiran (800 mg/l1) fue capaz de disminuir
los efectos citopaticos provocados por factores extracelulares presentes en
los sobrenadantes de cultivo de B. cereus B10502 asi como también el dafio
celular causado por las células vegetativas (Medrano et al, 2009). En este

estudio, el kefiran fue capaz de disminuir la asociacion bacteriana a
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enterocitos, evitando alteraciones morfolégicas, antagonizando la induccién
de eventos de muerte celular y previniendo el desprendimiento celular. La
capacidad del kefiran de interactuar tanto con la superficie de bacterias
como de enterocitos podria ser la responsable del efecto protector
observado.

Rodrigues et al. (2005a y b) probaron la actividad antimicrobiana in
vitro del kefiran contra varias especies de bacterias y observaron que
Streptococcus pyogenes fue el microorganismo mas sensible a kefiran,
seguido por Staphylococcus aureus 'y Streptococcus salivarius. Otros ensayos
mostraron que la administracion topica de kefiran (granos secos) a ratas
Wistar, con lesiones de piel inducidas e infectadas con S aureus, poseen un

efecto protector sobre el tejido conectivo.
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Objetivo General:

Aislar e identificar los microorganismos responsables de la
produccion de kefiran a partir de granulos de kefir y evaluar su efecto

prebidtico para su posible aplicacion en alimentos funcionales.

Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

Objetivos Especificos:

A. Aislar Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens de
los granulos de kefir de la coleccion CIDCA.

B. Seleccionar lactobacilos aislados de kefir capaces de producir
exopolisacaridos, caracterizar parcialmente los mismos y compararlos con el
kefiran obtenido de granulo.

C. Estudiar in vivo el efecto del kefiran y/o de EPS de
microorganismos aislados de kefir sobre la microbiota intestinal para su

potencial aplicacién como prebidtico.
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Materiales y Métodos

Materiales y Métodos

1.- Medios de cultivo

Leche: Se utiliz6 leche descremada estéril (UHT) (Sancor, Santa Fe,

Argentina).

Caldo MRS (De Man, Rogosa & Sharpe, 1960): Se utilizé caldo MRS Difco

(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) con la siguiente composicion:

Peptona universal............. 10 g/1
Extracto de carne................ 5g/l
Extracto de levadura........... 5g/l
D(+)glucosa......ccccervvrnne 20 g/1
K2HPO4 oo 2g/l
Tween 80......ccccevveviviienne 1g/l
Citrato acido de amonio......2 g/1
Acetato de sodio.................. 5g/l
MESO04uiiir e 0,1g/1
MnSO4 ..0,05 g/1
pH final: 6,5

Caldo MRS pH 5: Caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960) llevado a

pH 5 con una solucién diluida de HCI.

Agar MRS: (De Man, Rogosa y Sharpe, 1960): Caldo MRS adicionado con

agar (Parafarm, Argentina) en concentracién 15 g/L.

21



Materiales y Métodos

Agar MRS pH 5: Caldo MRS pH 5 adicionado con agar (Parafarm,

Argentina) en concentracién 18 g/L.

Caldo LB: composicion:

Triptona.....cccccceeeveniiiieene 10 g/1
Extracto de levadura............... 5¢g/l
NaCl...oooie e 5g/l
H20 i csp.11

pH final: 7.0

Caldo 111: composicidn:

Triptona.....cccccovveriieninieinne, 10 g/1
Extracto de levadura.............. 10 g/1
Lactosa.....cccoveverieriieieniecnien 10 g/1
H20 e csp.11

pH final: 6,5

2.- Buffers comunes a varias metodologias

Buffer PBS: composicion:

KH2PO4 oo 0,144 g/1
|\ O 9,0 g/1
NazHPO4..oovveecieiee 0,795 g/1
H2O0 o cs.p.-11
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Buffer TAE 50x: composicion:

Tris-base .....ccocvevvieriveven i, 242 g/l
Acido Acético Glaciar.............. 0,05711
0,5 M EDTA (pH 8.0).ccoeureeerrcrrreennns 0,11
Agua milliQ. ................c. s. p. 1000 ml

Conservar a 4 °C.

Buffer TE: composicion:

Tris-HCI (pH 8.0)............... 10 mM
EDTA (pH 8.0)ccevvivviirirnen 1 mM
pH final: 8.0

Conservar a 4 °C.

3.- Coloracion de Gram

Soluciones de trabajo

Cristal violeta: 10 g/l en agua destilada.

Safranina (soluciéon madre): 25 g/1 de etanol etanol.

Safranina (solucién de trabajo): solucién madre diluida 1/10 en agua
destilada.

Lugol: 10 gI> + 20 g Kl en 1 litro de agua destilada.

Decolorante: etanol-acetona en relacion 4:1.

Las soluciones deben ser filtradas antes de ser utilizadas.
Protocolo:

La coloracion se llevo a cabo a partir de cultivos frescos de los

microorganismos. Se procedio a fijar las muestras a la llama y posteriormente
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se aplicaron las soluciones y se realizaron los sucesivos lavados siguiendo el

esquema que se detalla a continuacion:

Cristal violeta.......ooevvvvvveennniirinne 2 min
Lugol....coov e 30s
Lugol....coooveieie e 30s

Lavar con agua
Decolorante..........ccceeveiiiienienn 10s
Lavar con agua

Safranina....ccoooeeeeeeeeeeee e 2 min

4.- Granulos de kéfir utilizados

Se utilizaron nueve granulos de kefir de leche pertenecientes a la
coleccion CIDCA denominados: CIDCA AGK1, CIDCA AGK2, CIDCA AGK3, CIDCA
AGKS5, CIDCA AGK®6, CIDCA AGK?7, CIDCA AGKS, CIDCA AGK10 y CIDCA AGK11.

Los granulos de kefir fueron conservados a -20° C en leche estéril. Para
los experimentos se utilizaron granulos activos. Con este fin los granulos fueron
reactivados mediantes sucesivos repiques en leche descremada estéril (UHT)
(Sancor, Santa Fe, Argentina) utilizando una relacién de 10 g de granulo cada
100 ml de leche. Cada subcultivo fue incubado a 20 °C por 24h y
posteriormente separado mecanicamente, por filtraciéon, del producto
fermentado. Previo a cada subcultivo los granulos fueron lavados con agua

destilada.

5.- Microorganismos de referencia. Condiciones de cultivo

En la Tabla 1 se detallan los microorganismos pertenecientes a
colecciones internacionales utilizados en este trabajo de tesis y sus respectivas

condiciones de cultivo.
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Las condiciones de anaerobiosis necesarias para el cultivo de algunos
microorganismos se obtuvieron utilizando el kit comercial AnaeroPack-Anaero

(Mitsubishi Gas Chemical CO, Inc. Tokyo, Japan).

Tabla 1: Microorganismos de referencia con sus respectivas condiciones de cultivo.

Microorganismo Condiciones de Cultivo Coleccion
Lactobacillus kefiranofaciens  Anaerobiosis, MRS pH5, 2JCM 6985
subsp. kefiranofaciens 30°C, 7 dias
Lactobacillus kefiranofaciens  Anaerobiosis, MRS pH5, b
subsp. kefiranofaciens 30°C, 7 dias DSMZ 5016
Lb kefiranofaciens Anaerobiosis, MRS pH5, q
subsp. kefirgranum 30°C, 7 dias LMG 15132
Lb plantarum Aerobiosis, MRS, 30 °C, vDSMZ 20174
24 horas
Aerobiosis, MRS, 30 °C
. ) ) ) b
Lb parakefir 48 horas DSMZ 8328
Lb casei Aerobiosis, MRS, 30 °C, bDSMZ 20011
48 horas
Lb acidophilus Aerobiosis, MRS, 37 °C, cATCC 314
48 horas
Lb brevis Aerobiosis, MRS, 30 °C, <ATCC 8287
48 horas
, Aerobiosis, MRS, 37 °C, .
Lb kefir 48 horas JCM 5818

aJCM: Japan Collection of Microorganisms (Reiken, Jap6n);

b DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig
Alemania);

¢ ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Estados Unidos de América);

dBCCM/LMG:Belgium Co-ordinated Collection of Micro-organism, Ghent, Bélgica).

6.- Microorganismos de la coleccion CIDCA. Condiciones de cultivo.

Se utilizaron microorganismos aislados de granulos de kefir y de
fermentos artesanales pertenecientes a la coleccion CIDCA. En la Tabla 2 se

detallan dichos microorganismos y las condiciones de cultivo empleadas.
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Tabla 2: Condiciones de cultivo utilizadas para microorganismos de la coleccién CIDCA

(Centro de Investigaciéon en Desarrollo y Criotecnologia de Alimentos, La Plata, Argentina).

Especie Nombre Con.dlcmnes e
cultivo

CIDCA 8312, CIDCA 8313, CIDCA 8316,

CIDCA 8318, CIDCA 8321, CIDCA 8323,

CIDCA 8324, CIDCA 8327, CIDCA 8329,

CIDCA 8331, CIDCA 8333, CIDCA 8334,

Lactobacillus CIDCA 8336, CIDCA 8337, CIDCA 8338, Medio MRS /30°C/

plantarum CIDCA 8342, CIDCA 8346, CIDCA 8349, Aerobiosis /24 horas
CIDCA 83112, CIDCA 83114, CIDCA
83210
Lactobacillus
delbrueckii . o
subsp. CIDCA 332, CIDCA 333 Medio MRS / 37 °C /
. Aerobiosis / 8 horas
bulgaricus

CIDCA 8211, CIDCA 8212, CIDCA 8213,
CIDCA 8224, CIDCA 8225, CIDCA 8226,
CIDCA 8229, CIDCA 8231, CIDCA 8232,
Lactococcus CIDCA 8233, CIDCA 8242, CIDCA 8243,
lactis subsp CIDCA 8244, CIDCA 8245, CIDCA 8247,
lactis CIDCA 8248, CIDCA 8249, CIDCA 82212,
CIDCA 82210, CIDCA 8221, CIDCA 8241,
CIDCA 8214

Medio 111 /30°C/
Aerobiosis / 24 horas

7.- Metodologias para el aislamiento de microorganismos a partir de

granulos de Kefir.

7.1.- Disgregacion de granulos

Se realizaron aislamientos a partir de los 9 granulos de kefir activos
pertenecientes a la coleccion CIDCA mencionados en el inciso 4 de Materiales y
Métodos.

Con el objetivo de facilitar la liberacién de los microorganismos de la
matriz de polisacaridos y proteinas en la cual se encuentran, se utilizaron tres

procedimientos distintos. El procedimiento 1 consistié en resuspender 1 g de
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granulo en 5 ml de agua destilada estéril e incubar la suspensidon durante 60
minutos en un bafio termostatico a 40 °C. El procedimiento 2 se basé en el
mismo principio que el anterior pero, luego de la disolucién del granulo en
agua, se procedio a homogeneizar mecanicamente (Ultraturrax) para lograr la
desintegraciéon completa de la estructura del granulo. Finalmente, en el
procedimiento 3 se procedié a congelar 1 g de granulo en nitrégeno liquido

(- 196 °C), disgregarlo en mortero y disolverlo en 5 ml de agua destilada.

7.2.- Cultivo y seleccion de microorganismos

Se tomaron alicuotas de 100 pl de las suspensiones obtenidas mediante
cada uno de los procedimientos descriptos en el punto anterior y se
adicionaron a tubos con 5 ml de medio de cultivo liquido selectivo (Caldo MRS
pH 5.0). Seguidamente, los tubos fueron incubados a 30 °C durante 7 dias en
atmosfera anaerobia. Los cultivos resultantes se emplearon para hacer estrias
en placas conteniendo medio de cultivo sélido selectivo (agar MRS pH 5.0) que
fueron incubadas en las mismas condiciones que los tubos.

Luego de la incubacion se escogieron de las placas colonias con distintas
morfologias. Cada una de ellas fue repicada mediante estrias a otra placa con el
mismo medio de cultivo y crecida en idénticas condiciones. Este procedimiento
se repitié sucesivas veces hasta asegurar obtener colonias que provengan de
un unico microorganismo (método de aislamiento por estrias). La pureza de los
cultivos fue constatada mediante la observacion microscdpica de las muestras.
Los aislados bacterianos puros se almacenaron utilizando leche como

crioprotector a -80 °C.

8.- Reaccion de la catalasa

La prueba se realiz6 a partir cultivos liquidos frescos de los

microorganismos. Para determinar la presencia de esta enzima en la célula se
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agregd sobre un portaobjeto una gota de agua oxigenada y sobre ésta una gota
del cultivo a ensayar. El ensayo se considerd positivo cuando se observé la

formaciéon de burbujas de oxigeno.

9.- Produccion de gas a partir de glucosa (10 g/1).

Los microorganismos fueron inoculados en tubos conteniendo caldo MRS
con campana de Durham. Los mismos, fueron incubados en las condiciones
descriptas en las Tablas 1 y 2 de Materiales y Métodos a menos que se indique
lo contrario. La presencia de una burbuja retenida en la campana indic6 la

produccion de gas a partir de la glucosa presente en el medio.

10.- Capacidad de fermentar la leche

Los microorganismos fueron sembrados en leche estéril en una relacion
de 0,1 ml de cultivo cada 10 ml de leche y se incubaron a 30 °C en atmosfera
anaerobia durante 7 dias. Pasado este periodo se determiné la capacidad de
fermentar la leche mediante observacion de formacion de coagulo y medida del

pH resultante.

11.- Perfil de proteinas de célula entera por electroforesis en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Soluciones de trabajo

Solucidn de acrilamida -bisacrilamida (N-N"metilen-bisacrilamida)
Acrilamida.......ccccoceeiniierinnn. 30,0g
Bisacrilamida........cceeeevevreeenns 08g

Agua bidestilada..........c.s.p 100 ml
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Para preparar esta solucién se procedié a disolver los s6lidos en 70 ml de
agua bidestilada, filtrarlos y luego completar el volumen de 100 ml con agua
bidestilada. La solucién se conservé en heladera en frasco color caramelo para

preservarla de la luz. Para preparar la solucién se utilizaron guantes y barbijo.

Buffer de corrida (5X)

(€7 563 0 b= U 72,0¢g
Tris base....cccveeevevveeveeeeeeees 150¢g
SDS 50g
H20 bidestilada....................c.s.p. 11

Llevar a pH 8,3 con HCI .

Buffer gel separador (4X)

SDS e 0,6g
Tris base.....cccvoevevviir e 27,2 g
TEMED ..o 0,6 ml
H20 bidestilada.............c.s.p. 150 ml

Llevar a pH 8,8 con HCL.

Buffer gel apilador (4X)

SDS 04g
Tris base......ccoviviiiiiiiiine 6,0 g
TEMED....cooiieee e 0,4 ml
H20 bidestilada...............c.s.p.100 ml

Llevar a pH 6,8 con HCL
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Buffer de muestra

Buffer apilador..........ccccevuuenen. 4,0 ml
SDS e 0,16 g
Glicerol .....ccooviiviriie e 4.0 ml
B-mercaptoetanol..........c.cc....... 5%
Azul de bromofenol................... 2 mg

Solucion colorante y fijadora
Disolver 1,92 g de Coomasie R en 400 ml de metanol. Adicionar 160 ml

de acido acético y 400 ml de agua. Agitar bien y filtrar.

Solucion Decolorante

Metanol o etanol..........cceeeuuneen..e. 250 ml

Acido acétiCo....cooveveeeeeeeeeeen 100 ml

Agua destilada.......cccccceivierinennne. 650 ml
Protocolo

Para la obtencion de los extractos celulares las bacterias fueron
cultivadas en medio liquido hasta fase estacionaria en sus respectivas
condiciones de cultivo (Tabla 3). Seguidamente fueron cosechadas por
centrifugacion (10.000 g, 10 min) y el pellet resultante fue lavado dos veces y
resuspendido en cantidad suficiente de buffer PBS como para alcanzar
DOsso: 20.

Se separaron alicuotas de 100 pl de las soluciones bacterianas obtenidas
y se les adiciond 6 pl de solucién de lisozima (Sigma Co., St.Louis, USA) en
concentraciéon 10 mg/ml. Luego fueron incubadas durante 3 horas a una
temperatura de 37 °C. Finalizado el tiempo de incubacion se agregaron 10 pl de

una solucién de SDS (20 % p/v) a cada una y se las llevé a ebullicién durante 2
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minutos. Finalmente, cada solucién fue adicionada de un volumen igual de
buffer de muestra con [3-mercaptoetanol y se las llevé a ebullicién durante 2
minutos.

Los extractos celulares se analizaron por SDS-PAGE segtn el método de
Laemmli (1970) en geles de 9 x 8 x 0,1 cm, disociantes y continuos. Se utilizd
una concentracién de 12,8 % p/v de acrilamida en el gel separador y 4 % p/v
en el gel apilador. La preparacién de las soluciones de acrilamida para cada uno
de los geles se detalla en la Tabla 3. El equipo utilizado fue un sistema vertical
Bio- Rad Mini Protean II (Bio Rad Lab, C.A.). La siembra se realiz6 con jeringa
Hamilton, los volimenes de siembra variaron entre 15 y 20 pl. La corrida

electroforética se llevo a caboa 120 V.

Tabla 3: Volimenes necesarios de cada reactivo para preparar un gel con separadores de

1mm de espesor.

Gel Separador Gel Apilador

Reactivos 12,8 % 49
Buffer gel separador 1,25 ml --
Buffer gel apilador -- 875 ul
Agua destilada 3,25 ml 980 ul
Glicerol -- 980 ul
Acrilamida-bis 30,8% 4,25 ml 455 ul
Persulfato de amonio 10%* 70 ul 45 ul

* agregar inmediatamente antes de cargar las placas

Para la tincion se introdujo el gel en la solucién colorante y fijadora por
un periodo de 2 horas con agitacion. Pasado éste tiempo se colocaron en
solucion decolorante hasta observar las bandas nitidamente. Los geles se
conservaron en agua destilada con una gota de acido acético.

Para determinar el peso molecular de las proteinas presentes en las
diferentes muestras se incluy6 en una de las calles del gel un patrén de

proteinas de peso molecular conocido. Se emplearon patrones de bajo peso
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molecular (Sigma) conteniendo: fosforilasa b (94 kDa), albumina (67 kDa),
ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbénica (30 kDa), inhibidor de tripsina
(20,1 kDa) y lactalbimina (14,4 kDa).

Los geles proteicos fueron escaneados y la imagen fue analizada. Los
perfiles obtenidos fueron comparados estadisticamente utilizando el programa

SYSTAT 12.

12.- Obtencion de ADN genémico de bacterias presentes en granulos de

Kefir.

Soluciones de trabajo

Buffer liticasa
Sorbitol.....cccccevveveerieennn 09M
Tris-HCI pH 8................ 0,1 M
150D 1V U 0,1 M
Buffer lisozima
Tris-HCl.....ccoveiiiiens 50 mM
EDTA. oo 5 mM
Sacarosa........cccceeeveninn 50 g/1
pH final: 8

Protocolo

Se coloc6 1 g de granulo de kefir seco en 20 ml de agua destilada estéril y
la suspension se mantuvo a 100 °C en un bafio termostatico. Las células fueron
luego separadas por centrifugacion (15 min a 15.000 g) en una centrifuga
Sorvall RC-5B plus (Sorvall Products, L.P. Newtown, CT, USA) y resuspendidas

en 10 ml de agua destilada estéril. Este paso de precipitacién y disolucién se
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llevé a cabo dos veces. El pellet obtenido se resuspendié en 100 pl de buffer
liticasa adicionado de 10 pl de liticasa 2,5 mg/ml (Sigma Chemical, St. Louis,
USA) y se incubé a 37 °C por 1 hora en bafio termostatico. Luego, se agregaron
40 pl de buffer lisozima y 40 pl de lisozima 10 mg/ml (Sigma Chemical, St.
Louis, USA) y se incub6 durante 15 min a una temperatura de 20 °C. El proceso
de extraccion y purificaciéon se llevéo a cabo utilizando un kit comercial
AccuPrep Genomic ADN Extraction kit (BIONEER, Korea) de acuerdo al
protocolo del proveedor. El ADN obtenido fue almacenado hasta su uso a -20 °C

en eppendorflibres de ADN.

13.- Obtencion de ADN gendémico a partir de bacterias aisladas.

Soluciones de trabajo

Buffer TES

Tris-base ....ccccovveevrivieeie e 50 mM
EDTA oot s 1 mM
Y- (6721 (0 11 VR 6,7 %
pH final: 8.0

Filtrado, esterilizado y conservado a temperatura ambiente.

Buffer STET

Tris-base ....ccccoeveriiiinin e 50 mM
EDTA i 50 mM
SaCaroSa....cvvviieeee e 8 %
Triton-X-100 ....ccoovreiereeereee e 5%
pH final: 8.0

Filtrado, esterilizado y conservado a temperatura ambiente.
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Ribonucleasa A (ARNsa)

ARNSQA .o 200 mg

|\ |- T O L 0,8766 g
Agua milliQ.......coovvviiiiiiren c.s.p. 100 ml
pH final: 5.0

Almacenado a -20 °C.

Buffer RS
NaCl..ooi e 0,15M
EDTA (pPH 8.0).ceveiier e 0,1M

LISOZIMa ..cevviiiee i 3ng

Mutanolisina 5000 U ml -1 (Sigma)........ 30 ul

Buffer TES......ooee e 62,5 pul

Proteinquinasa K ........cocoovvvivvineninnns 12,5 ul
Protocolo

Los microorganismos fueron crecidos en medio liquido, en sus
respectivas condiciones de cultivo, hasta fase estacionaria. Luego, se extrajo el
ADN gendmico utilizando un kit comercial (AccuPrep Genomic ADN Extraction
kit, BIONEER, Korea) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El ADN
obtenido fue almacenado hasta su utilizacién a -20 °C en eppendorf libres de
ADN.

Cuando el ADN se obtuvo a partir de los microorganismos desarrollados
en medio solido las células fueron sembradas en placa y crecidas en sus
respectivas condiciones de cultivo. Luego fueron recolectadas con ansa y la

masa celular obtenida fue resuspendida en 1 ml de buffer RS. Esta solucién fue
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centrifugada a 4 °C durante 2 minutos a 8.000 g y el pellet se congel6 a -20 °C
por un periodo minimo de 1 hora (tiempo maximo: 1 semana). Una vez
descongelado el pellet se resuspendié en 1 ml de buffer TES, se centrifugo
(2 min, 8.000 g, 4 °C) y se descarto el sobrenadante. Para la lisis se procedié a
resuspender el pellet obtenido en 275 pl de buffer STET. Luego, se agregaron
105 pl de solucion recién preparada de lisozima-mutanolisina y se incub6 a 37
°C durante 60 min. Concluido dicho periodo de incubacion se adicionaron 40 pl
de SDS 20 % p/v en buffer TE termostatizado a 37 °C y se le agregaron perlas
de vidrio. Se agit6 en vortex dos veces durante 10 s. Finalmente, se realizaron
dos incubaciones sucesivas de 10 min cada una, a 37 °C y 65 °C
respectivamente. Una vez finalizada la lisis se procedi6 a purificar las muestras.
Para ello se adicion6 a cada muestra 100 pl de buffer TE y se transfirio el
contenido a un tubo eppendorf phase-lock gel (Heavy 2 ml-200, 5 prime Gmbdh,
mat:  2900309). Se  agregaron bajo campana 515 pl de
fenol/cloroformo/isoamlialcohol (24:24:1), se agit6 vigorosamente y se
centrifugd (5 min, 10.000 g a temperatura ambiente). Cuando la fase superior
no se observé completamente clara, se repitio la extraccidon agregando 500 pl
de fenol/cloroformo/isoamlialcohol. La parte superior fue separada con
micropipeta y transvasada a un tubo eppendorf. Para precipitar el ADN
purificado se agregé a cada tubo 70 pl de NaCl 5 M y 0,5 ml de isopropanol. Los
tubos se colocaron en un bafio de hielo durante 15 min, se agitaron hasta hacer
visible el ADN en forma de nube blanquecina y se centrifug6é 30 min, 11.000 g,
4 °C. Al pellet obtenido se le adicionaron 500 pl de etanol 70 % a 4 °C y se
centrifugé durante 5 min a 11.000 g y temperatura ambiente. Los tubos se
dejaron abiertos bajo una lampara para el secado por evaporaciéon del etanol.
Posteriormente se adicionaron 100 pl de una dilucién 1/10 de buffer TE y 5 pl
de ARNasa 10 mg/ml y se incub6 a 37 °C durante 10 min. E1 ADN obtenido se

conservo a 4 °C.
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14.- Obtencion de ADN a partir de contenido intestinal v materia fecal

Quinientos miligramos (500 mg) de contenido intestinal/materia fecal
fueron colocados en 1 ml de buffer PBS. A partir de dicha suspensién se
procedié a la extraccibn del ADN gendmico utilizando un kit comercial
especifico para este tipo de muestra (AccuPrep Stool ADN Extraction Kit,
BIONEER, Korea)). Para ello se siguieron las instrucciones descriptas por el
proveedor. El ADN obtenido se almacen6 en ependorf libres de ADN a - 20 °C

hasta su uso.

15.- Determinacién de la concentracion de ADN

La concentracion y calidad del ADN fue determinada por medida de la
absorbancia a 260, 280 y 234 nm, usando un espectrofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific Nano Drop 2000 spectrofotometer, USA).

Se determinaron las absorbancia de soluciones diluidas (1/10a 1/100 a
partir de la solucién stock) asignando las mismas del siguiente modo: Az34 a
péptidos y aminoacidos aromaticos, Az60 a ADN y ARN y Azgo a proteinas y ARN.
Se considerd puro al ADN si la relacion Azeo/280 presento valores entre 1,8y 2,2

Para calcular la concentracion de la solucion stock se utilizé la siguiente
férmula:

[ADN] en pl ml-1= Az60 x 5.000

La solucién de trabajo se preparé a una concentracion de 50 ng pl!y se

almacend a -20 °C.

16.- Amplificacion del ADNr 16S

Se amplifico la region V3 del gen que codifica para el ARNr 16S,
utilizando los oligonucleétidos sintéticos 518R/341F-GC, BIF164F/BIF662-GC,
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LAC1/LAC2-GC (Invitrogen, USA), cuyas secuencias nucleotidicas se detallan
en la Tabla 4.

Tabla 4: Secuencia nucleotidica y referencias de los oligonucle6tidos 518R/341F-GC, BIF
164F/ BIF662-GC, LAC1/LAC2-GC.

Nombre Secuencia Tamaiio Referencia

518R (5’ATTACCGCGGCTGCTGG- 3")
341F (5VCCTACGGGAGGCAGCAG- 3V) con 5° GC (5°
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGGCACGGG
GGG- 3")
BIF164F (5'GGGTGGTAATGCCGGATG-3")
BIF662(5VCCACCGTTACACCGGGAA-3")con 5° GC
(5" 523pb
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGG
GG-3")
LAC1 (5’AGCAGTAGGGAATCTTCA- 3")

518R/341F-GC 193pb

BIF164F /BIF
662-GC

LAC1/LAC2-GC 327pb

(5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGCCCGGGGGCACCG
GGG- 3"

Para la amplificacion se procedié a preparar una mezcla inicial de
reaccion o premix que consta de los reactivos basicos necesarios para la
amplificacion. En la Tabla 5 se presentan, a modo de ejemplo, los reactivos
necesarios para realizar la amplificacién de una muestra con un volumen final
de 50 pl. Los volumenes varian segun el nimero de muestras y el volumen final
deseado. Tanto para la preparacion del material como para la manipulacién se
utilizaron guantes con el objetivo de proteger a la muestra de enzimas que

degradan el ADN o de la contaminacién con material extrafio.
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Tabla 5: Mezcla de reaccion (premix) necesaria para amplificar un volumen final de 50
microlitros.
Volumen (ul) para un

total de 50 pl
Buffer Taq 10 x (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5

Premix

MgCl(Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5

dNTP’s (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 5
Oligonucleétidos sintéticos (Invitrogen, USA) 2,5 pl de cada uno
Taq polimerasa (Inbio -Highway, Tandil, Argentina) 0,25

Agua miliQ 26,42

En el caso de la amplificacion de ADN proveniente de materia fecal con
los oligonucle6tidos LAC1/LAC2-GC y BIF164F/BIF662-GC, se duplic6 la
concentracion de enzima polimerasa utilizada.

La mezcla de reaccién se mantuvo en bafio de hielo para conservar la
actividad de la enzima polimerasa. Luego se fraccion6 en tubos eppendorfy se
adicion6 a cada uno de ellos el ADN molde que se deseaba amplificar. La
cantidad de ADN molde utilizado varid segun el origen. Para la amplificacion de
ADN proveniente de microorganismos aislados se utilizé 1 pl de ADN molde;
para amplificar el ADN proveniente de granulo de kefir y de materia fecal se
utilizaron 3 pl de ADN molde.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (MyCycler Thermal
Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) programado previamente con las
temperaturas adecuadas a cada par de oligonucleétido. Los programas
utilizados para cada par de oligonucle6tidos ensayados se detallan en la

Tabla 6.
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Tabla 6: Condiciones impuestas al termociclador para la amplificacién de la regién V3 del

ADNr 16S con los pares de oligonucledtidos sintéticos 518R-341F-GC; BIF164F/BIF662-GC;

LAC1/LAC 2-GC.

94 5 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 30 s Desnaturalizacion

60 60 s 30 Annealing

72 30s Extension

72 5 min 1 Extension final

98 5 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 45 o Desnaturalizacion

5o 50 s 40 Annealing

72 50s Extension

72 7 min 1 Extension final

94 2 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 30s Desnaturalizacion

61 60 s 35 Annealing

68 60 s Extension

68 7 min 1 Extension final

Los amplicones obtenidos se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién.
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17.- Electroforesis en gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE)

desnaturalizante (denaturing gradient gel electrophoresis: DGGE) fueron los

obtenidos por amplificacién de un ADN molde con oligonucled6tidos ricos en GC.

Los amplicones evaluados mediante electroforesis en gel con gradiente

Soluciones de trabajo

luz.

40

Solucion de Acrilamida-Bisacrilamida 40%

Acrilamida.......cccoooniiiriieinnnnns 3893 ¢g
Bisacrilamida........cccovevevrveennennnee 1,07 g
Agua destilada...................c.s.p 100 ml

Filtrada a través de un filtro de 0,45 pm y conservada a 4 °C.

Buffer muestra

Azul de bromofenol 2%......... 0,25 ml
Xileno cianol 2% ........cueeveenee. 0,25 ml
Glicerol 100%.....ccoceevurersrirrennee. 7,00 ml
Agua destilada........ccccoeeeenne 2,50 ml

Solucion de teiiido
Sybr Gold (Invitrogen)................. 30 ul
Buffer TAE.......cccocv i 300 .

Preparada en el momento de ser utilizada y conservada al reparo de la
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Gel apilador

Acrilamida/Bisacrilamida 40% ......cccovereeneen. 5ml
Temed.......ccocvee i 5ul
Persulfato de amonio 10%.....ccocoremeeneeereereennenn. 5ul

Gel separador

El gel separador contiene 8% de acrilamida y se prepara a partir de una
solucion de acrilamida/bisacrilamida 40%. Para preparar la solucién 80% de
agente desnaturalizante (80%) se le agrega urea y formamida de acuerdo al

protocolo que se detalla en la Tabla 7

Tabla 7: Composicidn de las soluciones 0 y 80 % desnaturalizantes necesaria

Reactivos Solucion 0% Solucion 80%
desnaturalizante desnaturalizante

Acrilamida-Bis 40% 20 ml 20 ml

Buffer TAE 50X 2 ml 2 ml

Urea - 33,68

Formzflmlda ) 32 ml

deionizada

Agua destilada c.s.p 100 ml c.s.p 100 ml

A partir de estas soluciones se preparan los gradientes que se requieren

para cada gel.

Protocolo:

Para el armado de los geles se utilizaron dos vidrios perfectamente
limpios y secos, uno pequeiio y uno grande. El vidrio grande se recubri6 con
una goma y se colocaron separadores en la parte interior del vidrio tratando de
minimizar el espacio que los separa. Los separadores fueron previamente
embebidos en grasa con el objetivo de disminuir efectos provocados por la

corriente y que deforman el gel (smile). Luego, se colocé el vidrio pequefio
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sobre el vidrio grande y ambos se ajustaron con seis broches. Se constaté que el
sistema no tenga pérdidas introduciendo agua en el mismo. Luego se vaci6 y
escurrioé sobre papel de filtro.

En la Tabla 8 se presentan a modo de ejemplo, los volimenes de las
soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % necesarios para obtener soluciones
desnaturalizantes 40, 45, 60 y 65 %. Una vez combinadas las soluciones, e
inmediatamente antes de comenzar a formar el gradiente, se les adicioné 4,4 ul
de Temed y 44 pl de persulfato de amonio 10 % y se agit6. Luego se procedié a

la formacion de los geles en gradiente.

Tabla 8: Volumenes de las soluciones desnaturalizantes 0 y 80 % necesarios para obtener

soluciones desnaturalizantes 40, 45, 60 y 65 % de urea/formamida.

Concentracion Solucion 0% Solucion 80%
desnaturalizante desnaturalizante * desnaturalizante*
(%) (ml) (ml)

40 5,75 5,75

60 2,87 8,63

65 2,2 9,3

*Volumenes necesarios para la preparacion de 11,5 ml de cada solucién.

El gradiente desnaturalizante se form¢ utilizando un sistema de vasos
comunicantes y bomba de vacio. Los vasos comunicantes se colocaron sobre un
agitador magnético y se introdujo un buzo magnético en el vaso mas cercano al
orificio de salida que contendra la solucién de mayor concentracion de agente
desnaturalizante. Se verificdé que la comunicacion entre los vasos esté cerrada y
se introdujeron ambas soluciones. Finalmente se coloc6 una manguera entre el
orificio de salida de los vasos y el espacio entre el sistema de vidrios. Se
procedi6 a encender la bomba de vacio, se abri6 la comunicacion entre vasos y
comenz6 a formarse el gel en gradiente. Se emplearon velocidades de
formacion del gel lo mas lentas posible y las mismas fueron constante para los

distintos geles de modo tal de lograr reproducibilidad.
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Luego, se coloco el peine y se dejo polimerizar. En los casos en que los
geles se contrajeron y quedaron espacios vacios se complet6 el volumen con gel
de apilamiento. Una vez polimerizados, se retiraron los peines y se procedi6 al
montaje de los geles sobre los soportes. El equipo consta de dos soportes con
una capacidad de cuatro geles por corrida. Cada uno soporta dos geles que se
montan con broches plasticos. Una vez armados los soportes se procedié a
liberar la zona de la base del gel quitando la goma contenedora de manera tal
que la corriente pueda circular. El sistema se introdujo dentro de la cuba
previamente cargada con buffer TAE y precalentada a 60 °C. Se encendio6 el
sistema de recirculacion de liquido del equipo y se procedié a la siembra de las
muestras.

Previo a la siembra las muestras fueron combinadas con un volumen de
buffer muestra (25 pl de muestra + 5 pl de buffer muestra) y luego sembradas
con jeringa Hamilton.

El equipo se conect6 a una fuente a 100 V de modo que la corriente que
pase por cada gel sea de aproximadamente de 35 mA. Las corridas
electroforéticas fueron de 16 horas a 60 °C.

Se utilizé un equipo DGGE-2401 C.B.S (C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA,
USA) (Figure 1) con geles de 15 x 20 x 0,75 cm de tamaiio (Figura 1).

Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles fueron incubados
en la solucidn de tefiido (Sybr Gold, Invitrogen, USA) en oscuridad durante 30

minutos. Las bandas se observaron con luz UV en un transiluminador.
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Figura 1: Cuba para electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (C.B.S. Scientific Co.,

Del Mar, CA, USA)

18.- Secuenciacion

Soluciones de trabajo

TSS-2X

PEG 8000.......cccoueier e vie e 2 gr
MgCI2 (IM) .o 0,7 ml
DSMO (dimetilsulfoxido)................ 1 ml
Medio LB estéril.................. ¢.s.p. 10 ml

Filtrada a través de filtro de 0,22 pm. Conservada a -20 °C

Protocolo
Las bandas de interés observadas en los geles de DGGE se cortaron e
introdujeron en eppendorf estériles que contenian 50 pl de buffer TE. Para

permitir que el ADN difunda del gel hacia el buffer los tubos se conservaron
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durante toda la noche a 4 °C. Luego, se realizé una amplificacion del ADNr 16S,
utilizando éste ADN como molde y los oligonucleétidos sintéticos 518R/341F-
GC.

Los productos de la amplificacién fueron purificados utilizando un kit
comercial (Invitrogen, USA).

Para determinar la pureza y estimar la concentracién de los amplicones
obtenidos, los mismos fueron analizados en un gel de agarosa 1% en el cual
también se incluyéo un patrén de PM de concentracién conocida (Inbio-
Highway, Argentina). Por comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas
con las correspondientes al patron de PM se estimé la concentracion del ADN.
Para verificar que los amplicones tuvieran el tamafio esperado se compararon
en el gel las distancias recorridas por la muestra y el patron.

Posteriormente se prepararon células competentes de E coli utilizando
un método quimico. Un inoculo inicial de E coli en medio LB se incub6 a 37 °C
durante toda la noche. Luego, 1 ml de este cultivo fue sembrado en 100 ml de
medio LB y se cultivé a 37 °C, en agitador orbital (225 rpm) hasta alcanzar una
DO o0 de 0,45-0,55. Luego, el cultivo se coloc6 en hielo durante 15 min. Se
centrifugé (3.000 rpm, 4 °C, 8 min), se descartd el sobrenadante
cuidadosamente y el pellet fue resuspendido en 5 ml de medio LB mas 5 ml de
TSS-2X. La solucién resultante se incub6 en bafio de hielo durante 15 a 30 min.,
se fraccion6 en tubos eppendorf estériles y se congelé empleando N2 liquido.
Las células competentes fueron almacenadas a -80 °C hasta su utilizacién.

Para el clonado se utilizo el kit pGEM-T y pGEM-T Easy Vector Systems
(Promega Co., USA). La insercion del plasmido y el clonado se llevé a cabo
segln las instrucciones del proveedor. Las colonias seleccionadas fueron luego
enviadas para su secuenciaciéon a Macrogen (Seul, Korea) y las secuencias
obtenidas fueron analizadas por comparacién con la base de datos del

GenBank. Se utilizo el software BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y se
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determiné la similitud de estas secuencias parciales del ADNr 16S con otras
secuencias conocidas.
En algunos experimentos se envid a secuenciar directamente las bandas

amplificadas y purificadas, sin previa clonacion.

19.- Tipificaciéon por rep PCR (GTG)5°

Soluciones de trabajo

Buffer Gitscheir 5X
(NH4)2S04(MerK)...ovrevreererrerrennes 1M
Tris pH 8.0..ecrrercerreereerseeeseessseens 1M
117 £ OF R 1M
EDTA pH 8.8...eereerecireenns 0,5M
B-mercaptoetanol........couuuue.. 14.4 M

Conservadas a 4 °C.

Marcadores de referencia

35 pl de PCR ruler (Bio-rad, #170-8206)

28 ul de 500 bp molecular ruler (Bio-rad, #170-8203)
75 ul de buffer de muestra

100 pl buffer TE

19.1.- Amplificacion de secuencias repetidas: rep PCR
La amplificacién se realizé utilizando los oligonucledtidos sintéticos
(GTG)5" (Tabla 9). Estos oligonucledtidos hibridan con secuencias de ADN

repetidas (secuencias rep) que se encuentran distribuidas en el cromosoma.
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Tabla 9: Secuencia nucleotidica del oligonucleétido sintético (GTG)5".

Oligonucleoétido Secuencia

(GTG)s 5'GTGGTGGTGGTGGTG-3"

La mezcla de reaccion se preparé como se detalla en la Tabla 10

Tabla 10: Mezcla de reaccién para la amplificacién de secuencias repetidas intragénicas.

Cantidad por

Reactivo

muestra (ul)
5x Gitschier buffer 5
Seroalbumina bovina (BSA) (20mg/ml) (Roche) 0,2
Dimetilsulféxido (DMSO) 100% (Fluka) 2,5
Agua MiliQ 13,65
dNTP’s (25mM) (Pharmacia) 1,25
Oligonucleétido (GTG)5" 0,3 ug/ul 1
Taq ADN polimerasa (5 U pll, Red Goldstar, 04
Eurogentec) ’

En tubos eppendorf estériles se colocaron 24 pl de la mezcla de reaccion y
1 pl de ADN molde (50 ng pl-1) Se utilizé el ADN obtenido a partir de medio
sélido ya que con este método se obtiene ADN de mejor calidad y en mayor
concentracion. El programa utilizado en el termociclador se muestra en la Tabla

11.
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Tabla 11: Condiciones fijadas al termociclador para el ensayo de rep PCR.

Temperatura (°C) Tiempo N°de ciclos Descripcion

95 7 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 1 min Desnaturalizacion

40 1 min 30 Annealing

65 8 min Extension

65 16 min 1 Extension final

Los productos PCR que no se utilizaron inmediatamente fueron
conservados a

-20°C.

19.2.- Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles con un porcentaje de 1,5 % p/v de agarosa en buffer
TAE. Se utiliz6 un equipo de electroforesis con un soporte de 20 x 15 cm y
peines de 20 posiciones de 1,5 mm de ancho cada una.

Para la preparacion del gel se pesaron 2,25 g de agarosa en frasco de
vidrio y se le adicion6 150 ml de buffer TAE (previamente preparado utilizando
material volumétrico y empleando agua MilliQ). A la solucién resultante se le
determiné el peso y se calentdé en microondas hasta disolucién completa. Se
pesé nuevamente y se corrigié al peso original adicionando agua MilliQ. Esta
solucion fue termostatizada a 55 °C en un bafio y luego se volcod sobre el
soporte de electroforesis cubriendo luego el mismo con papel de aluminio para
evitar la evaporacién. Una vez solidificado se procedié a la siembra de las

muestras.
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Para la preparacion de las muestras se combinaron 25 pl de cada
producto PCR con 5 pl de buffer de corrida (6x). De cada una de éstas
soluciones se tomaron 7,2 ul y se sembraron en las diferentes posiciones del gel

La electroforesis se desarrollé a 4 °C, a un voltaje constante de 55 V
durante 960 min. Una vez finalizada la corrida, los geles fueron tefiidos por
inmersién en solucién de 1 pg ml -1 de bromuro de etidio en buffer TAE, durante
30 minutos. Luego, los mismos se colocaron durante 10 min en agua MilliQ y se
tomo6 de ellos una imagen digital. Las calles fueron individualizadas y las
imagenes resultantes fueron normalizadas utilizando el programa Corel Photo
Paint 7.

Los resultados fueron analizados empleando el software Bionumerics
v2.5 (Applied Maths, B) utilizando la base de datos LMG de la Universidad de

Gent, Belgica (www.belspo.be/bccm).

20.- Secuenciacion del gen de la fenilalanina sintasa
20.1.- Amplificacion del gen de la fenilalanina sintasa

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién y
secuenciacion de los genes de la fenilalanina sintasa (pheS) se detallan en la

Tabla 12 (Naser et al,, 2005):

Tabla 12: Oligonucledtidos utilizados para el ensayo de secuenciacion del gen de la pheS.

Oligonucleotidos Secuencia 5'-----> 3’

pheS 21 F CAYCCNGCHCGYGAYATGC
pheS 22 R CCWARVCCRAARGCAAARCC
pheS 23 R GGRTGRACCATVCCNGCHCC

Una soluciéon de ADN molde se llevo a DO 260= 0,2 con agua Milli-Q. El

ADN utilizado en este ensayo fue obtenido a partir de bacterias crecidas en
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medio sélido y su calidad fue previamente constatada segun se detalla en el
punto 15 de Materiales y Métodos.

En la Tabla 13 se detallan las cantidades de cada reactivo necesarias para
la obtenciéon de la mezcla de reaccion que se utiliz6 en la reaccién de

amplificacion.

Tabla 13: Mezcla de reaccién utilizada para la amplificacién del gen de la pheS.

Cantidad por muestra

Reactivo

(u)
PCR buffer 10X 2,5
Agua MQ 18
dNTP’s (2mM) 2,5

oligonucleotido 1(50uM) 0,25
oligonucleétido 2(50uM) 0,25
Taq ADN polimerasa 0,5

En cada tubo eppendorf estéril se agregaron 24 pl de la mezcla de
reacciény 1 pl de ADN (0,2 ng pl-1). La temperatura de annealing utilizada en la
reaccion de amplificacion fue de 50 °C. En caso de amplificacion negativa se
ensayaron, ademas, las siguientes temperaturas de annealing: 42, 46, 55, 60, y
65 °C.

En caso de que los productos PCR no fueran utilizados inmediatamente,

se conservaron a -20 °C.

20.2.- Control de los amplicones

Para constatar que los amplicones obtenidos tuviesen el tamafo
esperado (460 bp) los mismos fueron separados en un gel de agarosa (1 p/v %)
mediante electroforesis junto a un patrén de peso molecular de concentracion y

tamafo conocidos.
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20.3.- Purificacion

Los amplicones se colocaron sobre un sistema constituido por una
membrana de ultrafiltracion (kit NucleoFast 96 PCR) unida a una bomba de
vacio (Tecan, Suiza). Como resultado los contaminantes (oligonucledtidos
sintéticos, dNTPs y sales) fueron expulsados y los amplicones purificados
permanecieron en la membrana. Luego, los mismos fueron resuspendidos en
distintos volimenes de agua MilliQ de manera de obtener iguales

concentraciones en todas las muestras.

20.4.- Reaccion de amplificacion para la secuenciacion
Los oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen pheS se describen

en la Tabla 14.

Tabla 14 : Oligonucleoétidos utilizados para el ensayo de secuenciacion de la pheS.

Oligonucleoétidos Secuencia 5'-----> 3’
pheS 21F CAYCCNGCHCGYGAYATGC
pheS 23 R GGRTGRACCATVCCNGCHCC

Las cantidades de cada reactivo necesarias para formular la mezcla de
reaccion que se utilizo6 en la reaccion de amplificacion se detallan en la

Tabla 15.

Tabla 15 : Mezcla de reaccion para la reaccién de amplificacion del gen de la pheS.

Reactivo Cantidad por muestra
BugDye v3.1 (OPL-0,48)1/14 0,286 ul

5X Buffer de secuenciacion(OPL-0,49) 1,857 ul

Agua MiliQ 1,857ul
Oligonucleétido sintético (4uM) 3 ul

Para la amplificacién se combinaron 7 pl de la mezcla de reacciéon y 3 pl

de ADN molde en cada tubo eppendorf estéril y las mezclas se llevaron a un
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termociclador. Los ciclos de calentamiento y enfriamiento se detallan en la

Tabla 16.

Tabla 16: Condiciones impuestas al termociclador para amplificar el gen de la pheS.

Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos Descripcion

96 15 sec Desnaturalizacion
Annealing

35 1sec 30

60 4 min Extension

4 7 min Extension final

Los productos PCR que no se utilizaron inmediatamente fueron

conservados a -20 °C.

20.5.- Purificacion y Secuenciacion

Para purificar los productos de la amplificacion del ADN se utiliz6 el kit
BigDye Xterminator. En este caso las impurezas (sales, dNTPs, etc) quedaron
retenidas en la fraccién insoluble mientras que los productos de amplificacion
marcados permanecieron en el sobrenadante.

Luego de la purificacidn, los productos fueron colocados en una placa de
96 pocillos (3100 Genetic Analyzer Plate Septa) y secuenciados.

Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa Applied

Biosystems Sequencing Analysis Software version 5.1

21.- Caracterizacion reoldgica de las leches fermentadas

21.1.- Obtencion de leches fermentadas.
A partir de 50 pl de los cultivos conservados a -80 °C de cada uno de los

microorganismos a utilizar se hicieron repiques en 5 ml de leche descremada
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estéril y se cultivaron en sus respectivas condiciones de crecimiento. La pureza
de los cultivos obtenidos se verificO mediante la evaluacién de la morfologia
microscépica utilizando la tincion de Gram. Se realizaron dos repiques
sucesivos previo a la ejecucion de cada ensayo en las condiciones descriptas.
Para la evaluacion reoldgica los microorganismos se inocularon en leche
parcialmente descremada esterilizada por tratamiento de ultra alta
temperatura (UAT) al 1% v/v y se incubaron durante los tiempos y
temperaturas indicados anteriormente (Tablas 1 y 2). Los cultivos destinados a
la evaluacién se realizaron en frascos de boca ancha, estériles, conteniendo 100
ml de leche para permitir la toma de muestra sin romper la estructura del gel
acido. Previo a la evaluacidon reolégica, las leches fermentadas fueron
almacenadas por un periodo de 24 horas a 4 °C. Asimismo se determind6 el pH
final de la fermentacion utilizando un peachimetro asociado a un

microelectrodo combinado de vidrio/calomel (Cole-Parmer).

21.2.- Obtencion de geles lacteos acidificados con 8-gluconolactona.

A 10 ml de leche se le adicion6 0,1 g de 6-gluconolactona (ICN
Biomedicals Inc., Ohio 44202, USA). Se agit6 en un agitador magnético durante
1 minuto y luego se incubé a 37 °C por 3 horas. El pH de los geles obtenidos
luego de la incubacién se encontr6é en un rango entre 4,3 y 4,5. Los geles se

mantuvieron a 4 °C hasta su analisis.

21.3.- Evaluacion del comportamiento de flujo y determinacion de
viscosidad.

Para la evaluacion del comportamiento de flujo y la evaluaciéon de
viscosidad se utiliz6 un reémetro Haake Rheostress 600 (Alemania), en su
modo de viscosimetro rotacional empleando la geometria plato-plato rugosos.

El ensayo se llevé a cabo a 25 °C (Termohaake DC50) y la secuencia de rotaciéon
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empleada fue: ascenso del gradiente de velocidad de 0 a 500 s-1 en 2 minutos,
mantenimiento del gradiente de velocidad en 500 s-! durante 1 minuto y
descenso del gradiente de velocidad de 500 a 0 s'1 en 2 minutos. Se registro el
esfuerzo de corte en funcion del gradiente de velocidad de deformacién y se

determind la viscosidad aparente (nap) a un gradiente de velocidad de 300 s-1.

21.4.- Evaluacion del espectro mecanico de los geles acidos

Las leches fermentadas fueron evaluadas mediante ensayos oscilatorios
de pequefia amplitud de deformacién. Las medidas fueron efectuadas en un
reometro de esfuerzo controlado RheoStress 600 (Termo Haake, Karlsruhe,
Germany) utilizando la geometria plato-plato rugosos de 35 mm de didametro
como sistema sensor, con una separacion de 1 mm entre platos.

La temperatura de las se mantuvo a 252C utilizando un bafio anexo al
equipo (DC50, Haake).

En un primer ensayo, se determiné el rango de viscoelasticidad lineal.
Para ello se realizé un barrido de esfuerzo de 0,01 a 20 Pa a una frecuencia fija
de 1Hz. A partir de los mismos se seleccioné un esfuerzo dentro de dicho rango
para realizar los barridos de frecuencia y asi obtener los espectros mecanicos
de las muestras.

Se determinaron los modulos elastico (G") y viscoso (G”), la tangente del
angulo de deformacidn (tg 6) y el moédulo complejo (G*) como funciones de la
frecuencia (0,1-10Hz) y se escogieron los valores de esos pardmetros a la

frecuencia de 1Hz para efectuar las comparaciones correspondientes.
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22.- Obtencion v purificacion de polisacaridos.

22.1.- Extraccion de exopolisacaridos a partir de cultivos de
microorganismos aislados.

Los microorganismos activos fueron inoculados en leche parcialmente
descremada estéril y se incubaron en sus respectivas condiciones de cultivo.
Una vez finalizados los tiempos de fermentacion se evalué el pH y se procedié a
la extraccion de polisacaridos utilizando el método de precipitacién con alcohol
en frio y dialisis descripto por Rimada & Abraham (2001).

Inicialmente, las leches fermentadas fueron calentadas en bafio a
ebullicion con el objetivo de inactivar enzimas que puedan degradar los EPS y
modificar la estructura de las proteinas de la leche de modo de facilitar su
posterior separacidn. A continuacion se centrifugaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos a 10.000 g utilizando una centrifuga Avanti J25 (Beckman
Coulter Inc., USA). Al sobrenadante se le adicioné dos veces su volumen de
etanol frio (-20 °C) y la solucién resultante se llevo a -20 °C durante 24 horas.

Los polisacaridos, que en estas condiciones precipitan, fueron separados
por centrifugacién (4 °C, 20 min, 10.000 g) y luego resuspendidos en agua
caliente.

Para obtener una muestra con bajos contenidos de proteinas y sin lactosa
se procedié a repetir el proceso de precipitacion y disolucién y luego se dializ6
con membrana con valor de corte de 1.000 Da (Spectra/Por, Spectrum
laboratorios, USA). La didlisis se realiz6 en vasos de precipitado de 4 litros
contra agua bidestilada en agitacién continua a 4 °C. El periodo de dialisis fue
de 48 horas y se realizé un cambio de agua a las 24 horas.

De las soluciones obtenidas se separ6 una alicuota para determinar el
contenido de azucares totales (método de antrona) y constatar la ausencia de

carbohidratos de bajo peso molecular (TLC) y proteinas (método de Bradford).
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Finalmente, las soluciones fueron liofilizadas y almacenadas en recipientes

herméticos a temperatura ambiente.

22.2.- Extraccion de exopolisacaridos de granulos de kefir

Se realizd la extraccion de polisacaridos del granulo de kefir CIDCA AGK1
utilizando el método de precipitacion con alcohol en frio descripto por Rimada
& Abraham (2001).

Los granulos lavados, escurridos y pesados fueron disueltos en agua
destilada en una proporcién de 10 % p/v y se calentaron a 100 °C durante un
periodo de 30 minutos. Luego se centrifugaron a temperatura ambiente por 15
minutos a 10.000 g utilizando una centrifuga Avanti J25 (Beckman Coulter Inc.,
USA). El sobrenadante se separd y se le adicioné dos veces su volumen de
etanol frio (-20 °C). Esta solucion se mantuvo a -20 °C por 24 horas. El
polisacarido precipitado fue separado por centrifugacion (4 °C, 20 min, 10.000
g) y resuspendido en agua caliente. Se repiti6 el proceso de precipitacién y
disolucién y finalmente se dializ6 con membranas con valor de corte de 1.000
Da (Spectra/Por, Spectrum laboratorios, USA). De las soluciones obtenidas se
separ0 una alicuota para determinar el contenido de azucares totales (método
de antrona) y constatar la ausencia de carbohidratos de bajo peso molecular
(TLC) y proteinas (método de Bradford). Finalmente las soluciones fueron

liofilizadas y almacenadas a temperatura ambiente.

22.3.- Cromatografia en capa fina

Soluciones de trabajo

Solvente de corrida
N-propanol........cccvceeeriieven e, 70 ml

Acido aCltiCO..emmminrrerereeeann, 20 ml
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Solucion de revelado

Acido p-amino benzoico.............. 7 g/l

Acido 0-fosforico........c.ounrrvevennn 30 g/1

Metanol......cccceviviiiesier e cs.p.11
Protocolo

Como medida de la pureza de las muestras se verificé la ausencia de
lactosa mediante cromatografia en capa fina (TLC). Como referencia se utilizo
lactosa Sigma (St Louis MO 63178 USA) al 0,5 % p/v en una solucién de
etanol:agua 50:50.

Se utilizaron placas de Silica gel G (Merck D-64271, Alemania) que
fueron cortadas teniendo en cuenta que cada muestra debe sembrarse
separada una distancia de 1 cm de la siguiente y del borde inferior. Las placas
fueron previamente activadas en estufa a 100 °C durante 1 min y la siembra se
realizdo con jeringa Hamilton. El volumen de siembra fue de 3 pl. Una vez
concluida la siembra, la placa fue introducida en una cuba previamente
saturada con solvente de corrida. Se permitio el avance de fase la mévil hasta
una distancia de 2 cm de la parte superior de las placas.

Finalizada la corrida, se retir6 la placa de la cuba, se sec6 utilizando aire
caliente y se procedié al revelado. Para ello, se bafi6 la placa con solucion de
revelado, se secd por evaporacion y se llevd a estufa a 100 °C durante 5 min
para visualizar los hidratos de carbono. Las placas fueron escaneadas para el

analisis (Zweig & Sherma, 1978).
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22.4.- Cuantificacion de proteinas: Método de Bradford

Soluciones de trabajo

Reactivo de Bradford

Coomassie Brilliant Blue G-250......100 mg

Acido fosSforico 85% .ovvvvrvereverersnnn 100 ml

Etanol 9520 oeeveeeeeeee e eeeeee e eeeeee e 50 ml

NAOH IM oo eee e ee e 50 ml

Agua destilada.........c.ccceevvveeee cs.p. 111
Protocolo

Como medida del grado de pureza de las muestras se procedio a
cuantificar el contenido de proteinas mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Para ello, se colocé en un tubo de hemolisis 50 pl de solucién
a analizar y 1 ml de reactivo de Bradford. La mezcla de reaccion se agit6é por
inversién y se midi6 la absorbancia de la muestra a 590 nm en un
espectrofotometro (Metrolab). Las muestras se procesaron simultaneamente
con una curva de calibracién que se preparo a partir de seroalbumina bovina en

concentraciones entre 50 y 300 ug/ml.

22.5.- Cuantificacion de aziucares totales: Método de antrona

Soluciones de trabajo

Reactivo de antrona
antrona (9,10 dihidro-9-oxoantraceno, Mallinckrodt) .......... 0,5gr
H2S04 66% (V/V) coereiiiiiee et e e s cs.p.11
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Para la disolucion del acido sulfturico (H2S04) en agua se trabajo en un
bafio de hielo debido a que se trata de una reaccién exotérmica. Para facilitar la
disoluciéon de el 9,10 dihidro-9-oxoantraceno el mismo se agreg6 a una
temperatura aproximada de 70 °C. El reactivo se conservé entre 0 y 4 °C por no

mas de 30 dias.

Protocolo

La cuantificaciéon de azucares totales se realizé utilizando el método de
antrona (Southgate, 1976). La evaluacion de las muestras se realiz6
simultaneamente con la de una curva de calibracion. Esta dltima se preparé
empleando soluciones de glucosa en el rango de 25-500 pg/ml.

En tubos de vidrio con tapa se agregaron 0,2 ml de las soluciones a
ensayar y 2 ml de reactivo de antrona. Luego, las muestras fueron llevadas a un
bafio de agua a 100 °C por 15 minutos y luego colocadas en un bafio de agua a
temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos. Finalmente se realiz6
la medida de la absorbancia a 620 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. Los resultados de absorbancia correspondientes a las
muestras se interpolaron con los resultados correspondientes a la recta de

calibracién.

23.- Caracterizacion de exopolisacaridos.

23.1.- Determinacion de peso molecular

Los polisacaridos disueltos en agua fueron filtrados utilizando filtros de
0,45 pm de didmetro de poro (Millipore, San pablo, Brasil) e introducidos en
viales para la determinacion de peso molecular mediante cromatografia liquida
de alta resolucion utilizando una columna de exclusion molecular OH-PAK SB
805 HQ (Shoedex, Japon). El equipo consta de un aspirador automatico para la

toma de muestra modelo 717 (Waters, Milford), un controlador modelo 600
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(Waters, Milford) y un refractémetro diferencial modelo 410 (Waters, Milford).
La elucién de las muestras se llevé a cabo a temperatura ambiente utilizando
como eluyente NaNO3z 0,1 M a flujo constante (0,95 ml/min, presion: 120:130
psi). El volumen de muestra inyectado fue de 50 pl. Como patrones de peso
molecular se utilizaron dextranos en el rango de 97.000 a 3.800.000 Da (ALO-

2770, Phenomenex, Torrence, CA).

23.2.- Composicion de azucares mediante cromatografia de intercambio
anioénico
23.2.1.- Hidrélisis para la determinacion de azucares

Muestras de los polisacaridos liofilizados (entre 0,4 y 1,2 mg) fueron
disueltas en 200 ul de agua Milli-Q e hidrolizada en acido trifluoroacético 0,2,
2,0 y 4 N durante 3 horas a 100 °C. Luego, las mismas se llevaron a sequedad en
rotavapor, con sucesivos agregados de agua para eliminar el acido. Finalmente
las muestras se secaron en SpeedVac (ThermoSavant, USA). Cada una de las

muestras fue redisuelta en 100ul de agua destilada.

23.2.2.- Cromatografia de intercambio anidnico

Para el andlisis de la composicion de azticares mediante cromatografia de
intercambio aniénico de alta resolucion se utilizo una columna Carbopac PA-10
(4 x 250 mm) con pre-columna PA-10 (Dionex) y un detector de pulsos
amperométricos (HPAEC-PAD) en un equipo Dionex DX-300.

Se utilizaron como patrones D-glucosamina, D-galactosamina, L-fucosa,
D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa, D-fructosa (Sigma) y D-glucosa (Merk)
secados previamente en desecador al vacio durante 48 hs. Los patrones fueron
pesados para preparar soluciones a partir de las cuales se realizaron las
diluciones necesarias para el andlisis. Las soluciones se mantuvieron

congeladas hasta su utilizaciéon a -20 °C. La cuantificacién de los azucares

60



Materiales y Métodos

neutros se realiz6 utilizando 2-deoxi-glucosa (Sigma) como estandar interno,
relacionando el drea correspondiente a 2-deoxi-glucosa con el area de pico
obtenida para cada azucar. Este aztcar se utiliza por similitud estructural con la
glucosa y por ser un azucar no natural.

Los solventes de corrida utilizados fueron NaOH 200 mM y agua. Se
empled en la corrida un programa isocratico con un flujo de 1 ml/min y una
concentraciéon de NaOH de 16 mM. Los resultados son promedios de dos

corridas realizadas para cada muestra.

24.- Efecto de polisacaridos sobre la microbiota fecal de ratones.

24.1.- Animales de laboratorio

Se utilizaron hembras de ratones Balb/C de seis semanas de edad, libres
de patdgenos especificos, obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLP. Los animales se mantuvieron en jaulas plasticas, con
temperatura y ciclo dia/noche controlados; y fueron alimentados con una dieta

balanceada convencional.

24.2.- Soluciones de polisacaridos

Los polisacaridos se resuspendieron en agua mineral (Villa del Sur,
Argentina) en concentraciéon 300 mg/l y se administraron a los ratones como
agua de bebida para su consumo ad Iibitum. Las soluciones fueron

reemplazadas todos los dias.

24.3.- Tratamiento 1: Disefio del Experimento

Para determinar el efecto de la administracion oral de polisacarido sobre
la microbiota intestinal, se realizaron experimentos in vivo. La ingesta diaria de
solucion de polisacarido fue de 2,5 a 3,4 ml / ratén/ dia, lo que equivale a una

dosis de 0,75 -1 mg polisacarido / ratén/ dia.
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Los ratones fueron divididos en 3 grupos de 5 ratones:

Grupo control: recibieron una dieta balanceada durante 7 dias.

Grupo Kk/2d: recibieron una dieta balanceada y se incluyo Ia
incorporacion de polisacarido (300 mg/1) en el agua de bebida durante 2 dias.

Grupo k/7d: recibieron una dieta balanceada y se incluy6 Ila

incorporacion de polisacarido (300 mg/1) en el agua de bebida durante 7 dias.

Las soluciones de polisacarido fueron administradas de manera que
todos los animales de diferentes grupos experimentales fuesen sacrificados en
el mismo dia. El contenido intestinal fue extraido, resuspendido en PBS y
congelado a -80 °C hasta su analisis (Figura 2). Se realizaron tres experimentos

independientes.

¢ ___! Grupo k/2d | »  2dias EPS (300 mg/)

Grupo k/7d > 7 dias EPS (300 mgfl)

3 grupos de 5 ratones
Balb/C Dia0 Dia 5 Dia7

O
Toma de Muestra
(contentenido intestinal)

24.3.1.- Analisis de las muestras de contenido intestinal

Figura 2: Esquema del disefio experimental.

Las muestras de contenido intestinal fueron analizadas por PCR-DGGE.
Para ello, el ADN de la materia fecal fue extraido como se detall6 en el item 14

de Materiales y Métodos y utilizado como molde para amplificar la region V3
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del gen que codifica para el ARNr 16S. Los oligonucle6tidos sintéticos utilizados
en la amplificacién fueron 518R/341F-GC, BIF164F/BIF662-GC y LAC1/LAC2-
GC. Las mezclas de reaccion y temperaturas de amplificaci6n empleadas para

cada par de oligonucledtidos se describen en el item 16. Amplificacion del

ADNr 16S de Materiales y Métodos. Los amplicones obtenidos fueron

sembrados en un gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante de urea
formamida (item 17 de Materiales y Métodos).

En la seleccion de las condiciones de corrida para la Electroforesis en Gel
con Gradiente Desnaturalizante se utilizaron los gradientes 30/60, 40/60,
45/65 y 45/70. Para el analisis de los resultados se utilizé el programa Systat
12.

24.4.- Tratamiento 2: Disefio del Experimento

Con el objetivo de realizar un seguimiento a lo largo del tiempo de la
microbiota fecal de los ratones se realizd6 un ensayo en el cual los mismos
fueron individualizados dentro de cada grupo. La ingesta diaria de solucion de
polisacarido fue de 2,5 a 3,4 ml / raton/ dia, lo que equivale a una dosis de
0,75 -1 mg poliscarido / ratén/ dia.

Los ratones fueron divididos en tres grupos (Figura 3).

Grupo control: (ratones 1 a 6) recibieron una dieta balanceada durante
21 dias.

Grupo k/21d: (ratones 7 a 12) recibieron una dieta balanceada y se
incorporé kefiran en el agua de bebida en una concentracién de 300 mg/1.

Grupo 83124/21d: (ratones 13 a 18) recibieron una dieta base
suplementada con el polisacarido aislado de la cepa CIDCA 83124 en una

concentracién de 300 mg/1 durante 21 dias.
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Los polisacaridos (kefiran de granulo o proveniente de la cepa CIDCA
83124) fueron suministrado ad libitum en al agua de bebida en una

concentracion de 300 mg/1 durante 21 dias.

o

3 grupos de 5 ratones f
Balb/C 0 2 7 14 21

Toma de muestras

Figura 3: Esquema del disefio experimental.

Las muestras de materia fecal fueron tomadas los dias 0, 2, 7, 14y 21y
procesadas en el momento de la toma de muestra o bien conservadas a -80 °C

hasta su analisis.

24.4.1.- Analisis de las muestras de material fecal
24.4.1.1.-Recuento de lactobacilos y bifidobacterias

A las muestras de materia fecal tomadas de todos los ratones los dias 0 y
21 se le realiz6 recuento de microorganismos viables dirigido a las poblaciones
de bifidobacterias y lactobacilos.

Para ellos se tomaron 5 pellets de materia fecal, se pesaron y se
introdujeron dentro de un tubo estéril con 1 ml de de PBS/Cys 0,05 %. Luego,
se disgregaron en esterilidad y finalmente, se procedi6 a realizar el recuento de
microorganismos viables. Se emple6 MRS/Cys 0,05 % como medio de cultivo y

solucién fisiolégica (NaCl 0,85 %) como diluyente. Las condiciones de
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crecimiento fueron 37 °C, 48 hs y anaerobiosis. El resultado se expres6 como

ufc/ml.

24.4.1.2.- Peso de los ratones

Se evalué el efecto de las distintas dietas sobre el peso de los ratones.
Para esto cada ratén fue pesado los dias 0, 2, 7, 14 y 21 del tratamiento. Para
analizar los resultados se calcularon las diferencias entre el peso inicial (Pi) y
final (Pf) para cada ratén y luego se promediaron los valores obtenidos para los

ratones pertenecientes a cada grupo.

24.4.1.3.- PCR-DGGE

Las muestras de materia fecal tomadas a cada raton los dias 0, 2, 7, 14 y
21 del tratamiento fueron analizadas por PCR-DGGE. La extraccion del ADN,
amplificacion y el ensayo de DGGE fueron llevados a cabo empleando la misma

metodologia descripta para el tratamiento 1 (item 24.3.1 de Materiales y

Métodos).

24.4.1.4.- Analisis mediante hibridacion fluorescente in situ- Citometria
de flujo

Soluciones de trabajo

Solucion de hibridacion

|\ (O 526g

Tris base......cccooeviiiiiiinnne 0,24 ¢
SDS e 001g
Formamida .......ccccccereunenes 30 ml

Agua bidestilada c.s.p. ....100 ml
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Solucion de lavado

|\ |- O 0,57 ¢g

Tris-HCI pHS8....coocviee 036¢g

EDTA PHB....oo i 0,03 g

SDS e 0,015¢g

Agua bidestilada c.s.p...ccccecvverennen. 150 ml
Protocolo

Las poblaciones celulares se evaluaron mediante la marcaciéon con
sondas fluorescentes especificas (Invitrogen) para los siguientes grupos
poblacionales: Eubacterias (Eub 338), NONEubacteria (NON 338),
Bifidobacterias (Bif 164) y Lactobacilos (Lab 158). La sonda Eub 338 se usd
como control positivo. La sonda NON 338, se utilizé como control negativo.

En la Tabla 17 se detallan los marcadores especificos utilizados para cada

grupo de bacterias.

Tabla 17: Sondas utilizadas para la hibridacién fluorescente in situ y secuencia a la cual se

unen.

Nombre Secuencia (5°-3") Marcador fluorescente
Eub 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT FITC

NON 338 ACATCCTACGGGAGGC FITC

Lab 158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA  AlexaFluor 532

Bif164 CATCCGGCATTACCACCC AlexaFluor 647

El proceso de fijacion y marcacidon de las muestras de materia fecal se
llevo a cabo mediante el protocolo descripto por Snart et al, 2006 como se

detalla a continuacion:

66




Materiales y Métodos

1) La materia fecal fue recolectada, pesada e introducida en tubos
eppendorf, luego fue homogeneizada mecanicamente con palillos de madera y
diluida 1/10 en PBS.

2) Se tomaron 300 pl de la suspensién resultante y se le agregaron
900 pl de paraformaldehido 4 % (p/v).

3) Las muestras obtenidas se almacenaron a 4 °C durante toda la
noche. Pasado este periodo de tiempo se centrifugaron (7.600 g, 5 min, 4 °C) y
el pellet resultante se resuspendio en 1 ml de PBS y se centrifugo nuevamente
(7.600 g, 5 min, 4 °C). Finalmente, el pellet fue resuspendido en 400 pul de PBS y
se le agreg6 400 pl de etanol frio. Se prepararon 6 tubos de cada muestra. Las
muestras fijadas se almacenaron a -80 °C en tubos hasta su analisis.

4) Para cada analisis se hizo un pool con 3 tubos de los anteriormente
fijados, para ello cada tubo se centrifug6 (14.600 g 5 min) y los pellets
bacterianos resultantes fueron reunidos en un solo tubo y resuspendidos en 1
ml de PBS.

5) Las células bacterianas fueron cosechadas por centrifugacion
(14.600 g 5 min) y resuspendidas en 1 ml de buffer Tris-EDTA.

6) Después de ser lavadas con este buffer los pellets fueron
resuspendidos en buffer Tris-EDTA con 1 mg of lisozima por ml y se
mantuvieron durante 10 min a temperatura ambiente.

7) Seguidamente, las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas
en 1 ml de solucién de hibridacién.

8) Alicuotas de 50 pl fueron usadas para unirse a cada sonda. La
concentracion final de cada sonda fue de 4 ng/pl. Las mezclas de hibridacion
fueron mantenidas a 35 °C durante toda la noche en tubos para microcentrifuga

y al abrigo de la luz.
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9) Luego de la hibridacion se agregd 150 upl de solucion de
hibridacion a cada tubo y las células bacterianas fueron cosechadas por
centrifugacion (14.600 g, 5 min).

10) Seguidamente, las células fueron resuspendidas en 200 pl de
solucion de lavado, incubadas a 37 °C durante 20 min y centrifugadas (14.600 g,
5 min). Luego de esta centrifugacion las células fueron resuspendidas en 100 pl
de PBS y se les adicioné 500 pl de PBS previamente filtrado para la posterior

adquisicion de datos en el citébmetro.

Se determiné el forward (FSC) y side scater (SSC) en un citometro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson Biosciencies, San Jose, USA) utilizando el
programa Cell Quest Pro para la adquisicion de los datos (50000 eventos). Se
establecio el gate o region correspondiente para cada tipo celular. El analisis de
datos fue realizado con los programas Cell Quest Pro (Becton Dickinson) y

WinMDI (version 2.9; Joseph Trotter).

24.4.1.5.- Microscopia laser confocal

Las muestras de materia fecal marcadas con sondas fluorescentes
siguiendo el mismo protocolo que se describe en el punto anterior fueron
analizadas en un microscopio laser confocal. Para ello, una gota de la muestra
marcada con sonda fluorescente fue depositada entre un portaobjeto y un
cubreobjeto y conservada en oscuridad hasta el momento de la observacion. La
observacion se llevo a cabo en un microscopio confocal LEICA TCS SP5 con
laseres de Argéon y HeNe. Las microfotografia obtenidas fueron evaluadas

mediante el programa LAS AF Lite.
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Introduccion

1.- Identificacion de microorganismos en comunidades microbianas
complejas.

El estudio de la composicién de poblaciones microbianas complejas se
puede realizar mediante el uso de técnicas dependientes de cultivo o
independientes de cultivo. La comparacion entre el porcentaje de bacterias
cultivables y el total de células en diferentes habitats muestra comunmente
enormes discrepancias. Una de las razones de estas diferencias puede ser la
interdependencia de los microorganismos entre si y la falta de conocimiento
sobre las verdaderas condiciones de cultivo de los mismos en sus habitats
naturales (Muyzer & Smalla, 1998). El uso de técnicas independientes del
cultivo y el desarrollo de métodos de biologia molecular otorgd ventajas en
éste aspecto, aumentado el estado de conocimiento sobre las comunidades

microbianas complejas.

1.1.- Métodos para el estudio de comunidades microbianas:
electroforesis dependientes de la secuencia.

Las técnicas electroforesis dependientes de la secuencia (EDS) se
basan en la separacion electroforética de fragmentos de ADN amplificados
por PCR (amplicones). Estos amplicones poseen secuencias especificas de
igual longitud y son separados en una matriz de poliacrilamida que contiene
un gradiente desnaturalizante de urea y formamida (electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante quimico (DGGE)) o bien un gradiente de
temperatura (electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) y
electroforesis en gel con gradiente temporal de temperatura (TTGE))
(Muyzer, 1999; Huys et al., 2008). En la TGGE, el gradiente de temperatura
se crea a lo largo de la longitud del gel, mientras que en TTGE el gradiente de

temperatura es temporal se forma gradualmente durante el funcionamiento
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de la electroforesis (Huys et al, 2008). Estas técnicas se utilizan para
comparar la diversidad de comunidades microbianas, monitorear la
dinamica poblacional, detectar microorganismos no cultivables y hacer
analisis de mutaciones.

Dichas metodologias han sido utilizadas en diversas comunidades
microbianas, obteniéndose resultados positivos en cuanto a la identificacion
de los microorganismos que lo componen (Felske et al., 1998; Ercolini et al.,
2001; Miyamoto et al., 2010). También han sido aplicadas al estudio de la
microflora presente en granulos de kefir (Ninane et al., 2007; Chen et al.,
2008; Jianzhong et al., 2009; Zhou et al., 2009; Da Cruz Pedrozo Miguel et al.,
2010; Londero et al, 2012), aumentando asi la informacidn acerca de la
composicion microbiana de estos ecosistemas.

Para obtener los perfiles de las comunidades bacterianas se deben
llevar a cabo los siguientes pasos: extraccién del ADN total de la comunidad
presente en la muestra; amplificacion por PCR de las secuencias especificas
utilizando oligonucleédtidos; separacion electroforética de los amplicones

usando DGGE, TGGE o TTGE; y procesamiento y analisis de la huella digital.

1.1.1.- Extraccion del ADN

El método utilizado para la extracciéon del ADN debe ser eficiente,
reproducible y de alto rendimiento. Esto es indispensable para obtener una
muestra representativa de la comunidad microbiana en estudio. El paso
crucial en la extracciéon del ADN es la lisis celular. Existen diversos métodos
que incluyen rupturas mecanicas o bien lisis enzimaticas. Evaluar este paso
de la extraccién es fundamental debido a que no todos los miembros de las
comunidades microbianas poseen la misma sensibilidad a las condiciones de
lisis. Los criterios usualmente utilizados para evaluar la eficacia de los
procedimientos de extraccién del ADN incluyen verificacion electroforética

de la integridad del ADN y determinacion del rendimiento.
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1.1.2.- Amplificacién

Luego del paso de extraccién y purificacion del ADN se procede a la
amplificacion. La seleccion de los oligonucleétidos que seran utilizados en la
reaccion de amplificacion de la polimerasa (PCR) es el punto mas
importante. El uso de oligonucledtidos universales permite el analisis de
cualquier tipo de comunidad microbiana aunque en poblaciones con una alta
diversidad, solo generaran bandas visibles en los perfiles obtenidos por las
técnicas de electroforesis dependientes de la secuencia, aquellas que se
encuentren en mayor proporcién en la comunidad. Para centrarse en una
subpoblacion especifica dentro de la comunidad total, se utilizan
oligonucledtidos especificos para determinados grupos poblacionales (Huys
etal., 2008).

Tradicionalmente se utilizan los genes que codifican para el rARN 16S
como molécula target para la construccion de oligonucleétidos universales y
especificos. Esta preferencia proviene del hecho de que los genes de la
subunidad ribosomal menor (SSU) del rARN estan compuestos por una
estructura tipo mosaico donde se alternan regiones no variables,
relativamente conservadas, con regiones altamente variables (regiones V).
En las técnicas de electroforesis dependientes de la secuencia que analizan
la huella genética de las poblaciones se utilizan oligonucleétidos que se unen
a regiones conservadas de las secuencias de los genes con el objetivo de
cubrir hasta tres regiones hipervariables. Los oligonucledtidos utilizados
para este tipo de técnicas poseen ademas una secuencia rica en GC unida al
extremo 5" denominada GC clamp que tienen el objetivo de prevenir la
desnaturalizacion completa de los amplicones generados. Esto es necesario
para obtener un punto de fusién estable de los fragmentos durante la

electroforesis (Huys et al., 2008).
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1.1.3.- Electroforesis

Las técnicas de electroforesis dependientes de la secuencia se basan
en el principio de que la movilidad electroforética de los amplicones doble
cadena, en la matriz del gel con gradiente desnaturalizante ascendente
(quimico o de temperatura), va disminuyendo, y a una determinada
concentracién de agente desnaturalizante o bien a una temperatura dada, se
produce la fusién parcial de la doble hebra (Tm) (Figura 1). La
desnaturalizacion fisica de los fragmentos de ADN doble cadena esta
influenciada basicamente por dos factores, la secuencia nucleotidica y el
contenido de G+C. A los dominios con altos contenidos en G+C se los
denomina dominios de fusidn e interfieren con la estructura helicoidal de la
molécula de ADN produciendo una migracion mayor en el gel. Los
amplicones que presentan diferencias en sus secuencias nucleotidicas
exhiben discrepancias en su comportamiento de fusién y, por lo tanto,
migran hasta una posicion diferente a lo largo del gradiente lineal del gel.
Esto produce como consecuencia diferentes perfiles de bandas que
representan la diversidad de las secuencias presentes en la mezcla de

amplicones (Huys et al., 2008).

% de agente desnaturalizante

Figura 1: Esquema del proceso de separacion de amplicones de ADN por electroforesis en

gradiente desnaturalizante quimico.

72



Capitulo 1

1.1.4.- Analisis de datos

El analisis de los perfiles obtenidos por éstas técnicas puede ser
realizado visualmente o numéricamente. La interpretacién visual de los
perfiles solo se puede llevar a cabo cuando se comparan perfiles de baja
complejidad. En aquellas muestras donde el nimero de bandas de los
perfiles aumenta o bien cuando se deben comparar un alto numero de
perfiles, se utilizan métodos numéricos. Con este objetivo se procede a
digitalizar las imagenes de los geles y procesarlos con distintos software.
Algunos de los mas utilizados son: GelCompar y BioNumerics (Applied
Maths; http://www.applied-maths.com/), Quantity One y Molecular Analyst
(Bio-Rad Laboratories), GeneTools (Syngene; http://www.syngene.com/), y
Photo-Capt (Vilber Lourmat; http://www.vilber.com/). Estos programas
permiten realizar el analisis numérico de los patrones de bandas y suelen
incluir herramientas estadisticas para la interpretacién de los datos.

Luego de este primer paso de analisis estadisticos, basado en
diversidad y coeficientes de similitud, se procede a identificar y monitorear
los miembros especificos de las comunidades bacterianas. La identificaciéon
de las bandas presentes en los perfiles electroforéticos pueden ser obtenidas
mediante el analisis de las posiciones relativas de las bandas,
comparandolas con las posiciones de patrones de identidad conocida, o bien
mediante la secuenciacion de las bandas (Huyst et al,, 2008).

Idealmente, la posicién de cada banda en el perfil de una muestra es
representativa de una especie. Sin embargo, en la practica, el efecto
observado en ciertas taxa cuando se utilizan oligonucleo6tidos para los genes
del rARN 16S, puede llevar a una sobreestimacion del nimero de especies
predominantes en las muestras analizadas debido a la presencia de
operones multiples.

Los resultados obtenidos por comparacién de la posicion de las
bandas pueden o deben ser verificados mediante secuenciacion,

permitiendo asi determinar la filiacion filogenética de cepas desconocidas.
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Se procede a extraer los fragmentos de amplificacidon de la matriz del gel de
poliacrilamida. Luego, dichos fragmentos se reamplifican y analizan por
técnicas de electroforesis dependientes de la secuencia para verificar que se
esté trabajando con los fragmentos de ADN correctos. Como consecuencia,
estos fragmentos obtenidos por PCR pueden ser directamente secuenciados
sin necesidad de clonacién previa o clonados previo a la secuenciacion.
Finalmente, las secuencias obtenidas son comparadas con secuencias
almacenadas en las bases de datos publicas (por ejemplo: EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) 0 GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)) para su identificacion.

2.- Taxonomia

La taxonomia o la sistematica es el estudio cientifico de la diversidad
de organismos con el objetivo ultimo de caracterizarlos y disponerlos de una
manera ordenada (Schleifer & Luidwig, 1994). Clasificacion, identificacién y
nomenclatura son tres subdisciplinas separadas pero relacionadas en
taxonomia. La clasificacion es el proceso de agrupar los organismos en
grupos taxondmicos (taxa) en base a sus semejanzas o relaciones. La
nomenclatura es la asignacion de nombres a los grupos taxonémicos segin
reglas internacionales. Finalmente, la identificacion es el proceso de
determinar si un nuevo aislado pertenece a una de las taxa establecidas y
nombradas (Staley & Krieg, 1989).

Las taxas en el sistema de clasificacion estan organizadas de manera
jerarquica. Actualmente, se reconocen dos dominios procaridticos: Archaea
y Bacterias. A su vez, estos dominios se dividen en reinos; siendo los niveles
subsiguientes phylum, clase, orden, familia, género y especie. Estos niveles
taxon6micos se diferencian mediante sufijos.

Debido a que los microorganismos poseen una estructura muy simple
y pocos caracteres informativos comparados con organismos superiores, el

progreso en la taxonomia bacteriana ha sido dependiente de los avances que
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se dan dentro de la tecnologia. Por esta razon, la taxonomia bacteriana
moderna emplea principalmente datos moleculares.

Los métodos de anadlisis cominmente utilizados para la identificaciéon
de microorganismos poseen diferente poder de resolucion, por lo tanto la
investigacion completa de la identidad de un microorganismo se podria
realizar solamente a través de la comparacién de resultados de un gran
numero de técnicas: éste es el acercamiento polifasico a la sistematica
bacteriana, es decir cuanto mas datos se utilizan para la comparacion, es
mas completa y exacta la identificacién (Colwell, 1970; Vandamme et al.,
1996). Vandamme et al. (1996) sefalan que para la identificacién de
microorganismos se deben tener en cuenta en forma integral los resultados
obtenidos por distintas metodologias que incluyan tanto el estudio de
caracteristicas fenotipicas como genotipicas. La taxonomia polifasica logra
consensuar caracteres fenotipicos tales como morfologia, nutricidn,
movilidad, caracteristicas tintoriales, formacién de esporos, marcadores
quimiotaxondmicos, perfil de proteinas totales, enzimas, etc.; filogenéticos,
basados en el gen del rARN 16S y genotipicos como el % G+C, hibridacion
ADN-ADN, técnicas basadas en perfiles que marcan diferencias entre
especies (fingerprinting), etc.

En las ultimas décadas el acercamiento a la filogenética ha
revolucionado la sistematica bacteriana. La filogenética se basa en encontrar
la relaciones existente entre los organismos mediante la comparacidon de las
secuencias moleculares, principalmente a través de los genes que codifican
al rARN 16S (Woese, 1987). Para esto se asumen que: (i) los genes que
codifican para el rARN son altamente conservados debido al rol fundamental
que cumplen los ribosomas en la biosintesis de proteinas (funciéon que fue
desarrollada en los primeros tiempos de la evolucion del organismo); (ii)
estos genes no estdn implicados en fendmenos de transferencia genética
horizontal y (iii) el porcentaje de similitud entre las secuencias de diversos

individuos es representativa de la variaciéon de sus genomas. Si bien estas
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aseveraciones no son completamente ciertas; gracias al analisis de los genes
del rARN 16S se ha logrado un avance importante en la taxonomia
bacteriana y los resultados obtenidos han sido confirmados mediante el
analisis de varias moléculas, por ejemplo: proteinas como RecA (Lloyd &
Sharp, 1993; Eisen, 1995) y factores de elongacion.

Alternativamente se utilizan otros marcadores como pueden ser los
genes que codifican para la subunidad a de la ARN polimerasa (rpoA) y la
subunidad a del t-ARN de la fenilalanina sintasa bacteriana (Naser et al,
2007).

Se ha encontrado una relacion empirica, no-lineal entre los datos de
similitud del ADN total y el porcentaje de identidad de las secuencias de los
genes que codifican para el rARN 16S (Keswani & Withman, 2001; Rossell6-
Mora & Amann, 2001). Segin Gevers et al. (2005) se podria afirmar que si
dos organismos poseen una similitud inferior al 97% en la secuencia del gen
que codifica para el rARN 16S tienen una relacion a nivel genético baja y por
lo tanto pertenecen a diferentes especies. Asimismo, si dos organismos
poseen semejanzas superiores al 97 % los organismos son considerados
como muy relacionados a nivel genético y solamente datos de hibridacion
ADN-ADN y/o andlisis de otras secuencias son decisivos para la
identificacion a nivel de especie. Se debe tener en cuenta que la
identificacion mediante el analisis de secuencias obtenidas por amplificacion
de secuencias especificas y comparacion con base de datos suele ser mas
rapida, reproducible y menos costosa que la hibridacién ADN-ADN (Gevers

etal., 2005).

2.1.- El género Lactobacillus

Las especies del género Lactobacillus son una de las taxa mas
importantes implicadas en microbiologia de alimentos y nutricion humana.
Esto se debe al papel que tienen en la produccidén y preservacion de

alimentos y también a las caracteristicas probioticas exhibidas por algunas
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cepas. Estos rasgos son de importancia cada vez mayor y reciben la atencion
de los consumidores, industriales y comunidad cientifica.

Las bacterias acido lacticas son un grupo filogenéticamente muy
diverso. Estas bacterias constituyen un grupo heterogéneo formado por
cocos o bacilos no esporulados, son Gram positivas, catalasa negativas, con
bajo contenido de G+C (menor a 54%), carentes de citocromos, exigentes
nutricionalmente, acido-tolerantes y productoras de acido lactico como
producto final mayoritario de la fermentacion de carbohidratos.

La mayor discrepancia en la taxonomia del género Lactobacillus es la
baja correlacion existente entre las propiedades metabodlicas y Ila
filogenética. La subdivision histérica del género Lactobacillus basada en el
tipo de fermentaciéon ha sido revisada y se ha subrayado el hecho de que a
términos como homofermentativo y heterofermentativo y ambos términos
acompafiados de obligado y/o facultativo se le han asignado significados
diversos segun los autores, lo cual puede llevar a error.

Actualmente se acepta la definicion descripta por Hammes & Vogel
(1995) donde se define como homofermentativos obligados a aquellos
lactobacilos capaces de fermentar las hexosas a acido lactico por la via de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) mientras que las pentosas y el gluconato
no son fermentadas debido a la carencia de fosfocetolasa;
heterofermentativo facultativos a aquellos lactobacilos que degradan las
hexosas por via EMP y son capaces de degradar las pentosas y a menudo el
gluconato debido a que poseen las enzimas aldolasa y fosfocetolasa y
finalmente se describe a los heterofermentativos obligados como aquellos
que degradan las hexosas por la via del fosfogluconato produciendo lactato,
etanol o acido acético y diéxido de carbono como productos y fermentan las
pentosas por esta misma via metabolica (Felis & Dellaglio, 2007).

Segun la Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Release 5.0, Garrity et
al., 2004), el género Lactobacillus pertenece al phylum Firmicutes, clase

Bacilli, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae y se agrupan dentro
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de la misma familia a los géneros relacionados Paralactobacillus y
Pediococcus.

El primer analisis filogenético de lactobacilos fue realizado en 1991
por Collins et al. con las especies conocidas hasta ese momento. De éste
analisis surgieron subdivisiones y el género Lactobacillus fue dividido en 3
grupos. En los dltimos afios se han descripto una gran cantidad de nuevas
especies y se ha realizado un nuevo examen filogenético del género. Como
consecuencia, éstos grupos se han subdividido en grupos mas pequenos.
Esta estrategia fue adoptado de Hammes & Hertel (2003), y Dellaglio & Felis
(2005), y se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1: Agrupamiento filogenético de acuerdo a Hammes & Hertel (2003), Dellaglio &

Felis (2005) y Felis & Dellaglio (2007).

Grupos

Lb delbrueckii
(delb)

Lb salivarius

(sal)

Lb reuteri
(reu)

Lb buchneri
(buch)

Lb
alimentarius-
Lb farciminis
(al-far)

Lb casei (cas)

Lb sakei
(sakei)

Lb
fructivorans
(fru)

Hammesy
Hertel(2003)

Lb acetotolerans, Lb
acidophilus, Lb
amylolyticus, Lb
amylophilus, Lb
amylovorus, Lb crispatus,

Lb delbrueckii, Lb fornicalis,
Lb gallinarum, Lb gasseri,
Lb hamsteri, Lb helveticus,
Lb iners, Lb intestinalis, Lb
jensenii, Lb johnsonii, Lb
kefiranofaciens, Lb
kefirgranum, Lb psittaci

Lb acidipiscis, Lb agilis, Lb
algidus, Lb animalis, Lb
aviarius, Lb cypricasei, Lb
equi, Lb mali, Lb murinus,
Lb nagelii, Lb ruminis, Lb
salivarius

Lb coleohominis, Lb
durianis, Lb fermentum, Lb
frumenti, Lb ingluviei, Lb
mucosae, Lb oris, Lb panis,
Lb pontis, Lb reuteri, Lb
suebicus, Lb
thermotolerans, Lb
vaccinostercus, Lb vaginalis

Lb buchneri, Lb diolivorans,
Lb ferintoshensis, Lb
fructivorans, Lb hilgardii,
L.b homohiochii, Lb kefiri,
Lb kunkeei, Lb lindneri, Lb
parabuchneri, Lb parakefiri,
Lb sanfranciscensis

Lb casei, Lb anihotivorans,
Lb pantheris, Lb paracasei,
Lb rhamnosus, Lb sharpeae,
Lb zeae

Lb curvatus, Lb fuchuensis,
Lb graminis, Lb sakei

Dellaglio y Felis (2005)

Lb acetotolerans, Lb
acidophilus, Lb amylolyticus,
Lb amylophilus, L.b mylovorus,
Lb crispatus, Lb delbrueckii, Lb
fornicalis, Lb gallinarum, Lb
gasseri, Lb  hamsteri, Lb
helveticus, Lb iners, Lb
intestinalis, Lb jensentii,

Lb johnsonii, Lb kalixensis, Lb
kefiranofaciens, Lb
kefirgranum Lb kitasatonis, Lb
psittaci, Lb suntoryeus, Lb
ultunensis

Lb acidipiscis, Lb agilis, Lb
algidus, L.banimalis,

Lb aviarius, Lb cypricasei, Lb
equi, Lb mali, Lb murinus, Lb
nagelii Lb ruminis, Lb
saerimneri, Lb salivarius, Lb
satsumensis

Lb antri, Lb coleohominis, Lb
fermentum, Lb frumenti, Lb
gastricus, Lb ingluviei, Lb
mucosae, Lb oris, Lb panis, Lb
pontis, Lb reuteri, Lb
thermotolerans, Lb vaginalis (L.
reuteri group-a) associated
with Lb durianis, Lb
vaccinostercus, Lb suebicus, Lb
rossii (Lb reuteri group-b)

Lb buchneri Lb diolivorans, Lb
ferintoshensis, Lb hilgardii Lb
kefiri, L. parabuchneri,

Lb parakefiri (Lb buchneri
group-a) associated with

Lb fructivorans, Lb
homohiochii, Lb lindneri, Lb.
sanfranciscensis (Lb buchneri
group-b)

Lb casei, Lb paracasei, L.b
rhamnosus, Lb zeae (Lb casei
group-a) Lb manihotivorans,
Lb pantheris, Lb sharpeae

(Lb casei group-b) appear as
distinct clusters, not obustly
associated with each other

L.b curvatus, Lb fuchuensis, Lb
graminis, Lb sakei

Felis y Dellaglio (2007)

Lb acetotolerans, Lb
acidophilus, Lb amylolyticus,
Lb amylophilus, Lb
amylotrophicus,

Lb amylovorus, Lbcrispatus,
Lb delbrueckii, Lb fornicalis,
Lb gallinarum, Lb gasseri, Lb
hamsteri, Lb helveticus, Lb
iners, Lb intestinalis,

Lb jensenii, Lb johnsonii, Lb
kalixensis, Lb kefiranofaciens,
Lb kitasatonis, Lb psittaci,

Lb sobrius, Lb ultunensis

Lb acidipiscis, Lb agilis, Lb
algidus*, Lb animalis, Lb
apodemi, Lb aviarius, Lb equi,
Lb mali, Lb murinus, Lb
nageli Lb ruminis, Lb
saerimneri, Lb. salivarius, Lb
satsumensis, Lb. Vini

L.b antri, Lb. coleohominis, Lb
fermentum, Lb frumenti, Lb
gastricus, Lb ingluviei, Lb
mucosae, L.b oris, L. panis, Lb
pontis, Lb  reuteri, Lb
secaliphilus, Lb vaginalis

Lb buchneri, Lb diolivorans,
Lb farraginis, Lb hilgardii, Lb
kefiri, Lb parabuchneri, Lb

parafarraginis, Lb parakefiri
associated with Lb
acidifarinae, Lb namurensis,
Lb spicheri, and Lb zymae
(which form a robust group)

Lb alimentarius, Lb
farciminis, Lb kimchii, Lb
mindensis, Lb nantensis, Lb
paralimentarius, Lb tucceti,
Lb versmoldensis

Lb casei, Lb paracasei, Lb
rhamnosus, Lb zeae

L.b curvatus, Lb fuchuensis,
Lb graminis, Lb sakei
Lb fructivorans,
homohiochii, Lb lindneri,
Lb sanfranciscensis

Lb
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Grupos Hammesy
p Hertel(2003)
Lb -
coryniformis
(cor)
L. plantarum L. alimentarius,

(plan) arizonensis, L. collinoides, L.
farciminis, L. kimchii,
malefermentans, L. indensis,
L. paralimentarius,
paraplantarum, L. pentosus,
L. plantarum,
versmoldensis

L. perolens -

(per)
L. brevis (bre) -

Pediococcus
dextrinicus

(Pdex)

Pediococcus

Couples
(couple)

Single species L. bifermentans, L. brevis, L.

(ss) coryniformis
perolens

Dellaglio y Felis (2005)

L. arizonensis, L. collinoides, L.
paraplantarum, L. pentosus, L.
plantarum (L.  plantarum
group-a) associated with L.
alimentarius, L. farciminis, L.
kimchii, L. mindensis, L.
paralimentarius,
L.versmoldensis (L. plantarum
group-b) the affiliation of L.
collinoides was poorly
supported

L. acidifarinae, L. brevis, L.
hammesii, L. spicheri, L. zymae

1 single cluster (not including
P. dextrinicus)

L. algidus, L. kunkeei, L.
malefermentans, L.
paracollinoides, L. perolens,
Paralactobacillus selangorensis

Felis y Dellaglio (2007)

Lb bifermentans, L.b
coryniformis, Lb rennini,

not robustly associated with
L. composti

L. plantarum, L.
paraplantarum, L. pentosus

L. perolens, L. harbinensis, L.
paracollinoides

L. brevis, L. hammesii, L.
parabrevis

P. dextrinicus, L. concavus, L.
oligofermentans (the latter
sometimes poorly
supported)

2 clusters, not associated:
the first comprises P.
cellicola, P. damnosus P.
parvulus, P. inopinatus, while
the second

includes P. acidilactici, P.
claussenii, P. pentosaceus and
P. stilesii

L. rossiae-L. siliginis (1) L.
vaccinostercus-L. suebicus
(2) L. manihotivorans-L.

collinoides (3)

L. kunkeeli, L.
malefermentans, L. pantheris,
L. sharpeae,
Paralactobacillus
selangorensis

No obstante estas clasificaciones, la taxonomia bacteriana esta en

permanente evolucion debido a la aparicién de nuevas especies generando

la constante evaluacion de géneros, cambio de nombre de las especies y la

aparicion de nuevos agrupamientos (Felis & Dellaglio, 2007).

2.1.1.- Lb kefiranofaciens: caracteristicas generales y su importancia en

el ecosistema del kefir.

En el granulo de kefir los microorganismos se encuentran en una

intima asociacion con los componentes de la matriz (proteinas y
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polisacaridos), siendo el polisacarido (kefiran) indispensable para mantener
su integridad (Mukai et al, 1990; Yokoi et al., 1990).

Lactobacillus kefiranofaciens estd compuesta por dos subespecies,
Lactobacillus  kefiranofaciens subp. kefiranofaciens 'y Lactobacillus
kefiranofaciens subp. kefirgranum. La importancia de Lactobacillus
kefiranofaciens subp. kefiranofaciens radica en que es el responsable de la
produccion de kefiran (Fujisawa et al,, 1988, Vancanneyt et al., 2004)

Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens es un bacilo Gram positivo,
no mévil, no formador de esporos, de un tamafio que varia entre 0,5-1,2 a
3,0-20 pm, puede encontrarse solo, de a pares y ocasionalmente en cadenas
cortas. No crece a 15 °C. Es anaerobio facultativo y produce acido DL-lactico
homofermentativamente. No produce gas a partir de glucosa o gluconato. No
produce catalasa. Acidifica la leche. Algunas cepas producen grandes
cantidades de polisacarido. No produce la desaminacion de la arginina. La
hidrdlisis de esculina es negativa. Produce acido a partir de sacarosa pero no
de amigdalina, arbutina, celobiosa, 3-gentobiosa, inulina, salicina, trehalosa
o D-turanose. La produccién de acido a partir de N-acetilglucosamina,
maltosa, melibiosa y D-rafinosa es dependiente de la cepa. El contenido de
G+C del ADN es de 37,3-38,2 mol % (HPLC) o 34,3-38,6 mol % (Tm)
(Vancanneyt et al., 2004).

Hasta el momento este microorganismo ha sido aislado de granulos
de kefir de distinto origen; la cepa tipo JCM 6985T = ATCC 43761T = LMG
19149T fue aislada de granulos de kefir comerciales en Japon (Fujisawa et
al, 1988); las cepas IL1, HLI y MLI fueron aislados de tres granulos
provenientes de Taiwan (Chen et al., 2008); ZW3 de granulos originarios del
Tibet (Wang et al, 2008), R-12937=EXT2.139, R-14240=EXT2.143, R-
14242=EXT2.145, R-14243=EXT2.146, R-14244=EXT2.147, R-
14245=EXT2.148 y R-14703=EXT2.187 fueron aislados de granulos
procedentes del Caucaso (Vancanneyt et al., 2004), KF-75 fue aislada de
granulos proveniente de Japon (Mitsue et al., 1998), CYC 10055, CYC 10056,
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CYC 10057 y CYC 10058 fueron aislados de granulos provenientes de
distintas regiones de Francia, Italia, Portugal, Rusia, Turquia y Espafia
(Santos et al., 2003). Ademas, Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens fue
detectado en granulos de kefir provenientes de Bélgica (Ninane et al.,, 2007),
Taiwan (Chen et al., 2008), Tibet (Zhou et al., 2009) y Turquia (Kesmen &
Kacmaz 2011) utilizando métodos independiente del cultivo (PCR-DGGE).
No encontrandose en granulos provenientes de distintos estados de Brasil y
Estados Unidos (Da Cruz Pedrozo Miguel et al., 2010) utilizando la misma
metodologia.

En virtud de lo expuesto, en una primera etapa se centraron los
estudios en determinar la presencia de este microorganismo en granulos de
kefir de la coleccion CIDCA (Argentina), para posteriormente proceder a su

aislamiento y identificacion.
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Objetivo General

v’ Aislar Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens

de granulos de kefir de la coleccion CIDCA.

Objetivos Especificos:

v' Evaluar la presencia de Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens en granulos de Kkefir mediante métodos

independientes de cultivo.
v' Realizar un aislamiento dirigido a la basqueda de este

microorganismo y efectuar la identificacion taxondémica de los

aislados obtenidos.

83



Capitulo 1

Resultados y Discusion

1.- Aplicaciéon de métodos independientes de cultivo para estudiar la
presencia de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens en granulos de
Kefir.

Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens tiene un rol vital dentro del
ecosistema del granulo de kefir debido a que el exopolisacarido (EPS) que
produce forma parte de la matriz y es un componente esencial para el
aumento de la biomasa. Por lo tanto es esperable la presencia de éste
microorganismo dentro de los granulos de kefir activos de la coleccidon
CIDCA.

Con la finalidad de constatar la existencia de Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens dentro de los granulos se utilizé una técnica independiente
de cultivo comunmente empleada para el estudio de comunidades
microbianas complejas. La metodologia utilizada fue la electroforesis en gel
con gradiente desnaturalizante quimico (DGGE) que consiste en la
amplificacion del ADN con oligonucledtidos especificos, separacion
electroforética en gel con gradiente desnaturalizante quimico y
secuenciacion de los fragmentos de ADN presentes en cada perfil.

Se extrajo el ADN de 9 granulos (CIDCA AGK 1, CIDCA AGK 2, CIDCA
AGK 3, CIDCA AGK 4, CIDCA AGK 5, CIDCA AGK 6, CIDCA AGK 7, CIDCA AGK
8, CIDCA AGK 10 y CIDCA AGK 11), se amplificé el ADN de cada uno de ellos
con oligonucleétidos especificos para Eubacterias (518R y 341F-GC) que
codifican para la region V3 del ARNr 16S y los amplicones resultantes se
separaron mediante DGGE. Los perfiles electroforéticos obtenidos a partir
de la amplificacién del ADN de los 9 granulos en estudio se muestran en la
Figura 2.

Se pueden observar diferentes perfiles para los distintos granulos.

Dependiendo del granulo, el nuimero de bandas presentes en cada perfil
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vario entre 7 y 18; siendo el perfil del granulo CIDCA AGK 2 el que presento
menor nimero de bandas y el del granulo CIDCA AGK 8 el que presenté
mayor numero de bandas. Las bandas sefialadas como I, II, y III se
encontraron presentes en todos los perfiles. Los granulos CIDCA AGK 1,
CIDCA AGK 3, CIDCA AGK 10 y AGK 11 resultaron muy similares entre si; lo
mismo se observo entre los granulos CIDCA AGK 2 y CIDCA AGK 5. Los
perfiles de los granulos CIDCA AGK 10, CIDCA AGK 7 y CIDCA AGK 8
presentaron bandas en la zona del gradiente de menor concentracion de
urea formamida que no se repitieron en los demas perfiles. El nimero de
bandas de los perfiles no es indicativo de la cantidad de especies que estan
presente en cada comunidad debida a que una especie puede presentar mas
de una banda en su perfil electroforético (Rosado et al, 1998; Cocolin et al,
2001; Salles et al., 2001) pero el analisis de los perfiles electroforéticos

permite comparar las diferentes comunidades.
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Figura 2: Perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de amplicones del gen que codifica
para la region V3 del ARNr 16S obtenidos a partir de ADN aislado de los granulos de kefir
CIDCA AGK 1, CIDCA AGK 2, CIDCA AGK 3, CIDCA AGK 5, CIDCA AGK 6, CIDCA AGK 7,
CIDCA AGK 8, CIDCA AGK 10 y CIDCA AGK 11 de la coleccidn CIDCA. En la electroforesis se
utiliz6 un gradiente de urea/formamida 40-60 % y corridas electroforéticas de 16 horas a

100V. Los geles fueron tefiidos con Sybr Gold.
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Para analizar la similitud existente entre los perfiles electroforéticos
obtenidos por DGGE de los distintos granulos se utiliz6 el coeficiente de
Jaccard y se realiz6 un andlisis de cluster mediante el método de
agrupamiento de ligamiento promedio no ponderado (UPGMA) el programa
utilizado fue Systat 12 (Figura 3).

Del analisis del cluster puede decirse que entre todos los perfiles
existe un 58,3 % de similitud. El granulo CIDCA AGK 8 result6 el mas disimil
ya que no agrupo con ninguno de los otros granulos. Los perfiles del resto de
los granulos se unieron en dos grandes grupos. En uno de ellos agruparon
los granulos CIDCA AGK 7, CIDCA AGK 6, CIDCA AGK 5 y CIDCA AGK 2,
mientras que en el otro agruparon los granulos CIDCA AGK 10, CIDCA AGK 1,
CIDCA AGK 3 y CIDCA AGK 11.

AGKS

ERVE]

AGKE
AGKS
EE] o

AGEI1O

A

PE] oc

AR

| | | | | |
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Figura 3: Dendrograma obtenido luego del andlisis estadistico (UPGMA) de los perfiles
electroforéticos obtenidos mediante DGGE de los granulos de kefir CIDCA AGK 1, CIDCA
AGK 2, CIDCA AGK 3, CIDCA AGK 5, CIDCA AGK 6, CIDCA AGK 7, CIDCA AGK 8, CIDCA
AGK 10y CIDCA AGK 11.
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Los perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de los granulos se
contrastaron con los de cepas de referencia cominmente descriptas en éste
ecosistema bacteriano y se compararon las posiciones relativas al frente de
corrida de las bandas obtenidas. Para ello, el ADN de cepas de referencia fue
amplificado y separado mediante la metodologia ya descripta en Materiales
y Métodos (item 12). Las cepas de referencia utilizadas fueron Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985; Lb kefiranofaciens subsp.
kefirgranum LMG 15132; Lb casei DSMZ 20011; Lb kefir JCM 5818, Lb
parakefir DSMZ 10551; Lb plantarum DSMZ 20174 y Lb delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 332.

Los perfiles obtenidos del ADN de las cepas de referencia amplificados
con los oligonucleodtidos sintéticos especificos para Eucariotas (Figura 4)
muestran que los microorganismos Lb casei, Lb plantarum, Lb kefir y Lb
parakefir poseen patrones electroforéticos cuyas posiciones relativas al
frente de corrida son muy disimiles entre si, por lo tanto, son facilmente
diferenciables. Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lb kefiranofaciens
subsp. kefirgranum y Lb delbrueckii subsp. bulgaricus presentaron bandas en
las mismas posiciones relativas al frente de corrida, pero diferentes a los
otros microorganismos estudiados. Por esta razén estos tres
microorganismos no pueden ser distinguidas por su movilidad
electroforética.

En la Figura 4 también puede observarse que los amplicones
muestran mas de una banda en su perfil electroforético; esto puede deberse
a varias razones dentro de las que podemos nombrar la presencia de
multiples copias del gen ribosomal analizado (Cocolin et al., 2001; Chen et
al,, 2008), la amplificaciéon incompleta del gen de interés (Rosado et al,
1998) o bien la formacion de hetoroduplex que se forman entre secuencias
muy similares y se desnaturalizan en las regiones de menor contenido de
agente desnaturalizante observdndose bandas en la parte superior del

gradiente (Fernandez et al., 1993; Ferris & Ward, 1997; Rosado et al., 1998).

88



Capitulo 1

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4: Perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de amplicones del gen que codifica
para la region V3 del ARNr 16S de cepas de referencia. En éste gel se utilizé un gradiente
de urea/formamida 40-60 % y corridas electroforéticas de 16 horas a 100 V. Los geles
fueron tefiidos con Sybr Gold.1: Lb casei DSMZ 20011; 2: Lb delbrueckii subsp. bulgaricus
CIDCA 332; 3: Lb plantarum DSMZ 20174; 4: Lb parakefir DSMZ 10551; 5: Lb kefir JCM
5818; 6: Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens DSMZ 5016.; 7: Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens JCM 6985; 8: Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132.

Comparando los perfiles electroforéticos obtenidos para granulos y
cepas de referencia se pudo observar que en los perfiles de los granulos
estudiados se encuentran bandas que presentan posiciones relativas
idénticas a las presentes en los perfiles de Lb kefir, Lb parakefir y de ambas
subespecies de Lb kefiranofaciens y/o Lb delbrueckii subsp. bulgaricus. Por lo

tanto estos microorganismos estarian presentes en éstos granulos de kefir.
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En la Figura 5 se presenta a modo de ejemplo los perfiles obtenidos a partir
del ADN del granulo AGK 10 (Calle 1) y un patrén formado por las cepas Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lb kefir y Lb parakefir (Calle 2).

1 2

A —

B —

e

s ="

E —

F— . .

G Lb kefiranofaciens
subsp kefiranofaciens

H —

 fpp— Lb. kefir

J P

K —

— — Lb parakefir

Figura 5: Perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de amplicones del gen que codifica
para la region V3 del ARNr 16S de 1: Granulo AGK 10; 2: Patrén formado por Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985, Lb kefir JCM 5818 y Lb parakefir DSMZ
10551. Se utiliz6 un gradiente desnaturalizante de urea/formamida 40-60 % y corridas

electroforéticas de 16 horas a 100 V. Los geles fueron tefiidos con Sybr Gold.

Debido a la complejidad de la muestra, la comparacién de las

posiciones relativas de las bandas no fue suficiente para la identificacién de
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los microorganismos y resultd necesario un analisis mediante secuenciacion
y contrastacién con base de datos.

A fin de identificar a qué correspondia cada banda se separé el ADN
de los geles de poliacrilamida, se purifico y se amplific6 con los
oligonucledtidos sintéticos 341F y 518R. Se procedié a la clonacién y
posterior secuenciacion. En algunos experimentos los productos de
amplificacion fueron directamente secuenciados y comparados con
secuencias similares en la base de datos del GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Tabla 2). Las bandas que fueron
objeto de la secuenciacidon se observan en la Figura 5. De acuerdo a éste
analisis se encontré que las bandas A a G alinearon con ambas subespecies
de Lb kefiranofaciens (subsp. kefirgranum y subsp. kefiranofaciens). La banda
H fue identificada como Lactococcus lactis subsp. lactis o subsp. cremoris. Las
bandas [y ] alinearon con Lactobacillus kefir, Lb buchneri, Lb otakiensis y Lb
sunkii. La banda K se correspondié con Lb parakefir y la banda L aline6 con
Lactobacillus sp sin diferenciar especies (Tabla 2).

Como se puede observar las bandas | y ] mostraron altos porcentajes
de homologia con varias subespecies de lactobacilos. Se relacionaron las
bandas I y ] solamente con Lb kefir ya que Lb buchneri, Lb otakiensis y Lb
sunkii no han sido encontrados con anterioridad en granulo de Kkefir y

provienen de otros habitats.

91



Capitulo 1

Tabla 2: Porcentaje de similitud entre las secuencias parciales del ADNr 16S encontradas

para las bandas A a Ly las presentes en la base de datos de NCBI.

Microorganismos mas cercanos : Similitud
Banda ) Numero de acceso o
(closest relative) %o
A Lactobacillus k'efzranofaaens subsp. AB372208.1 99
kefirgranum I
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens LING 93] 99
B Lactobacillus kfeﬁranofaaens subsp. AB372208.1 100
kefirgranum =
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens F]915793.1 100
C Lactobacillus k'eﬁranofaaens subsp. AB372208.1 100
kefirgranum I
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens F]915793.1 100
D Lactobacillus k'eﬁranofaaens subsp. AB372208.1 98
kefirgranum I
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens LIOLATYS.] 98
E Lactobacillus k'eﬁranofaaem subsp. AB372208.1 100
kefirgranum I
Lactobacillus 'keﬁranofaaens subsp. FJ915793.1 100
kefiranofaciens
F Lactobacillus k'eﬁranofaaens subsp. AB372208.1 98
kefirgranum I
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens L5794, o8
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. AB372208.1
G . 100
kefirgranum
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. FJ915793.1 100
kefiranofaciens
H Lactococcus lactis subsp.. lactis HMO004215.1 100
Lactococcus lactis subsp.. cremoris GU344727.1 100
I Lactobacillus kefiri AB429371.1 100
Lactobacillus buchneri GQ421851.1 100
Lactobacillus sunkii AB366385.1 100
Lactobacillus otakiensis AB366392.1 100
J Lactobacillus kefiri AB429371.1 100
Lactobacillus buchneri AB425940.1 100
Lactobacillus sunkii AB366385.1 100
Lactobacillus otakiensis AB366392.1 100
K Lactobacillus parakefiri AB447485.1 97
L Lactobacillus k'eflranofaaens subsp. AB372208.1 98
kefirgranum .
Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens H915793.1 98
Lactobacillus crispatus AY339180.1 98
Lactobacillus jensenii AY262343.1 98
Lactobacillus acidophilus GU454853.1 98
Lactobacillus helveticus GU560037.1 98
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El estudio de las comunidades bacterianas mediante DGGE permite
inferir que hay un porcentaje de la comunidad microbiana que esta presente
en todos los granulos pero ninguna de las poblaciones es idéntica entre si.
Estd documentado que éstas variaciones pueden deberse a factores tales
como el origen y almacenamiento de los granulos o bien a las condiciones de
elaboracion del kefir (Witthuhn et al, 2005; Fontan et al., 2006; Latorre-
Garcia et al., 2007). Resultados similares, utilizando la misma metodologia,
se encuentran entre granulos provenientes de distintos estados de Brazil,
Canada y E.E.U.U. (da Cruz Pedrozo Miguel et al., 2010), en granulos de kefir
procedentes del Tibet (Jianzhong et al., 2009) y en granulos originarios de
Taiwan (Chen et al.,, 2008). De esta manera la heterogeneidad de granulos de
distinto origen, que fue documentada con metodologias que se basan en el
aislamiento de microorganismos, se confirma mediante técnicas
independientes del cultivo (técnicas dependientes de la secuencia) (Ottagalli
etal., 1973; Garrote et al., 2001; Farnworth et al.,, 2005; Bosch et al., 2006).

En cuanto a la identificacion de las bandas presentes en los perfiles de
los granulos se pudo constatar que las bandas cuyas posiciones relativas
resultaron idénticas a las presentadas por Lb kefir JCM 5818 y Lb parakefir
DSMZ 10551 fueron identificadas como tales mediante secuenciaciéon y
contrastacion con base de datos publica. Asimismo, las bandas presentes en
los granulos que presentaron posiciones relativas similares Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y/o Lb kefiranofaciens subsp.
kefirgranum y/o Lb delbrueckii subsp. bulgaricus fueron identificadas como
Lb kefiranofaciens sin diferenciar subespecie por secuenciacion. Al examinar
las secuencias publicadas en las base de datos (GenBank), la secuencia
completa del ADNr 16S es idéntica para ambas subespecies de Lb
kefiranofaciens (namero de acceso AJ57525 y AJ575261) (Ninane et al.,

2007). Por lo tanto este método seria inapropiado para diferenciar a estos
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microorganismos a nivel subespecie (Vancanneyt et al., 2004; Ninane et al.,
2007).

Resultados previos indican que la comunidad bacteriana de los
granulos de kefir CIDCA AGK 1, CIDCA AGK 2, CIDCA AGK 3 y CIDCA AGK 4,
estudiada mediante métodos dependientes del cultivo, esta constituida por
los microorganismos Lb plantarum, Lb kefir, Lb parakefir; Lactococcus lactis
subsp. lactis y subsp. diacetilactis, Acetobacter y Leuconostoc mesenteroide
(Garrote et al., 2001). Los microorganismos hallados por éste método son
dependientes del proceso de aislamiento, de la selectividad de los medios y
condiciones de cultivo utilizados para el enriquecimiento. Tales variables
pueden favorecer el crecimiento de microorganismos que se encuentren en
baja proporcién en la comunidad bacteriana (Heuer & Smalla, 1997; Miambi
etal, 2003).

Por otra lado, en éste trabajo, mediante métodos independientes de
cultivo se encontré en los granulos de kefir: Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens y/o kefirgranum; Lactococcus lactis subsp. lactis y/o subsp.
cremoris; Lactobacillus kefir, Lb parakefir y otros Lactobacillus sp sin
diferenciar especies. Este método nos permite confirmar la presencia de
microorganismos de dificil crecimiento o bien no cultivables en condiciones
de laboratorio. Ademas algunos microorganismos encontrados por métodos
dependientes del cultivo no estdn representados en los patrones
electroforéticos de los granulos hallados mediante esta metodologia. A
modo de ejemplo, se puede destacar que Lb plantarum no fue detectado en
los perfiles PCR-DGGE de ninguno de los granulos, sin embargo; fue aislado
previo enriquecimiento de los granulos CIDCA AGK 1, CIDCA AGK 2, CIDCA
AGK 3 y CIDCA AGK 4 (Garrote et al, 2001). Esto podria estar relacionado
con una baja proporcién de éste microorganismo dentro del granulo. Esta
descripto que especies que representan menos del 1% del total de una
comunidad bacteriana pueden no ser visibles en los respectivos perfiles

DGGE (Muyzer et al., 1993; Heuer & Smalla, 1997). Sin embargo, esta no es la
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Unica razén que justifica el hecho de que un microorganismo no esté
representado en una comunidad microbiana al ser estudiada por esta
metodologia. Asi, bajos rendimientos en la extraccion del ADN debido a
problemas en la lisis, amplificaciones diferenciales de genomas con bajo
contenido de G-C, accesibilidad diferencial a los genes de interés dentro del
genoma, interferencia de secuencias adyacentes y afinidad selectiva de los
oligonucledtidos sintéticos por la secuencia blanco (Farrelly et al., 1995;
Suziki & Giovannoni, 1996; Hansen et al., 1998; Kanagawa, 2003) son otros
factores que pueden influir en los resultados obtenidos por esta
metodologia. Por lo tanto, los métodos dependientes e independientes de
cultivo resultaron complementarios a la hora de describir a la comunidad
microbiana de los granulos de kefir analizados.

Teniendo en cuenta resultados anteriores obtenidos por métodos
dependientes de cultivo y los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se
puede decir que en los granulos de kefir de la coleccion CIDCA estan
presentes los microorganismos Lb plantarum, Lb kefir, Lb  parakefir,
Lactococcus lactis subsp. lactis y subsp. diacetilactis, Acetobacter,

Leuconostoc mesenteroide y Lb kefiranofaciens.

2.- Aislamiento e identificacion de Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens de granulos de Kkefir.
2.1.- Aislamiento.

Habiendo confirmado la presencia de Lb kefiranofaciens en todos los
granulos de kefir de la coleccion CIDCA se plante6 una estrategia dirigida a
su aislamiento. Para ello se tuvieron en cuenta tanto las caracteristicas de
crecimiento como la complejidad de la estructura del granulo.

Se observé que durante la purificacion del kefiran a partir de los
granulos se encontraban habitualmente bacilos intimamente ligados al
polisacarido. Estos bacilos mostraban una morfologia  microscépica

coincidente con la de Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y
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permanecian asociados al polisacarido durante las sucesivas etapas de
purificacion. De tales observaciones se concluy6 que la matriz producida por
estos microorganismos constituye al mismo tiempo, una de las principales
barreras para la liberacion de los mismos hacia el medio utilizado para su
aislamiento. Por lo tanto, para aumentar las probabilidades de aislar el
microorganismo, se escogieron metodologias dirigidas a lograr la mayor
disgregaciéon o ruptura posible de la matriz del granulo combinado con
condiciones de cultivo que favorezcan el crecimiento de éste
microorganismo frente al resto de los microorganismos presentes en el
granulo.

Las estrategias utilizadas para el aislamiento de Lb kefiranofaciens se
esquematizan en la Figura 6. Los métodos 1 y 2 esquematizados se basaron
principalmente en la propiedad del kefiran de ser soluble en agua caliente.
La temperatura del agua utilizada, 40 2C, fue la mas elevada posible para
favorecer la solubilidad del polisacarido manteniendo la viabilidad de los
microorganismos. El método 3 tuvo como objetivo una alternativa para la
disrupcion del granulo. Dado que el granulo tiene una textura gomosa no es
factible triturarlo; por ésta razén para lograr mayor friabilidad se sumergié
en nitrogeno liquido. Esto facilitdé la ruptura posterior en mortero

posibilitando la obtencion de particulas de menor tamafio.
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Método N° 1: Método N°2: Método N° 3:

5ml H,O
5ml H,0 1[ . 1g
1g -l[ 1g

@ Congelamientoen

l Nitrogeno liquido

N
40°C,
60 min

Corte
mecanico:

B ruptura con Ruptura mecanica

Ultraturrax

Figura 6: Estrategias para el aislamiento de Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens a

partir de granulo de kefir.

Para el crecimiento se utilizaron medios de cultivo y condiciones de
incubacion selectivos para el desarrollo de Lb kefiranofaciens (caldo y agar
MRS pH 5, y 10 dias de incubacion a 30 °C en atmosfera anaerobia). A las
suspensiones obtenidas se les realizaron aislamientos directos por estrias en
agar (agar MRS pH 5) y se realizé un previo enriquecimiento en medio
liquido (caldo MRS pH 5) en las condiciones de crecimiento descriptas antes
de realizar el aislamiento por agotamiento en agar.

Las colonias encontradas se diferenciaron por caracteristicas
macroscopicas tales como color, tamafio, relieve, textura y bordes. En la
Figura 7 se observan 4 de las morfologias de colonias encontradas. Dichas
morfologias se repitieron en las colonias obtenidas a partir de los distintos

granulos y con las distintas estrategias de aislamiento.
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Placas obtenidas luego de 10 dias en MRS agar pH 5:

Tipos de colonias obtenidas:

Colonia opaca, de bordes
lisos, tamafio grande. No
presenta filancia.

Colonia opaca, de bordes
u rugosos, tamafio grande.

No presenta filancia.
Colonia blanca, de bordes
irregulares, tamafio
grande. No presenta
filancia.

Colonia brillante, de
bordes lisos, tamafio
pequefio. Presenta
filancia.

Figura 7: Aspecto de las estrias (crecimiento en agar MRS pH 5, 10 dias de incubacion a 30
°C en atmosfera anaerobia) y microfotografias ampliadas mostrando las morfologias de

colonia encontradas.

De las estrias obtenidas a partir de las suspensiones provenientes de
cada granulo se seleccionaron todas las colonias con distintas morfologias y
se procedio a hacer sucesivos repiques hasta obtener cultivos puros de los
microorganismos. La pureza de los microorganismos se constat6 por
morfologia de colonia y morfologia microscépica utilizando tinciéon de Gram.
Como resultado se obtuvo un total de 22 microorganismos aislados que
fueron conservados a -80 °C hasta su caracterizacion. En la Tabla 3 se

detallan los aislados obtenidos y los granulos de los cuales provienen.

98



Capitulo 1

Tabla 3: Microorganismos aislados a partir de granulos de kefir de la colecciéon CIDCA.

Granulos de kefir Aislado

CIDCAAGK 1 CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83120,
CIDCA 83121, CIDCA 83122, CIDCA 83123,
CIDCA 83124, CIDCA 83125

CIDCA AGK 2 CIDCA 83211, CIDCA 83212
CIDCA AGK 3 CIDCA 8339, CIDCA 83310, CIDCA 83311
CIDCA AGK 5 CIDCA 8352

CIDCA AGK6 CIDCA 8361

CIDCA AGK?7 CIDCA 8371

CIDCA AGK8 CIDCA 8381, CIDCA 8385

CIDCA AGK10 CIDCA 83101, CIDCA 83102, CIDCA 83103
CIDCAAGK 11 CIDCA 830111

2.2.- Identificacion de los aislados obtenidos

2.2.1.- Caracterizacion fenotipica: Coloracion, morfologia de colonia,
produccion de gas a partir de glucosa y capacidad para fermentar la
leche.

Los aislados fueron caracterizados en cuanto a su morfologia
microscopica comportamiento frente a la tincion de Gram y morfologia de
colonia. Asimismo, se les determiné la presencia de la enzima catalasa,
capacidad de formar gas a partir de glucosa y la capacidad de crecimiento en
leche. Todas las bacterias aisladas resultaron ser bacilos Gran positivos,
catalasa negativa, no movil y no formadoras de esporos, por lo tanto, se
puede decir que se encuentran dentro del género Lactobacillus (Dellaglio &
Felis, 2005).

Para determinar la morfologia de las colonias los microorganismos

fueron crecidos en agar MRS pH 5 durante 7 dias de incubacién a 30 °C en
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atmosfera anaerobia. En la Tabla 4 se muestra la descripcion de las colonias
con sus respectivas imagenes. Asimismo, se incluye la colonia perteneciente
a Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefiranofaciens utilizada como

referencia.

Tabla 4: Caracteristicas de las colonias de los 22 aislados crecidos en agar MRS pH 5

durante 7 dias de incubacién a 30 °C en atmosfera anaerobia.

Aislados Color Borde Tamafo Filancia Brillo Imagen

Lb kefirano
faciens
subsp..
kefirano
faciens

JCM 6985

crema liso pequefio + si

CIDCA
crema rugoso  pequefio + si
83118

CIDCA
crema rugoso  pequefio + si
83119

CIDCA
blanca liso grande +4++ si
83120

CIDCA
blanca liso grande +++ si
83121

CIDCA
crema rugoso  pequeifio + si
83122

CIDCA
blanca liso grande +++ si
83123

CIDCA
blanca liso grande +++ si
83124
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83125

CIDCA
83211

CIDCA

83212

CIDCA

8339

CIDCA

83310

CIDCA

83311

CIDCA

8352

CIDCA
8361

CIDCA
8371

CIDCA
8381

CIDCA
8385

CIDCA
83101

blanca

crema

crema

blanca

crema

crema

crema

crema

crema

blanqueci
no

blanqueci
no

blanqueci
no

liso

rugoso

rugoso

liso

rugoso

rugosa

rugoso

rugoso

rugoso

liso

rugoso

liso

grande

pequeno

pequeno

grande

pequeno

pequefio

pequeno

pequeio

pequefio

grande

grande

grande

- -
-

si

no

no

si

no

no

si

no

no

si

no

si

Capitulo 1
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CIDCA blanqueci
rugoso grande - no
83102 no
CIDCA
crema rugoso  pequeflo - no
83103
CIDCA
crema rugoso grande - no
830111

En base a la similitud entre las morfologias de colonia encontradas se
diferenciaron 5 grupos (Tabla 5). En el grupo I se incluye a los lactobacilos
CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124 y CIDCA 8339 que
presentan colonias blancas, con brillo, bordes lisos, tamafio grande y
filancia; el Grupo II esta constituido por los microorganismos CIDCA 83101,
CIDCA 8381, y CIDCA 83125, cuyas colonias son blanquecinas, con brillo, de
bordes lisos, grandes y no presentan filancia. El grupo III esta formado por
los aislados CIDCA 83102, CIDCA 830111 y CIDCA 8385, de colonias
blanquecinas, sin brillo, de bordes rugosos, tamafio grande y sin filancia. El
grupo IV esta constituido por los microorganismos CIDCA 83122, CIDCA
83119, CIDCA 83118 que tienen la caracteristica de presentar polimorfismo
en sus colonias. Ambos tipos de colonias son pequefias, de color crema y
bordes rugosos, la diferencia entre ambas es que unas presentan brillo y
mayor filancia que el otro tipo de colonia. El Grupo V incluye a los
microorganismos CIDCA 8352, CIDCA 8361, CIDCA 8371, CIDCA 83212,
CIDCA 83211, CIDCA 83310, CIDCA 83311, CIDCA 83103 cuyas colonias son
de color crema, sin brillo, de bordes rugosos, tamafio pequefio y no

presentan filancia.
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Tabla 5: Agrupamiento de los aislados segtin la morfologia de sus colonias .

TIPO DE
GRUPOS AISLADOS DESCRIPCION MORFOLOGIA
CIDCA 83120
CIDCA 83121 Colonias blancas, con brillo, de
| CIDCA 83123 bordes lisos, tamafio grande.
CIDCA 83124 Presentan filancia.
CIDCA 8339
CIDCA 83101 Cplonias blanqu.esinas, corl -
] brillo, de bordes lisos, tamafio
CIDCA 8381 ) .
CIDCA 83125 grande. No presentan filancia
Colonias blanquesinas, sin
CIDCA 83102 brillo, de bordes rugosos,
]| CIDCA 8385 tamafio grande. No presentan
CIDCA 830111 filancia.
Presentan polimorfismo(1y
2). 1: colonias color crema, de
CIDCA 83122 borde~s rugosos, ‘Famaﬁo
v CIDCA 83119 pequen((i). i codlonlas color
CIDCA 83118 crema, de bordes rugosos,
tamario pequefio. Presentan
brillo y filancia moderada.
CIDCA 8352
CIDCA 8361
CIDCA 8371 Colonias color crema, sin
CIDCA 83212 brillo, de bordes rugosos,
\Yj CIDCA 83211 tamafio pequefo. No
CIDCA 83310 presentan filancia
CIDCA 83311
CIDCA 83103

De todos los aislados se analiz6 la habilidad de fermentar la leche y la

capacidad de producir gas a partir de glucosa, que nos permite separar a los
microorganismos en homofermentativos y heterofermentativos obligados.
En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para los
microorganismos aislados indicando el grupo al que pertenecen segin la
morfologia de las colonias. Se incluy6 en esta Tabla la cepa de referencia
Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985 que tiene la capacidad de

fermentar la leche y no produce gas a partir de glucosa.
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Los microorganismos de los grupos I, IV y V no producen gas a partir
de glucosa y fermentan la leche; mientras que los microorganismos que
pertenecen a los grupos Il y Il producen gas a partir de glucosa y no
fermenta la leche. Estas caracteristicas resultaron ser idénticas para los
microorganismos dentro de cada grupo; excepto el aislado CIDCA 8361

perteneciente al grupo V que no fermenta la leche a diferencia de los demas

microorganismos de ese grupo.
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Tabla 6: Capacidad para crecer en leche y producir gas a partir de glucosa de Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985 y 22 microorganismos aislados de granulo

de kefir.

GRUPOS DE AISLADOS CRECIMIENTO GAS A PARTIR DE
MORFOLOGIA DE EN LECHE GLUCOSA
COLONIA
Lb kefiranofaciens + -
subsp.
kefiranofaciens

I 83120 + -

I 83121 + -

| 83123 + -

I 83124 + -

I 8339 + -

11 83125 - +

11 8381 - +

11 83101 - +

I11 8385 - +

I11 83102 - +

I11 830111 - +

IV 83118 + -

IV 83119 + -

IV 83122 + -

\Y% 83211 + -

\Y% 83212 + -

\Y% 83310 + -

\Y% 8352 + -

\Y% 8361 - -

\Y% 8371 + -

\Y% 83103 + -

\Y% 83311 + -

2.2.2.- Caracterizacion fenotipica: Perfil de proteinas por SDS-PAGE
Continuando con la identificacién de los aislados se realizé un analisis
de las proteinas de célula entera. La electroforesis en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes (SDS-PAGE) es ampliamente utilizado para identificar una
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gran cantidad de especies estrechamente vinculadas (Ohya et al, 1988;
Vauterin et al., 1993; Kersters et al., 1994; Gomez-Zavaglia et al., 1999).
Ademas, numerosos estudios han revelado una buena correlacion entre los
resultados obtenidos por este método y la hibridacion ADN-ADN (Costas,
1992; Vandamme et al., 1996); siendo ésta ultima una técnica de gran
importancia en identificacién bacteriana.

Inicialmente se procedi6 a analizar los perfiles electroforéticos
obtenidos mediante SDS-PAGE de cepas de referencia comuinmente
descriptas en éste ecosistema bacteriano y sus perfiles fueron comparados
entre si. Los microorganismos de referencia ensayados fueron Lb casei
DSMZ 20011, Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132, Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985, Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens DSMZ 5016, Lb plantarum DSMZ 20174, Lb acidophilus DSMZ
20079, Lb brevis ]|CM 1059, Lb kefir JCM 5818, Lb paracasei LMG 40006 y Lb
parakefir JCM 8573.

Los perfiles obtenidos para las cepas de referencia (Figura 8)
resultaron ser disimiles entre si. Se puede observar que se logra la
diferenciacion de microorganismos que se encuentran inclusive en los
mismos grupos filogenéticos segun Felis & Dellaglio (2007). Por ejemplo, se
obtienen perfiles distintos para ambas subespecies de Lb kefiranofaciens y
Lb acidophilus, logrando asi diferenciar a estos microorganismos que se
encuentran en el grupo Lb delbrueckii. Por otro lado, se logra diferenciar a
los microrganismos Lb kefir y Lb parakefir pertenecientes al grupo Lb

buchneri.
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Figura 8: Perfil de proteinas de cepas de lactobacilos de referencia obtenido mediante
SDS-PAGE en gel continuo 12,5% de acrilamida /bis acrilamida. Calles: 1: Lb casei DSMZ
20011; 2: Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985; 3: Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens DSMZ 5016 ; 4: Lb plantarum DSMZ 20174; 5: Lb acidophilus DSMZ 20079;

6: Lb brevis JCM 1059; 7: Lb kefir JCM 5818; 8: Lb parakefir JCM 8573; 9: Lb kefiranofaciens
subsp. kefirgranum LMG 15132, 10: Lb paracasei LMG 40006.

Los perfiles proteicos obtenidos mediante SDS-PAGE de cada uno de

los microorganismos aislados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9: Perfil de proteinas de célula entera de los microorganismos aislados mediante
SDS-PAGE en gel continuo 12,5% de acrilamida /bis acrilamida 1:CIDCA 83211, 2:CIDCA
83212, 3:CIDCA 8339, 4:CIDCA 83310, 5:CIDCA 83311, 6:CIDCA 8352, 7:CIDCA 8361,
8:CIDCA 8371, 9: CIDCA 8381, 10:CIDCA 8385, 11:CIDCA 83101, 12:CIDCA 83102,
13:CIDCA 83103, 14:CIDCA 830111, 15:83120, 16:CIDCA 83121, 17:CIDCA 83123,
18:CIDCA 83124, CIDCA 8318, 20:CIDCA 8319, 21:CIDCA 83122, 22:CIDCA 83125.
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La similitud existente entre las cepas de referencias y los
microorganismos en estudio fue evaluada utilizando el coeficiente de
Jaccard y se realiz6 un analisis de cluster mediante el método de
agrupamiento de ligamiento promedio no ponderado (UPGMA). El

dendrograma resultante se presenta en la Figura 10.

Lb kefir
CIDCA 83125

CIDCA 8385 |

CIDCA 8381 T
CIDCA 83101
CIDCA 83102

Lb parakefir
Lb fefiranofaciens subsp. kefirgranum
CIDCA 83103
CIDCA 83211
Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens
CIDCA 83122
CIDCA 83311 }_h_
CIDCA 8361 —
CIDCA 83310
CIDCA 8352 —
CIDCA 83118
CIDCA 83119 |
CIDCA 83212 |
CIDCA 8371
CIDCA 830111
CIDCA 8339
Lb paracasei |_
Lb casei
CIDCA 83124

CIDCA 83121 ’—
CIDCA 83123
[

CIDCA 83120
Lb brevis

I I | I | | I I | I
100 9% 80 70 60 50 40 30 20 10 0

% Similitud

Figura 10: Dendrograma obtenidos por analisis estadistico (Coeficiente de Jaccard-
agrupamiento de ligamento promedio no ponderado (UPGMA)) de los perfiles SDS-PAGE
de los microorganismos aislados de kefir y los utilizados como referencia. Lb brevis JCM
1059, Lb kefir JCM 5818, Lb parakefir JCM 8573, CIDCA 83102, CIDCA 83101, CIDCA 8381,
CIDCA 8385, CIDCA 83125 y CIDCA 830111; Lb paracasei LMG 40006; Lb casei DSMZ
20011, Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132, Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens JCM 6985, Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens DSMZ 5016, Lb
plantarum DSMZ 20174, Lb acidophilus DSMZ 20079, y los aislados CIDCA 8371, CIDCA
83212, CIDCA 83211, CIDCA 8361, CIDCA 83311, CIDCA 83122, CIDCA 83310, CIDCA
8352, CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83103, CIDCA 83120, CIDCA 83123, CIDCA
83121, CIDCA 83124, CIDCA 8339.
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De este andlisis surge que los microorganismos agrupan formando 2
clusters bien definidos. Uno de ellos estd constituido por Lb casei, Lb
paracasei y los aislados CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA
83124 y CIDCA 8339 y con menor porcentaje de similitud se une a los
anteriores Lb brevis. El otro cluster se subdivide en dos grupos, uno formado
por Lb kefir, Lb parakefir, CIDCA 8381, CIDCA 8385, CIDCA 83125, CIDCA
83101, CIDCA 83102 y el otro que agrupa a Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens |CM 6985, Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132
y los aislados CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83122, CIDCA 83211,
CIDCA 83212, CIDCA 8352, CIDCA 8361, CIDCA 8371, CIDCA 83311, CIDCA
8310, CIDCA 83103, CIDCA 830111.

2.2.3.- Caracteristicas genotipicas: Amplificacion de secuencias
repetitivas.

La amplificacion por PCR de elementos palindromicos extragénicos
repetitivos (REP) es un tipo de PCR que emplea oligonucleoéticos disefiados
para hibridar con secuencias de ADN repetidas distribuidas en el
cromosoma y amplifica las regiones que las separan. Por lo tanto, el
polimorfismo resulta de la variabilidad en la repeticion de dichas secuencias
y de la distancia entre copias contiguas causadas por inserciones o
deleciones del ADN. Como resultado se obtienen multiples amplicones de
distintos tamafios que luego son separados por electroforesis en gel de
agarosa. Los perfiles electroforéticos obtenidos son caracteristicos para cada
cepa bacteriana y son utilizados para su identificacion. Esta técnica es
ampliamente utilizada para diferenciar una gran cantidad de lactobacilos
asociados a alimentos a nivel especie y subespecie, cuando el nimero de
bandas presentes en los perfiles electroforéticos varia entre 10 y 20 (Gevers

etal,2001).
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En este trabajo se amplificé el ADN de los 22 aislados utilizando los
oligonucledticos sintéticos (GTG)5" y los amplicones obtenidos se corrieron
en geles de agarosa 1,5 % p/v. Las imagenes resultantes fueron procesadas
utilizando el programa Bionumerics v5.1 y como referencia, para la
comparacion e identificacion de los perfiles, se utiliz6 la base de datos del
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Gent (LM-UGent).

En la Figura 11 podemos observar los perfiles electroforéticos y el
dendrograma construido a partir de los resultados obtenidos. El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.

Del analisis de cluster puede decirse que los aislados forman dos
grandes grupos que presentan una muy baja homologia (0,5 %). Uno de los
grupos posee un bajo niumero de bandas en los perfiles y otro un elevado
numero de bandas. El cluster que presenta los aislados con un bajo nimero
de bandas incluye a las cepas de referencia Lb kefiranofaciens subsp.
kefirgranum, Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y Lb kefir. El cluster
que agrupa a los aislados con mayor nimero de bandas incluye a las cepas
de referencia Lb paracasei subsp. paracasei, Lb paracasei subsp. tolerans y Lb
parakefir .

Puede observarse que los aislados CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA
83123 y CIDCA 83124 presentan una homologia del 96 % entre si y de 40,9
% con cepas de Lb paracasei subsp. paracasei LMG 13087 y LMG 7955y Lb
paracasei subsp. tolerans LMG 919. El aislado CIDCA 8339 se asemeja a Lb
paracasei de la base de datos de LMU-Gent mostrando un porcentaje de
similitud de 65,8 %.

Los aislados CIDCA 83125 y CIDCA 83101 tienen una homologia de
60,4% con el microorganismo Lb parakefir LMG 15133.

En cuanto a los aislados CIDCA 8352, CIDCA 83310, CIDCA 83118,
CIDCA 8371, CIDCA 83211, CIDCA 83212, CIDCA 8361 agrupan con Lb
kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132 y Lb kefiranofacies subsp.
kefiranofaciens LMG 19149 mostrando una similitud de 62,4 %.
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Los aislados CIDCA 83211, CIDCA 83212, CIDCA 83119, CIDCA 83102,
CIDCA 83122, CIDCA 830111, CIDCA 8381 y CIDCA 8385 presentaron bajo
numero de bandas fueron.

Los aislados CIDCA 83119, CIDCA 83102, CIDCA 83122, CIDCA
830111, CIDCA 8385, CIDCA 8381, CIDCA 83311 y las cepas de Lb kefir LMG
11454, LMG 11496, LMG 9480 y LMG 11453 de la coleccion LM-UGent
forman un subgrupo con una homologia de 69,5 %. Dentro de este ultimo
subgrupo se encuentran seis de los siete aislados con bajo numero de
bandas en sus perfiles electroforéticos.

En el analisis no se incluye el perfil del aislado CIDCA 83103 ya que no

se logro amplificar el ADN en las condiciones ensayadas.
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% Similitud
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Figura 11: Dendrograma obtenido por andlisis estadistico (correlaciéon de Pearson) de los
perfiles de rep-PCR (GTG)5" de los lactobacilos aislados en comparacién con las cepas de

referencia de la base de datos LM-Ugent.

Es de destacar que los grupos de similitud encontrados por esta
metodologia son iguales a los encontrados por perfil de proteinas totales

(SDS-PAGE) para la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, los
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aislados CIDCA 83119, CIDCA 83122 y CIDCA 83311 no mostraron
resultados coincidentes analizado por ambas metodologias. Segin esta
técnica dichos microorganismos presentan homologia con el
microorganismo Lb kefir mientras que su perfil de proteinas totales indica
una similitud, con altos porcentajes de homologia, con Lb kefiranofaciens

subsp. kefiranofaciens.

2.2.4. Caracteristicas genotipicas: Secuenciacion del gen que codifica el
tARN de la fenilalanina sintasa (pheS).

La secuenciacién de los genes de la subunidad a del tARN de la
fenilalanina sintasa (pheS) y de la subunidad a de la ARN polimerasa (rpoA)
es usada para identificacién como una alternativamente a la secuenciacién
del ARNr 16S y tiene un poder discriminatorio muy alto para especies del
género Lactobacillus (Naser et al., 2007).

En este trabajo se secuencio el gen que codifica para el tARN de la
pheS con el método dideoxi de Sanger. Para ello, se amplificé el ADN de los
aislados con los oligonucledticos conservados 21F/22R y 21F/23R. Los
amplicones obtenidos (400-450 kpb) fueron purificados por técnicas de
ultrafiltraciéon y la calidad y cantidad del ADN se verifico utilizando
electroforesis en geles de agarosa al 2%, los datos obtenidos se ensamblaron
para obtener una secuencia consenso.

Los resultados encontrados para los aislados fueron comparados con
las cepas de referencia de la base de datos LM-UGent y el porcentaje de
similitud fue calculado usando el coeficiente de Pairwise.

Los aislados analizados por esta metodologia fueron aquellos que
presentaron discrepancias en los métodos anteriormente descriptos. No se
muestran resultados para los aislados CIDCA 83211, CIDCA 83102 y CIDCA
830111 debido a que no fue posible amplificar su ADN con la combinacién

de primers 21/22,21/23 y temperaturas de anneling utilizadas.
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Figura 12: Dendrograma obtenido a partir de los datos de secuenciacion de gen de la pheS
de los lactobacilos aislados en comparacién con los resultados de cepas de referencia de la

base de datos de LM- UGent.

Los resultados del analisis numérico se muestran en la Figura 12. Se
puede observar que la secuenciacion de éste gen diferencia muy bien a las
especies Lb kefiranofaciens, Lb kefir, Lb parakefir y Lb paracasei en estudio.
Los aislados se agrupan con las cepas de referencia en 3 cluster. Uno de ellos
esta constituido por los aislados CIDCA 83212, CIDCA 83122, CIDCA 8352,
83119, CIDCA 8371, CIDCA 83311, CIDCA 83310, CIDCA 8361, y CIDCA
83118 y presenta una similitud de 100% con las cepas de referencia Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y Lb kefirnofaciens subsp. kefirgranum.

El segundo grupo se divide en dos subgrupos. En uno de ellos se encuentran
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los aislados CIDCA 8339, CIDCA 83120 y CIDCA 83123 mostrando
porcentajes de similitud cercanos al 100 % con Lb paracasei subsp.
paracasei y Lb paracasei subsp. tolerans. El segundo subgrupo se subdivide,
mostrando por un lado al aislado CIDCA 83101 que posee una homologia del
100 % con Lb parakefir y por otro lado los aislados CIDCA 8381 y CIDCA
8385 que presentaron una semejanza del 100% con Lb kefir.

La secuenciacion del gen de la pheS de los aislados CIDCA 83118,
CIDCA 8352, CIDCA 83212, CIDCA 83310, CIDCA 8361, CIDCA 8371, CIDCA
83101, CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83123, CIDCA 8381 y CIDCA 8385
confirmo los resultados obtenidos por (GTG)5" y perfil de proteinas totales.
Los aislados CIDCA 83119, CIDCA 83122, CIDCA 83311 presentaron
resultados que no se correspondieron con los obtenidos por rep PCR

(GTG)5" pero si a los obtenidos por SDS-PAGE.

2.2.5. Perfil obtenido por electroforesis en geles con gradiente
desnaturalizante quimico (DGGE) de los microorganismos aislados de
granulo de kefir y secuenciacion del ADNr 16S.

Se realizaron perfiles DGGE de los 22 microorganismos aislados. Para
ello su ADN fue amplificado utilizando los oligonucleétidos sintéticos 518R y
341F-GC y los amplicones se analizaron por electroforesis utilizando un
gradiente desnaturalizante de urea/formamida 40-60% (Figura 13). Las
posiciones relativas de las bandas se contrastaron con las encontradas para
las cepas de referencia Lb casei DSMZ 20011, Lb parakefir DSMZ 10551, Lb
kefir JCM 5818, Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum LMG 15132, Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985 y Lb plantarum DSMZ 20174
(Figura 4).

En la Figura 13 se observan, a modo de ejemplo, los perfiles
electroforéticos encontrados para algunos de los aislados y la cepa de

referencia Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985.
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Figura 13: Perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de amplicones de la region V3 del
ARNr 16S de las cepas de referencia JCM 6985 y algunos de los microorganismos aislados
en este trabajo. Los oligonucleotidos sintéticos utilizados para amplificar dicha secuencia
fueron 518R y 341F-GC. En éste gel se utilizé un gradiente de urea/formamida 40-60 % y
corridas electroforéticas de 16 horas a 100 V. Los geles fueron tefiidos con Sybr Gold.
Calles: 1: Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985; 2: CIDCA 83118; 3: CIDCA
83119; 4: CIDCA 83122; 5: CIDCA 83212; 6: CIDCA 83212; 7: CIDCA 83310.

Los aislados CIDCA 83103, CIDCA 83122, CIDCA 83119, CIDCA 83118,
CIDCA 83212, CIDCA 83310, CIDCA 83311, CIDCA 8371, CIDCA 8352, y
CIDCA 8361 poseen perfiles idénticos entre si y con las cepas Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985 y Lb kefiranofaciens subsp.
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kefirgranum LMG 15132; los microorganismos aislados CIDCA 83120, CIDCA
83121, CIDCA 83113, CIDCA 83124 y CIDCA 8339 mostraron equivalencia
en sus perfiles y con la cepa de referencia Lb casei DSMZ 20011. Para
dilucidar la identidad de éstos microorganismos las bandas mayoritarias de
cada uno de los aislados y las cepas de referencia Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens JCM 6985 obtenidas en el punto anterior fueron cortadas,
amplificadas con oligonucleétidos 518R y 341F, purificadas y secuenciadas.
Las secuencias obtenidas fueron contrastadas en el GenBank utilizando el

algoritmo BLAST. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Porcentaje de similitud entre las secuencias parciales del ADNr 16S encontradas
para las bandas mayoritarias de los aislados y las presentes en la base de datos de NCBI.
NA: Nimero de Acceso al GenBank.

Aislado Resultado
Lb kefiranofaciens Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (NA:HM218529.1)/
subsp. kefiranofacien kefirgranum(NA: AB372208.1) 100%
CIDCA 83118 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)100%
CIDCA 83119 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (NA: F]915793.1) /
kefirgranum (NA: HM218539.1)98%
CIDCA 83120 Lb casei(NA: AB494735.1) /paracasei(NA: AB494720.1)/
rhamnosus (NA: GU560042.1)95%
CIDCA 83121 Lb casei(NA: AB494735.1) /paracasei(NA: AB494720.1)/
rhamnosus (NA: GU560042.1) 95%
CIDCA 83122 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum (NA: AB372208.1)100%
CIDCA 83123 Lb casei(NA: AB494735.1)/paracasei(NA:AB494720.1)/
rhamnosus (NA: GU560042.1) 97%
CIDCA 83124 Lb casei(NA:GU560041.1)/paracasei(NA:AB494720.1)/
rhamnosus(NA: GU560042.1) 99%
CIDCA 83125 Lb parakefir (NA: AB447485.1) 100%
CIDCA 83212 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)97%
CIDCA 8339 Lb casei(NA:AB494735.1), paracasei(NA: AB494720.1),
rhamnosus (NA: GU560042.1) 100%
CIDCA 83310 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)100%
CIDCA 83311 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)100%
CIDCA 8352 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)99%
CIDCA 8361 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (NA: F]915793.1) /
kefirgranum (NA: AB372208.1) 97%
CIDCA 8371 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (NA: F]915793.1) /
kefirgranum (NA: AB372208.1) 97%
CIDCA 8381 Lb buchneri(NA: AB425940.1)/sunki (NA: AB366385.1)/
kefir (NA: AB372208.1) 100%
CIDCA 8385 Lb buchneri(NA: AB425940.1)/sunki(NA: AB366385.1)/
kefir (NA: AB429371.1) 100%
CIDCA 83101 Lb buchneri(NA: AB425940.1) /sunki(NA: AB366385.1)/
kefir(NA: AB429371.1)/otakiensis(NA: AB366392.1) 100%
CIDCA 83102 Lb buchneri(NA: AB425940.1)/sunki(NA: AB366385.1)/
kefir(NA: AB429371.1)/otakiensis (NA: AB366392.1) 96%
CIDCA 83103 Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens(NA: F]915793.1) /
kefirgranum(NA: AB372208.1)100%
CIDCA 830111 Lb buchneri(NA: AB425940.1)/sunki(NA: AB366385.1)/

kefir(NA: AB429371.1)/otakiensis (NA: AB366392.1) 98%
Las secuencias parciales del gen que codifica para el ARNr 16S
encontradas para los microorganismos CIDCA 83103, CIDCA 83122, CIDCA
83119, CIDCA 83118, CIDCA 83212, CIDCA 83310, CIDCA 83311, CIDCA
8352, CIDCA 8371 y CIDCA 8361 presentaron una homologia que vario6 entre
97 y 100% con las secuencias depositadas en el GenBank de ambas
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253735631&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512376&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253735631&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512376&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253735631&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282154612&dopt=GenBank&RID=VW3R34FM016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226088594&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253735631&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282154612&dopt=GenBank&RID=VW3R34FM016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226088594&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069490&dopt=GenBank&RID=VTX9KZ4101N&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282154612&dopt=GenBank&RID=VW3R34FM016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226088594&dopt=GenBank&RID=VTX9KZ4101N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069490&dopt=GenBank&RID=VTX9KZ4101N&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069415&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282154612&dopt=GenBank&RID=VW3R34FM016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226088594&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069490&dopt=GenBank&RID=VTX9KZ4101N&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069415&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=237512376&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=253735631&dopt=GenBank&RID=VW3AW6HU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282154612&dopt=GenBank&RID=VW3R34FM016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226088594&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069490&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226069415&dopt=GenBank&RID=VTZP3CJV01N&log$=nucltop&blast_rank=12
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subespecies de Lb kefiranofaciens. Asimismo, los aislados CIDCA 83120,
CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124 y CIDCA 8339 presentaron
similitud con las secuencias de Lb casei, Lb paracasei y Lb rhamnosus en
porcentajes que variaron entre 95 y 100%. Finalmente, las secuencias
encontradas para los aislados CIDCA 83101, CIDCA 8381, CIDCA 8385,
CIDCA 83102 y CIDCA 830111 mostraron homologia entre 95 y 100% con
cepas de Lb buchneri, Lb sunki, Lb kefir y Lb otakiensis (Tabla 7).

Los resultados aplicando distintas metodologias, con la finalidad de
identificar los 22 microorganismos aislados, se analizaron de manera
conjunta. Para facilitar el analisis se agruparon los aislados de acuerdo a los
grupos definidos inicialmente por morfologia de colonia y produccién de gas

a partir de glucosa.

Grupo I

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos al utilizar diferentes
metodologias para identificar los microorganismos CIDCA 83120, CIDCA
83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124 y CIDCA 8339 pertenecientes al grupo I
de morfologia de colonia. Estos microorganismos son Gram positivos,
catalasa negativa, tienen la capacidad de crecer en leche y no producen gas a
partir de glucosa.

De acuerdo al anadlisis de los perfiles de proteinas estos aislados
agrupan con los microorganismos del grupo Lb casei (Felis & Dellaglio,
2007).

Los perfiles electroforéticos obtenidos por DGGE de los
microorganismos del grupo I muestran que los fragmentos de ADN de la
region V3 del ARNr 16S es idéntica entre ellos y con Lb casei DSMZ 20011
(ATCC 393). Esto podria relacionar a los aislados con este microorganismo
de referencia. Sin embargo se sabe que para el grupo Lb casei (Lb casei, Lb
paracasei y Lb rhamnosus) la movilidad electroforética de dicho fragmento

es idéntica (Walter et al., 2000; Chen et al., 2008). Ademas, los resultados de
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la secuenciacion (ARNr 16S) mostraron altos porcentajes de similitud con
las 3 especies del grupo casei (Lactobacilos casei, paracasei y rhamnosus).
Por lo tanto, estas metodologia solo nos permite afirmar que los
microorganismos del grupo I se encuentran dentro del grupo Lb casei.

En cuanto a los perfiles encontrados por rep-PCR (GTG)5" los aislados
CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124 mostraron una alta
homologia entre si (96%) y una homologia menor (40%) con Lb paracasei
subsp. paracasei presente en la base de datos de LMU-Gent. En cuanto al
microorganismo CIDCA 8339 se debe destacar que se encuentra en un
cluster diferente a los microorganismos anteriormente mencionados con un
porcentaje de similitud de 29%. Este microorganismo presenta una
homologia de 65,8% con Lb paracasei.

Como resultado de la secuenciacion del gen que codifica para la pheS,
los microorganismos CIDCA 83120, CIDCA 83123 y CIDCA 8339 mostraron
homologias cercanas al 100 % con ambas subespecies de Lb paracasei. Naser
et al (2007) sefiala que esta metodologia puede ser utilizada para separar

este grupo a nivel especie.
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Tabla 8: Crecimiento en leche, produccién de gas a partir de glucosa e identificacién de los
aislados CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124 Y CIDCA 8339
pertenecientes al grupo I de morfologia de colonia mediante perfil de proteinas totales
por SDS-PAGE, rep PCR (GTG)5" y secuenciacion de los genes que codifican para el ARNr
16S y pheS.

Aislado Crecimien Gas de SDS- Secuenciacion rep PCR pheS
Té’cﬁi glucosa  PAGE ARNr 165 (GTG) 5
83120 + - Lb casei/ Lb Lb paracasei Lb paracasei
paracasei  casei/paracasei/ subsp. paracasei
rhamnosus 99.5% /L paracasei
95% subsp. tolerans
99,2%
83121 + - Lb casei/ Lb Lb paracasei nd
paracasei  casei/paracasei/
rhamnosus
95%
83123 + - Lb caseif Lb Lb paracasei Lb paracasei
paracasei  casei/paracasei/ subsp. paracasei
rhamnosus 99.5% /L paracasei
97% subsp. tolerans
99,2%
83124 + - Lb caseif Lb Lb paracasei nd
paracasei  casei/paracasei/
rhamnosus
99%
8339 + - Lb casei/ Lb casei, Lb paracasei Lb paracasei
paracasei paracasei, subsp. paracasei
rhamnosus 100%
100%

que codifica para el ARNr 16S y

Los resultados obtenidos mediante SDS-PAGE, secuenciacion del gen

rep PCR (GTG 57) nos permitieron

determinar que estos microorganismos pertenecen al grupo Lb casei, no
obstante, no se pudo determinar de manera inequivoca si los aislados son Lb
casei o Lb paracasei. Estas dos especies estan intimamente relacionadas y
aun existe controversia sobre la clasificacion taxonémica de los integrantes
de este grupo. Sin embargo, Naser et al (2007), mostré que la secuenciacion
del gen que codifica para la pheS es una metodologia que presenta un alto

poder discriminatorio entre los microorganismos de este grupo. Por lo tanto,
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y en base a los resultados obtenidos por esta metodologia los aislados

fueron identificados como Lb paracasei.

Grupos Il y III

El grupo II de morfologia de colonia esta constituido por los
microorganismos CIDCA 83101, CIDCA 8381 y 83125 y el grupo III esta
formado por CIDCA 8385, CIDCA 83102 y CIDCA 830111. Ambos grupos
resultaron diferentes en su morfologia de colonia pero similares en los
demas resultados obtenidos; debido a esto fueron analizados
conjuntamente.

Estos microorganismos son Gram positivos, catalasa negativos,
producen gas a partir de glucosa y no tienen la capacidad para crecer en
leche.

Los perfiles de proteinas de los aislados, analizado mediante SDS-
PAGE, mostraron el porcentaje de similitud mas elevado con la cepa de
referencia Lb kefir. Excepto el perfil proteico del aislado CIDCA 830111 que
presento mayor similitud con la cepa Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens de referencia.

Los resultados de secuenciacion del ARNr 16S mostraron que los
microorganismos CIDCA 8385, CIDCA 83102, CIDCA 830111, CIDCA 83101y
CIDCA 8381 tienen altos porcentajes de similitud con Lb kefir y el aislado
CIDCA 83125 tiene una similitud del 100% con Lb parakefir.

Los resultados de rep-PCR(GTG)5" mostraron que los
microorganismos CIDCA 8385, CIDCA 83102, CIDCA 830111 y CIDCA 8381
agruparon con varias cepas de Lb kefir presente en la base de datos de LMU-
Gent. En cuanto a los microorganismos CIDCA 83125 y CIDCA 83101
agruparon con Lb parakefir de la misma base de datos.

Los resultados de la secuenciacion del gen que codifica para la pheS

mostro una similitud de 100% entre el aislado CIDCA 83101 y Lb parakefir
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y el mismo porcentaje de similitud entre los microorganismos CIDCA 8381 y

CIDCA 8385 y Lb kefir (Tabla 9).

Tabla 9: Crecimiento en leche, produccion de gas a partir de glucosa e identificacion de los
aislados CIDCA 83125, CIDCA 8381, CIDCA 83101, CIDCA 8385, CIDCA 83102, CIDCA
83011 pertenecientes al grupo Grupo Il y III de morfologia de colonia mediante perfil de
proteinas por SDS-PAGE, rep PCR (GTG)5" y secuenciacion de los genes que codifican para
el ARNr 16Sy pheS.

Aislado Creci Gasde  SDS-PAGE Secuenciacion rep PCR pheS
mientoen  o),c0 ARNr 16S (GTG) 5’
leche sa
83125 - + Lb kefir Lb parakefir 100% Lb nd
parakefir
8381 - + Lb kefir Lb buchneri/sunkii Lb kefir Lb kefir 100%
/kefir 100%
83101 - + Lb kefir Lb buchneri/sunki/ Lb Lb parakefir 100%
kefir/otakiensis parakefir
100%
8385 - + Lb kefir Lb buchneri/sunkii Lb kefir Lb kefir 100%
/kefir
100%
83102 - + Lb kefir Lb buchneri/sunkii Lb kefir nd
/kefir/ otakiensis
96 %
830111 - + Lb Lb buchneri/sunkii Lb kefir nd
kefiranofacie  /kefir/ otakiensis
ns subsp 98%
kefiranofacie
ns

En trabajos previos ya se habia aislado cepas de Lactobacillus kefir y
de Lactobacillus parakefir a partir de granulos de kefir. La identificaciéon de
estos microorganismos se llevé a cabo teniendo en cuenta la fermentacién
de azudcares, crecimiento a 15 y 45 °C, la produccién de gas de glucosa y su
perfil de proteinas de célula entera (Garrote et al, 2001), espectroscopia
infrarroja con transformada de Furier (Bosch et al, 2006) y analisis de

perfiles de enzimas de restriccion de amplicones del ADNr 16 S y Random
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Amplified Polymorphic ADN (RAPD-PCR) (Delfederico et al, 2005). Esta
ultima metodologia permitié discriminar a Lb kefir inclusive a nivel de cepas
utilizé6 andlisis mediante para diferenciar microorganismos de Lb kefir
(Delfederico et al, 2005).

Sin embargo, no se han encontrado datos de la aplicacion de las
metodologias usadas en este trabajo para la diferenciacion entre Lb kefir y
Lb parakefir.

Para la identificacion de Lb kefir y Lb parakefir mediante pruebas
bioquimicas y FTIR fue necesario discriminar previamente a los
microorganismos en homofermentativos y heterofermentativos. Cabe
sefialar que por los métodos planteados en el presente trabajo de tesis no
fue necesario discriminar previamente a los microorganismos por su
capacidad de producir gas de glucosa para poder agruparlos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por los distintos
métodos los aislados CIDCA 8381, CIDCA 8385 y CIDCA 83102 fueron
identificados como Lb kefir con todas las metodologias empleadas, por lo
tanto fueron identificados como tales. Los aislados CIDCA 83101 y CIDCA
83125 mostraron resultados diferentes segiin la metodologia utilizada por
lo tanto fueron definidos como miembros del grupo Lb buchneri. El aislado
CIDCA 830111 fue identificado como Lactobacillus kefir, descartandose los
resultados obtenidos por SDS-PAGE debido a que produce gas a partir de

glucosa.

GruposIVy V

Los microorganismos constituyentes de estos grupos son: CIDCA
83118, CIDCA 83119, CIDCA 83122, CIDCA 83211, CIDCA 83212, CIDCA
83310, CIDCA 83311, CIDCA 8352, CIDCA 8361, CIDCA 8371, CIDCA 83103.
Todos son bacilos Gram positivos, no productores de gas a partir de glucosa
y con capacidad de crecer en leche, excepto el aislado CIDCA 8361 (Tabla
10).
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La secuenciacion de la region V3 del ARNr 16S de este grupo de
microorganismos resulta en porcentajes de similitud superiores al 97 % con
Lb kefiranofaciens sin diferenciar subespecies. Varios autores concuerdan en
que ambas subespecies poseen una semejanza en la secuencia del ADNr 16S
del 100% (Vancanneyt et al, 2004; Ninane et al., 2007). Por lo tanto esta
metodologia nos permite diferenciar a este grupo de microorganismos de
otras especies pero no es posible diferenciar las subespecies a las que
pertenecen. Los mismos resultados se encuentran mediante el estudio de la
secuencia de la porcion a de la pheS.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de los perfiles
encontrados por rep-PCR (GTG)5" no permitieron diferenciar ambas subsp
de Lb kefiranofaciens. Los aislados CIDCA 83119, CIDCA 83311 y CIDCA
83122 mostraron un bajo numero de bandas en sus perfiles con esta
metodologia, por tal razon los resultados obtenidos para estos
microorganismos fueron descartados en el analisis.

El andlisis numérico de los perfiles de proteinas totales mostré que
estos aislados presentaron los mayores porcentajes de homologia con Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (superiores al 90 %) y porcentajes
menores con Lb kefiranofaciens subsp. kefirgranum (inferiores al 80%).
Vancanneyt et al. (2004), también utilizé esta metodologia para diferenciar

ambas subespecies de Lb kefiranofaciens obteniendo resultados positivos.

125



Capitulo

1

Tabla 10: Crecimiento en leche, produccién de gas a partir de glucosa e identificacion de
los aislados CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83122, CIDCA 83211, CIDCA 83212, CIDCA
83310, CIDCA 83311, CIDCA 8352, CIDCA 8361, CIDCA 8371, CIDCA 83103 pertenecientes

a los grupos Grupo IV y V de morfologia de colonia mediante perfil de proteinas por SDS-

PAGE, rep PCR (GTG)5" y secuenciaciéon de los genes que codifican para el ARNr 16S y

pheS.

Aislado

83118

83119

83122

83212

83310

83211

83311

Creci
miento
en
leche

+
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Gas
de
gluco
Sa

SDS-PAGE

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Lb
kefiranofac
iens subsp.
kefiranofac

iens

Secuenciacion
ARNr 16S

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
98%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/k
efirgranum 97%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/k
efirgranum 100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/k
efirgranum 100%

rep PCR
(GTG) 5°

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum

pheS

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
Kefirgranum
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens
100%

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
kefirgranum
100%
nd

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens/
Kefirgranum
100%



8352 + Lb Lb kefiranofaciens Lb kefiranofaciens  Lb kefiranofaciens
kefiranofac subsp. subsp.
iens subsp.  kefiranofaciens/k  kefiranofaciens/ kefiranofaciens
kefiranofac  efirgranum 99% kefirgranum /kefirgranum 100%
iens
8361 - Lb Lb kefiranofaciens Lb kefiranofaciens  Lb kefiranofaciens
kefiranofac subsp. subsp.
iens subsp.  kefiranofaciens/k kefiranofaciens kefiranofaciens/
kefiranofac  efirgranum 97% /kefirgranum Kefirgranum
iens 100%
8371 + Lb Lb kefiranofaciens Lb kefiranofaciens  Lb kefiranofaciens
kefiranofac subsp. subsp.
iens subsp.  kefiranofaciens/k  kefiranofaciens/ kefiranofaciens/
kefiranofac  efirgranum 97% kefirgranum kefirgranum
iens 100%
83103 - Lb Lb kefiranofaciens
kefiranofac subsp.
iens subsp.  kefiranofaciens/ nd
kefiranofac kefirgranum
iens 100%
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Por lo tanto los resultados de la diferenciacion genotitica mediante
rep PCR (GTG)S5’, secuenciacion de la region V3 del ARNr 16S y
secuenciacién de la porcion a de la pheS de este grupo de microorganismos
nos permite decir que los 11 aislados corresponden a la especie Lb
kefiranofaciens y la diferenciacion fenotipica, mediante el perfil de proteinas,
nos permite diferenciarlos a nivel subespecie, resultando que todos los

microorganismos aislados pertenecen a la subespecie kefiranofaciens.
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Conclusiones

128

» La composicién microbiolégica, analizada mediante metodologias

independientes de cultivo, de los 9 granulos de kefir de la

coleccion CIDCA resulto diferente.

El estudio de las comunidades bacterianas mediante DGGE
permite inferir que hay un porcentaje de la comunidad microbiana
que esta presente en todos los granulos pero ninguna de las

poblaciones es idéntica entre si.

Las clonacion y secuenciacién de las bandas presentes en el gel
permitié determinar la presencia de Lb kefiranofaciens (subsp.
kefirgranum y subsp. kefiranofaciens), Lactococcus lactis subsp.
lactis o subsp. cremoris, Lactobacillus kefir, Lb parakefir existiendo
otros Lactobacillus sp sin diferenciar especie en los granulos de

kefir estudiados.

Algunos microorganismos encontrados por métodos dependientes
del cultivo no estan representados en los perfiles DGGE de los

granulos.

Las bandas cuyas secuencias presentaron alta homologia con
Lactobacillus  kefiranofaciens  subsp  kefiranofaciens y/o
Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefirgranum se detectaron en

todos los granulos estudiados.
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» Teniendo en cuenta resultados anteriores obtenidos por métodos
dependientes de cultivo y los resultados obtenidos en este trabajo
de tesis se puede decir que en los granulos de Kkefir de la coleccién
CIDCA estan presentes los microorganismos Lb plantarum, Lb
kefir, Lb parakefir, Lactococcus lactis subsp. lactis y subsp.
diacetilactis, Acetobacter, Leuconostoc mesenteroide 'y Lb

kefiranofaciens.

» Este método permitié confirmar la presencia de microorganismos
de dificil crecimiento o bien no cultivables en condiciones de

laboratorio.

» Aplicando las metodologias de aislamiento que incluyen Ila
solubilizacion del granulo en agua templada y el uso de medios
selectivos se obtuvieron 22 lactobacilos Gram +, catalasa — que se
pudieron agrupar de acuerdo a la morfologia de colonia en 5

grupos.

» La identificacion de los aislados mediante la evaluacién de la
produccion de gas a partir de glucosa, perfil de proteinas de célula
entera glucosa, rep PCR(GTG)5"y la secuenciacion del gen de la

pheS permitié identificar a los 22 lactobacilos.

» De los 22 microorganismos aislados en este trabajo de tesis 11
resultaron ser Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefiranofaciens,
5 Lactobacillus paracasei, 4 Lactobacillus kefir y 2 resultaron

pertenecientes al grupo Lactobacillus buchneri.

» Las metodologias utilizadas en este trabajo resultaron
satisfactorias para el aislamiento de Lactobacillus kefiranofaciens

subsp kefiranofaciens de granulos de Kkefir de la coleccién CIDCA
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Introduccion

1.- Bacterias lacticas productoras de exopolisacaridos en la industria
de alimentos.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son utilizadas ancestralmente para
fermentar la leche con el objetivo de aumentar su vida util. Actualmente, la
industria de los productos lacteos presta especial atencion a aquellas
bacterias acido lacticas capaces de producir exopolisacaridos (EPS) debido a
que éstos aumentan la viscosidad y mejoran la percepcion de textura por
parte de los consumidores (Jolly et al, 2002). Existen ademas algunos
estudios sobre la potencialidad de ejercer efectos benéficos sobre la salud
que poseen estos polimeros. Estas propiedades estan directamente
relacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de cada EPS, su
composicion de monosacaridos, numero y tipo de enlaces, tamafio del
polimero y estructura espacial (Ruijssenaars et al., 2000; Looijesteijn et al.,
2001; Ruas-Madiedo et al., 2008).

Las BAL representen una fuente de polisacaridos natural que se
pueden utilizar en diversos productos fermentados, ya sea incluyendo el
microorganismo productor en el fermento o utilizando los EPS que
producen como espesantes, emulsificantes y estabilizantes (Jolly et al., 2002;
Ruas-Madiedo et al., 2005; Piermaria et al., 2008). Por lo tanto, el estudio de
la produccioén y la caracterizacion de polisacaridos de BAL es relevante para

la industria de alimentos.

1.1.- Caracteristicas y clasificacion de polisacaridos producidos por

bacterias acido lacticas.

Los polisacaridos secretados por las BAL pueden asociarse

firmemente a la superficie de la célula, y se los denomina capsulares (CPS), o
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bien pueden ser liberados al medio de cultivo extracelular otorgandole
viscosidad, y son llamados simplemente exopolisacaridos (EPS) (Babel et al.,
2011).

De acuerdo a su composicion quimica estos EPS se dividen en
homopolisacaridos (HoPS), y heteropolisacaridos (HePS) (De Vuyst &
Degeest, 1999; Font de Valdez et al., 2003; De Vuyst & Vaningelgem, 2004).

En base a su estructura, los HoPS se dividen en cuatro grupos: (i) a-D-
glucanos; (ii) B-D-glucanos (iii) B-D-fructanos y, (iv) polygalactanos. Poseen
pesos moleculares altos (superiores a 107 Da) y diferentes grados de
ramificacidn, tipos de uniones y longitud de cadena (Monsan et al, 2001; van
Hijum et al., 2006).

Los HePS estdn compuestos por una estructura de subunidades
repetidas, ramificadas o no, que contienen de 3 a 8 monosacaridos. Estos
HePS estan constituidos generalmente por D-galactosa, D-glucosa, y L-
ramnosa en distintas proporciones. Algunos también poseen fucosa, ribosa,
amino azucares acetilados (N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina),
acidos uronicos, asi como otros compuestos de naturaleza no glucosidica
tales como fosfato, acetato y glicerol (De Vuyst & Degeest, 1999; De Vuyst et
al,2001).

Existe una gran diversidad entre los HePS de BAL que varian en
composicion, estructura, masa molecular, produccién y funcionalidad (Font
de Valdez, et al., 2003; De Vuyst & Vaningelgem 2004; Vaningelgem et al.,
2004a; Mozzi et al., 2006). Como consecuencia de su composiciéon y masa
molecular los HePS pueden variar su carga, arreglo espacial, rigidez y
capacidad de interaccionar con las proteinas (Duboc & Mollet, 2001). Todas
estas caracteristicas contribuyen fuertemente a las caracteristicas
especificas del EPS, tales como solubilidad, propiedades reolégicas y
funcionalidad fisicoquimica y biolégica (Monchois et al., 1999; Ruas-

Madiedo et al., 2008).
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Entre las BAL de gran importancia en la industria con capacidad de
sintetizar HePS encontramos cepas pertenecientes a las especies
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Lactobacillus casei, Lb paracaseli,
Lb rhamnosus, Lb sakei, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lb acidophilus, Lb
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb delbrueckii subsp. lactis, Lb helveticus,
Streptococcus thermophilus y Streptococcus macedonicus entre otros (Mozzi

etal, 2006).

1.2.- Rol fisioldgico de exopolisacaridos bacterianos

El rol fisiol6gico que los EPS juegan en las bacterias que los producen
no es claro pero, la gran cantidad de energia que se consume en su
produccion hace suponer que otorgan importantes ventajas a los
microorganismos que los originan. El uso de los EPS como fuente de carbono
para los microorganismos que los producen no es claro debido a que son
pocas las bacterias que poseen las enzimas necesarias para degradar sus
propios polisacaridos (Wolfaardt et al., 1999). Diferentes estudios indican
que los EPS no actian como fuente de energia o de carbono sino que se
relacionan con la adaptacién y reconocimiento de factores ambientales,
mejorando asi la adaptacion de los microorganismos a diferentes
ecosistemas. Asi, los EPS constituyen una barrera hidrofilica que puede
proteger a la bacteria y contribuir a su adhesion a superficies por ejemplo a
la mucosa intestinal. Ademas, el ambiente hidrofilico creado por el EPS
alrededor de las estructuras celulares externas podria favorecer la absorcion
de nutrientes e iones metdalicos; o bien actuar como mecanismo de
desintoxicacidon bloqueando el contacto de compuestos téxicos con la pared
y membrana celular. Tales caracteristicas hacen que los EPS de BAL puedan
ser usados con objetivos de biorremediacion (Ruas-Madiedo et al., 2008).

Esta documentado que los EPS de BAL cumplen en la célula funciones
de proteccién contra la desecacion, ataques de bacteriéfagos y componentes

antimicrobianos, como también interfieren en procesos relacionados a la
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adhesion a superficie y formacion de biofilms (Ruas-Madiedo et al., 2008).
En cuanto al uso a nivel comercial de éstos EPS, el dextrano es el iinico EPS
comercializado hasta el momento. Este EPS es sintetizado por el
microorganismo Leuconostoc mesenteroides y se utiliza para la producciéon
de soportes cromatograficos empleados en la separacién mediante
permeacién en gel (Sephadex) y aditivo en sustitutos del plasma sanguineo

(Monsan et al., 2001).

1.3.- Produccion de exopolisacaridos por bacterias acido lacticas

La produccion de EPS por BAL varia segin se sinteticen
homopolisacaridos o heteropolisacaridos. Los HoPS son sintetizados en
grandes cantidades. Normalmente, los niveles de produccidn de este tipo de
EPS se encuentra alrededor de 1 g/l (Babel et al, 2011). Incluso, algunas
cepas de Lactobacillus reuteri son capaces de producir glucano en
concentracién de 10 g/l (Van Geel-Schutten et al.,, 1999; Schwab & Ganzle,
2006). En cuanto a los HePS, la baja cantidad de polimero que son capaces
de sintetizar constituye una desventaja para su uso a nivel industrial. Por
ejemplo, las BAL producen HePS dentro del rango de 25 a 600 mg por litro
de leche fermentada (Cerning & Marshall, 1999; Kleerebezem et al., 1999;
Mozzi et al., 2006; Van der Meulen et al., 2007; Ruas-Madiedo et al., 2008).

Los factores que afectan la sintesis de HePS son la temperatura,
periodo de fermentacion, pH y composicion del medio (fuentes de carbono y
nitrégeno), nivel de oxigeno disuelto y la presencia de otros componentes
tales como citrato, manganeso, calcio (De Vuyst & Degeest, 1999, Font de
Valdez et al,, 2003) y bases nitrogenadas (por ejemplo adenina) (Torino et
al., 2005). Los EPS también pueden ser producidos en respuesta a factores
de estrés, hecho que suele utilizarse como estrategia para aumentar su
produccion.

Cambios en las condiciones de cultivo pueden traer consecuencias que

se reflejan en los niveles de producciéon de EPS por parte de las BAL. Por
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ejemplo, la fuente de carbono del medio de cultivo utilizado juega un rol
importante en la deteccion de los fenotipos de BAL productoras de
polisacaridos y la cantidad total de polisacarido producido esta influenciado
por la naturaleza y cantidad del azucar libre en el medio. A su vez, no hay un
Unico azucar con el que se pueda obtener el mejor resultado porque el
hidrato de carbono mas conveniente para la produccién depende de la cepa
(Ruas-Madiedo & Reyes Gavilan, 2005). Por lo tanto, para alcanzar una
produccion eficiente de polimero, las condiciones de cultivo especificas

deben ser optimizadas para cada microorganismo.

1.3.1.- Cuantificacion de los exopolisacaridos producidos por bacterias
lacticas.

Los métodos utilizados para el aislamiento y purificacion del
polisacarido del medio donde se produce tiene gran incidencia en la
cantidad final obtenida. Para la eleccién del método se deben tener en
cuenta tanto las caracteristicas de la matriz como el grado de pureza
requerido (Ruas-Madiedo & de los Reyes-Gavilan, 2005). Para Ia
cuantificacion no es necesario que la muestra se encuentre completamente
pura, siempre y cuando las impurezas no interfieran en la cuantificacion
(Rimada & Abraham, 2003). Generalmente las moléculas que podrian
interferir en la cuantificacion son proteinas o aziucares provenientes del
medio de cultivo.

Las técnicas empleadas en la separacion y purificacion de
polisacaridos provenientes de bacterias lacticas incluyen la utilizacién de
proteasas, etapas de calentamiento o eliminaciéon de proteinas por
precipitacion con 4cido tricloroacético, dialisis, precipitaciones con
diferentes volimenes de etanol o combinaciones de las anteriores (Marshall
et al, 1995; Mozzi et al.,, 1996; Kimmel & Roberts, 1998; Gorret et al., 2003;
Rimada & Abraham, 2003; Canquil et al., 2007).
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Cuando el objetivo es la cuantificaciéon de EPS producidos por BAL en
leche o suero, la extraccion y purificacion mediante calentamiento seguido
de dos precipitaciones con alcohol en frio y dialisis y la cuantificacién por
métodos colorimétricos sencillos tales como el método de fenol-sulfurico
descripto por Dubois et al. (1956) y el método de antrona resulta muy
conveniente debido a su simplicidad y bajo costo (Rimada & Abraham,
2003).

Otras estrategias acoplan métodos separativos y analiticos. Para esto
se combina la cromatografia de permeacién en gel en un sistema de
cromatografia liquida a alta presion (HPLC) que permite la separacion de los
polimeros por el tamafio y la deteccion de las moléculas de EPS por su indice
de refraccion (IR) (Faber et al, 1998, Ruas-Madiedo et al, 2002b) y un
detector ultravioleta en linea que provee la informacion sobre la presencia

de proteinas en la muestra (Tuinier et al., 1999; Ruas-Madiedo et al., 2002b).

1.4.- Seleccion de bacterias productoras de exopolisacaridos.

La deteccion de bacterias productoras de EPS segun el fenotipo de sus
colonias es ampliamente utilizada. Asi, las bacterias productoras de EPS son
detectadas por la caracteristica filante de sus colonias.

Otro método utilizado es la resistencia a fluir a través de una pipeta
del cultivo liquido donde se desarrolla (Ruas-Madiedo & Reyes Gavillan,
2005).

Varios métodos de tincion también han sido desarrollados para
determinar la presencia de bacterias productoras de EPS. Entre ellos se
pueden mencionar al colorante Rojo Congo que se une mediante uniones no
covalentes a los enlaces (1,3) y B(1,4) de los polisacaridos y el rojo rutenio,
un colorante policatiénico, que es capaz de interactuar con los grupos
carboxilicos de los polisacaridos acidos (Babel et al., 2011).

Las cepas productoras de EPS también pueden determinarse en el

producto fermentado mediante la marcacién del EPS con lectinas
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fluorescentes seguida de la observacion con microscopio laser confocal.
Entre las lectinas mas utilizadas se pueden citar concanavalina A y
aglutininas de trigo (Hassan et al., 2002).

En la industria lactea son preciadas las caracteristicas otorgadas a los
productos lacteos fermentados por las bacterias que se consideran filantes.
Estas, conceden a los productos lacteos una consistencia suave, mayor
viscosidad y menor susceptibilidad a la sinéresis que las bacterias no
filantes. Por ésta razon, se utiliza la evaluacion de viscosidad como un
parametro para seleccionar microorganismos productores de EPS que

otorguen viscosidad al fermentar la leche y formar el gel lacteo acido.

1.5.- Formacion de geles lacteos acidos.

Segun Clark (1991), un gel es un material formado por una red
tridimensional continua que embebe al solvente y lo inmoviliza. Los geles
exhiben propiedades microestructurales y mecanicas muy diversas que
dificultan su clasificacion. Sin embargo, se los denomina “fuertes” o "débiles”
segun la capacidad para romperse y fluir bajo la aplicacion de fuerzas
pequeiias (Clark & Ross-Murphy, 1987). Las caracteristicas de los geles
proteicos se ve afectada por el pH, la concentracion de sales, azdcares y
otros componentes como lipidos y polisacaridos (Pilosof, 2000).

Durante la fermentacion bacteriana de la leche se forman geles. Allj, el
acido lactico producido genera un descenso de pH que provoca la
desestabilizacion de las proteinas de la leche. Estos cambios son
dependientes tanto del pH final alcanzado como de la cinética de
acidificacion. Cuando la acidificacion se lleva a cabo lentamente, en paralelo
con el crecimiento de los microorganismos, se producen cambios en la
microestructura de las caseinas: a pH entre 6,6 y 5,5 las micelas de caseina
mantienen su integridad, forma y dimensiones. A pH 5,5 las caseinas
comienzan a desestabilizarse y el fosfato de calcio coloidal difunde hacia la

fase acuosa de la leche. Alrededor de pH 4,5 se pierde casi completamente el
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calcio y la integridad de la micela de caseina. El agregado de las micelas
caseinicas seguido por el reacomodamiento de las mismas llevan a la
formacién de un gel proteico acido donde la fraccién acuosa de la leche es
retenida (Walstra, 1990).

La utilizacidn de 6-gluconolactona provoca la acidificacion lenta de la
leche permitiendo obtener quimicamente, sin la utilizacion de
microorganismos, geles acidos con caracteristicas reolédgicas y capacidad de
retencién de agua similares a las alcanzadas por fermentacion bacteriana.
Este tipo de geles suelen usarse como modelos para el estudio de los geles

lacteos acidos (Rimada & Abraham, 2006).

1.6.- Interaccion exopolisacarido-proteina en geles lacteos

Cuando el EPS forma parte de un alimento, ademas de sus
propiedades intrinsecas, se deben tener en cuenta las interacciones que se
producen con los componentes del producto alimenticio. Estas interacciones
se consideran segregativas cuando el biopolimero repele a las demas
sustancias del alimento o bien asociativa cuando el biopolimero las atrae
(Tolstoguzov, 2003). Estas interacciones se ven reflejadas en las
caracteristicas organolépticas del producto.

En los yogures la reologia esta influenciada por los EPS producidos
por las cepas iniciadoras. La viscosidad aparente de estos productos
aumenta con la viscosidad del cultivo iniciador de producir EPS pero no hay
una relacion directa con la cantidad del EPS producida. Esto se debe a que la
estructura de los polisacaridos determina el tipo de interaccién que se
producira con las proteinas de la leche (Babel et al., 2011). Las bacterias y/o
el EPS que ellas producen pueden afectar la agregacion de las proteinas, la
interaccién con los componentes de la leche, y las interacciones entre los
EPS y la superficie de la célula bacteriana (Marshall & Rawson, 1999).
Ademas, el momento en el cual se produce el EPS durante la formacién del

gel también influye en las caracteristicas del producto lacteo fermentado
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afectando la capacidad de los geles lacteos de retener el suero (Ruas-
Madiedo & Zoon, 2003).

La organizacién estructural de la red de caseina en el gel lacteo
también desempefia un papel importante en la viscosidad de yogures (van
Marle & Zoon, 1995; Ruas-Madiedo & Zoon, 2003). El contenido de s6lidos
de la leche es otro factor a tener en cuenta, ya que la sinéresis en yogures
originados por cepas productoras o no productoras de EPS, depende del
contenido solidos de la leche de partida y del cociente caseina/proteinas
totales presentes (Amatayakul et al, 2006). El andlisis de la viscosidad y
comportamiento de flujo de estos sistemas sirve para evaluar la interaccién
de las proteinas de la leche con los EPS bacterianos (Hassan et al, 2003;
Rimada & Abraham, 2006). La microscopia confocal y las medidas reolégicas
dindmicas constituyen también buenas herramientas para comprender el
comportamiento del sistema en relacion a la interaccion proteina-bacteria-

EPS.

1.7.- Propiedades de exopolisacaridos en solucion acuosa.

Para determinar las propiedades fisicas de los polimeros en solucion
se debe tener en cuenta el solvente, la temperatura y la concentracion del
polimero. Entre las caracteristicas de interés del EPS encontramos el PM, la
presencia o no de ramificaciones que inciden en el radio de giro de cada EPS.
En soluciones muy diluidas las moléculas de los EPS se encuentran
separadas unas de otras y son libres de moverse independientemente. En
esta situacidon cada cadena ocupa un volumen esférico con un determinado
radio de giro (Rg), se minimizan las interacciones polimero-polimero y el
volumen que ocupa la molécula estd determinado por la interaccién con el
solvente. Por esta razén se considera que estas esferas tienen un radio
hidrodindmico efectivo y las soluciones diluidas son utilizadas para
determinar la viscosidad intrinseca de los polimeros. En el caso de

polimeros cargados se utilizan soluciones salinas diluidas para la medida de
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la viscosidad intrinseca. El valor que toma este parametro es proporcional al
volumen especifico del polisacarido en solucién y puede ser expresada como
funciéon de la masa molar y el radio de giro. Para polisacaridos con
estructura random coil el radio de giro depende de la masa molar
observandose una relacién directa entre ambos parametros. Por lo tanto un
aumento de la viscosidad intrinseca estaria relacionado con un aumento
tanto del radio de giro como de la masa molar del polimero.

El comportamiento de flujo también proporciona datos sobre la
interaccidon de los EPS con el solvente. Asi, soluciones muy diluidas de EPS
bacterianos suelen comportarse como fluidos newtonianos. En cambio a
mayores concentraciones muestran comportamiento pseudoplastico. Este
comportamiento se observo para soluciones de EPS producidos por
Propionibacterium (Gorret et al, 2003), Lactococcus lactis subp. cremoris
(Tuinier et al, 1999), microorganismos de los granulos de kefir
(Piermaria et al., 2007) y cultivos iniciadores de yogurt (Petry et al., 2003;
Canquil, et al.,, 2007).

1.8- Evaluacion de las caracteristicas reoldgicas de geles lacteos.
Existen diferentes metodologias que permiten evaluar y caracterizar

las propiedades fisicoquimicas de los geles lacteos, entre ellas podemos

mencionar la viscosimetria rotacional y reometria oscilatoria de pequefia

amplitud de deformacion.

1.8.1.-Viscosimetria rotacional.

Los instrumentos mas ampliamente usados en la medida de
viscosidad se pueden dividir en tres tipos: capilares, rotacionales y de
cuerpo movil. Los viscosimetros rotacionales constan basicamente de dos
componentes que se encuentran separadas por el fluido a estudiar. Uno de

ellos es fijo y el otro movil. Dichos componentes pueden tener diferentes
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geometrias. Pueden ser cilindros concéntricos, dos superficies paralelas y
una superficie y un cono de pequefio dngulo, de acuerdo al sensor utilizado.
Cuando se aplica un esfuerzo tangencial a la superficie del liquido se
genera una velocidad constante en una de las placas. El fluido en contacto
con la placa en movimiento se mueve a esa misma velocidad y el fluido en
contacto con la placa fija permanece en reposo. Como se puede observar en
la Figura 1, en el fluido se genera un perfil de velocidades. La misma

aumenta a medida que nos acercamos a la placa en movimiento.

Fuerza

_—
L
h ————»  Perfil de velocidades

- L

X

Figura 1: Representacion de movimiento de un fluido entre una placa fija y una movil en

los viscosimetros rotacionales.

El perfil de velocidades que se establece en la direccién perpendicular
a la superficie del liquido permite definir el gradiente de velocidad (}), que
representa la variacién de velocidad de las sucesivas capas de liquido con
respecto a la direccién perpendicular a la superficie del mismo. y es la
deformacion que sufre el material y a » se lo denomina velocidad de

deformacidn relativa o gradiente de velocidad de deformacidn.

¥ = dvy/dy = (dx/dt)/dy = (dx/dy)/ dt = dy / dt
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A la fuerza por unidad de area tangencial a la superficie necesaria
para establecer un determinado gradiente de velocidad en un liquido se
denomina esfuerzo de corte (6) y su magnitud depende del liquido del que

se trate y de la temperatura (Figura 2).

Esfuerzo de corte= Fuerza / area

V==

Deformacion

Figura 2: Esquema que muestra la deformacién sufrida por un material cuando el mismo

es sometido a un esfuerzo tangencial.

La grafica del esfuerzo de corte en funcién de gradiente de velocidad
de deformacién se denomina curva de flujo.

Los fluidos se dividen en newtonianos o no newtonianos segun el tipo
de relacion que se produzca entre el esfuerzo de corte y el gradiente de
velocidad de deformacion. Asi, cuando la relacién entre ambos parametros
es lineal al fluido se lo denomina newtoniano y la contante de
proporcionalidad entre ambos parametros es la viscosidad (n).

c=ny

La curva de flujo correspondiente a estos fluidos es una recta con
ordenada al origen cero (Figura 3).

En los fluidos no newtonianos la relacion no es lineal y los diferentes
comportamientos de flujo posibles son: Pseudoplastico, Dilatante, Herschel
Bulckley y Plastico de Bingham. Las curvas de flujo representativas de éstos
fluidos se muestran en la Figura 3 junto a la curva de flujo correspondiente a

un fluido newtoniano.
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e Nevytoniano

m— Plastico de Bingham
= Pseudoplastico
Herschel-Bulckle

m—— Dilatante

MrEang op o=

Gr adiente de velocidad

Figura 3: Esquema de comportamientos de flujo posibles para fluidos newtonianos y no

newtonianos (Pseudoplastico, Dilatante, Herschel Bulckley y Plastico de Bingham).

En los fluidos pseudoplaticos al aumentar el gradiente de velocidad
disminuye el incremento de esfuerzo observado para una variacién en el
gradiente de velocidad. Esto significa que la resistencia del liquido a fluir
disminuye con el aumento del gradiente de velocidad aplicado.

El comportamiento opuesto al descripto anteriormente es el
correspondiente al fluido dilatante, para el cual la resistencia a fluir se hace
mayor con el aumento del gradiente de velocidad.

Existen otros dos comportamientos que pueden ser descriptos en
base a los anteriores. El correspondiente al plastico de Bingham muestra
una dependencia lineal del esfuerzo de corte con el gradiente de velocidad,
pero el flujo se inicia solo después de haber superado un determinado
esfuerzo de corte, denominado umbral de fluencia y representado por oo.
Cuando los fluidos presentan umbral de fluencia seguido de una respuesta
no lineal entre el esfuerzo de corte y el gradiente de velocidad se denomina
comportamiento tipo Herschel-Bulkley.

Los modelos matematicos planteados para describir los diferentes

comportamientos de flujo que puede presentar un fluido se muestran en la

Tabla 1.
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Tabla 1: Ecuaciones representativas de los distintos modelos que describen el

comportamiento de flujo que puede presentar un liquido.

Modelo Ecuacion
Newtoniano C=1n. “/
Ostwald de Waele o Ley de la potencia =K. }.’n
Plastico de Bingham c=0o+K.V
Herschel-Bulkley o=0p+K. r'}r”

La ecuaciéon de Ostwald de Waele o ley de la potencia cuyos
parametros K y n se denominan indice de consistencia e indice de
comportamiento de flujo, respectivamente (Steffe, 1996) es adecuada para
el ajuste de los resultados experimentales correspondientes a fluidos
pseudoplasticos o dilatantes. En los fluidos pseudoplasticos el parametro n
toma valores entre 0 y menor a 1, mientras que en un fluido dilatante toma
un valor mayor a 1.

Para fluidos no newtonianos surge el concepto de viscosidad aparente
(Nap). Este parametro varia con la temperatura y es dependiente del

gradiente de velocidad.

Nap = f() = o/

El comportamiento de flujo de los fluidos no newtonianos ademas de
depender del gradiente de velocidad puede depender del tiempo de
aplicacion de dicho gradiente. Se habla de fluidos tixotrdpicos si la
viscosidad desciende con el tiempo de aplicacion del gradiente de velocidad,
o reopécticos si la viscosidad aumenta.

Por ejemplo en la Figura 4 se muestra un fluido de tipo pseudoplastico
sometido a un ciclo de ascenso, mantenimiento y descenso del gradiente de
velocidad. A este fluido se lo denomina tixotrépico ya que a un gradiente de

velocidad dado la viscosidad disminuye al aumentar el tiempo en que se
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aplica ese gradiente. El area encerrada entre las curvas de ascenso y

descenso se la denomina area de histéresis.

Esfuerzo de corte

Gradiente de velocidad

Figura 4: Comportamiento de un fluido pseudoplastico tixotrépico.

La viscosidad aparente, el area de histéresis, y los parametros de los
modelos que se utilizan para caracterizar los distintos tipos de fluidos estan
relacionados con las interacciones presentes en una matriz (Hassan et al,
2003) por esta razén son de gran importancia a la hora de describir este tipo

de sistemas.

1.8.2.- Viscosimetria oscilatoria de pequeifia amplitud de deformacion
La reometria oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion se
utiliza para caracterizar la estructura de un gel imponiendo pequefias
deformaciones que no rompen la estructura de las muestras evaluadas. En
este tipo de ensayos la muestra se coloca entre dos placas y una de ellas
oscila a una frecuencia determinada. La perturbacién sinusoidal aplicada
causa un grado de cizallamiento en ella y la sefial de respuesta que se
obtiene es diferente en fase y amplitud. Se obtienen dos parametros: el
modulo de almacenamiento G” y el médulo imaginario o médulo de pérdida
G”. El médulo G" se relaciona con la cantidad de energia almacenada

elasticamente en la estructura y por lo tanto se asocia al comportamiento
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elastico. El moédulo G” es una medida de la pérdida de energia y esta
asociado al comportamiento viscoso (Pilosof, 2000).

La deformacion que sufre el material entre ambas placas se

representa con la siguiente ecuacion:

y=vosen (ot)
donde Yo es la maxima deformacion aplicada a la muestra, t es el tiempo y ®
es la frecuencia de la oscilacion.

Con una amplitud de deformacién pequefia, de manera que el material
se comporte en forma viscoelastica lineal, se obtiene la siguiente tension de
cizalla (o esfuerzo de corte) producida por la deformacion de entrada:

o=0osen (ot+9)
donde oo es la amplitud de tension de cizalla y § es el angulo de desfasaje
entre el esfuerzo aplicado y la respuesta del material.

La relacion entre la amplitud de tensién y la amplitud de deformacién
se denomina modulo complejo (G*):

G*: Go/ 0o
y es la medida de la resistencia total del material a la deformacion aplicada.

Para un material perfectamente elastico, la onda de deformacion se
encontrara en fase con el esfuerzo aplicado mientras que para un fluido
viscoso ideal la respuesta a la deformacion aplicada estara desfasada en 90°.
La gran mayoria de los alimentos, incluidos los geles acidos lacteos, son
materiales viscoelasticos, es decir que tienen un comportamiento
intermedio entre el correspondiente al sélido ideal y el del liquido ideal, por
lo cual presentan angulos de desfasaje entre 0 y 902.

Los moédulos Gy G” se relacionan con el médulo complejo mediante

las siguientes ecuaciones:
G'=G*-cos 6
"=G*-sen 6

Si un material es puramente viscoso, G’ = 0 y G” = G*. En cambio si es

puramente elastico G = 0 y G = G*. En este sentido, si el angulo de desfasaje
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es un indicador de la presencia de propiedades elasticas o viscosas de un
fluido, se puede establecer que si el valor de § estd comprendido entre 02 y

452 el fluido tiene un comportamiento mas eldstico que viscoso, o viceversa,

cuando & esta comprendido entre 452y 90¢.
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Objetivo

v Seleccionar lactobacilos aislados de kefir capaces de
producir exopolisacaridos, caracterizar parcialmente
los mismos y compararlos con el kefiran obtenido de

granulo.

Objetivos Especificos:

v’ Evaluar la capacidad de producir polisacarido de las cepas de kefir de
la coleccidon CIDCA y de los microorganismos aislados en el presente
trabajo mediante la evolucion de la viscosidad aparente y el
comportamiento de flujo de las leches fermentadas.

v' Seleccionar aquellos microorganismos capaces de producir geles
acidos viscosos y aislar y caracterizar estructuralmente los
exopolisacaridos producidos.

v Comparar los polisacaridos seleccionados con el kefiran.
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Resultados y discusion

1.- Seleccion de cepas productoras de polisacaridos.
La seleccion de cepas productoras de polisacaridos se realizé sobre

los microorganismos aislados durante el desarrollo de este trabajo de tesis y
sobre microorganismos aislados de kefir pertenecientes a la coleccion CIDCA
capaces de crecer en leche. En total, se estudiaron 24 cepas de Lactoccocus
lactis subsp lactis, 21 cepas de Lactobacillus plantarum, 7 cepas de
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (Lb kefiranofaciens) y 5

cepas de Lactobacillus paracasei (Tabla 2).

Tabla 2: Listado de microorganismos aislados de kefir de la colecciéon CIDCA (Centro de
Investigacion en Desarrollo y Criotecnologia de Alimentos (La Plata, Argentina))
estudiados.

Microorganismos Nombre

Lactococcus lactis subsp lactis CIDCA 8211, CIDCA 8212, CIDCA 8213, CIDCA 8224, CIDCA
8225, CIDCA 8226, CIDCA 8229, CIDCA 8231, CIDCA 8232,
CIDCA 8233, CIDCA 8242, CIDCA 8243, CIDCA 8244, CIDCA
8245, CIDCA 8247, CIDCA 8248, CIDCA 8249, CIDCA
82212, CIDCA 82210, CIDCA 8221, CIDCA 8223, CIDCA
8241, CIDCA 8222, CIDCA 8214
Lactobacillus plantarum CIDCA 8312, CIDCA 8313, CIDCA 8316, CIDCA 8318, CIDCA
8321, CIDCA 8323, CIDCA 8324, CIDCA 8327, CIDCA 8329,
CIDCA 8331, CIDCA 8333, CIDCA 8334, CIDCA 8336, CIDCA
8337, CIDCA 8338, CIDCA 8342, CIDCA 8346, CIDCA 8349,
CIDCA 83112, CIDCA 83114, CIDCA 83210

Lactobacillus kefiranofaciens CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83122 y CIDCA 83310,
CIDCA 83212, CIDCA 83311, CIDCA 8351 y CIDCA 8371
Lactobacillus paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123,
CIDCA 83124

Todos los microorganismos fueron inoculados en leche e incubados
en sus respectivas condiciones de cultivo tal como se indica en Materiales y
Métodos (item 6). Se pudo observar que todos fueron capaces de acidificar la

leche, alcanzando pHs cercanos a 4 al final de la fermentacion.
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Como controles de geles acidos obtenidos con cepas productoras y no
productoras de polisacaridos se utilizaron las leches fermentadas con los
microorganismos Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 y Lb delbrueckii
subsp bulgaricus CIDCA 333, aislados de fermentos artesanales que se
diferencian es sus capacidades para producir EPS al fermentar la leche y Lb
kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985 proveniente de Japan
Collection of Microorganisms (Reiken, Japan).

Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 y Lb kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens JCM 6985 son productores de polisacaridos de alto peso
molecular cuando se desarrollan en leche y Lb delbrueckii subsp bulgaricus
CIDCA 333 no produce polisacaridos de alto peso molecular en las mismas
condiciones (Piermaria J., tesis doctoral 2008). Ademas, se utilizaron geles
lacteos formados por acidificacion empleando 6-gluconolactona.

Las cepas productoras de EPS tienen la capacidad de modificar las
propiedades fisicas de las leches fermentadas (Hassan et al, 1996). Estos
cambios se ven reflejados en propiedades tales como las caracteristicas de
flujo y viscosidad aparente. Por esta razén se consideré como criterio de
seleccion de microorganismos productores de EPS en leche que, aquellas
leches fermentadas que presenten valores de viscosidad aparente mayores a
la leche acidificada (geles lacteos formados por la acidificaciéon de la leche
con &-gluconolactona) podrian estar relacionadas con la capacidad de
producir exopolisacaridos que poseen las cepas utilizadas para Ila

fermentacion.

1.1.- Efecto del pH de las leches fermentadas sobre la viscosidad
aparente y el area de histéresis.

El efecto de la acidez sobre las proteinas de la leche es central para la
formacion del gel lacteo. Durante la fermentacion de la leche no siempre se
alcanzo6 el mismo pH final sino que los valores oscilaron en un rango entre

3,6 y 4,5. Para analizar si el rango de pH final de las leches fermentadas en el
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que se trabajé tiene un efecto sobre las caracteristicas de flujo de los geles
lacteos, se fermentd la leche con cada microorganismo hasta distintos
valores de pH dentro del rango indicado anteriormente y se determind la
viscosidad aparente y el area de histéresis de los geles lacteos obtenidos. En
la Figura 5 se presentan, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos con la
leche fermentada con Lb plantarum CIDCA 8312 determinados en tres

ensayos independientes.

a) b)
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Figura 5: Viscosidad Aparente a 300 s'! (a), y area de histéresis (b) evaluadas a 25°C en
funcién del pH final de la fermentacién para la leche fermentada por Lb plantarum
CIDCA 8312.

Mediante el analisis estadistico de los datos, se observdé que no hay
diferencias significativas entre los valores encontrados a los diferentes pHs
(p<0,05). El mismo comportamiento se hall6 para todas las cepas
estudiadas. Por lo tanto podemos decir que la variacion en el pH final de los
distintos cultivos en el rango estudiado no tiene un efecto sobre los valores

encontrados para los parametros analizados.
1.2.- Comportamiento de flujo de leche acidificada con &-

gluconolactona y leches fermentadas con Lb delbrueckii subsp

bulgaricus y Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens.
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En una primera instancia se analizaron las curvas de flujo
correspondientes a la leche control, a la leche acidificada con 6-
gluconolactona, y a las leches fermentadas con Lb kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens JCM 6985 (EPS+), Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 333
(EPS-) y Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 (EPS+) utilizados como

referencia (Figura 6).
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Figura 6: Curvas de flujo a 25°C de leche, leche acidificada y de leches fermentadas con Lb
delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332, Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 333 y
Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985.

Puede observarse que las leches fermentadas y la leche acidificada
presentaron una curva de flujo que evidencié un comportamiento de tipo
pseudoplastico y tixotrépico. La leche control, como era de esperar, presento
un comportamiento de tipo newtoniano.

Debe destacarse que la leche fermentada con Ila cepa
Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 (EPS+) muestra valores
superiores de esfuerzo de corte, para todos los gradientes de velocidad, que
las demas muestras evaluadas.

El area de histéresis, comprendida entre las curvas de esfuerzo de

corte correspondientes al ascenso y descenso de gradiente de velocidad de
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deformacidn, es una medida del grado de ruptura estructural que se produce
durante el ciclo de aplicacion del esfuerzo de corte (Rimada &
Abraham, 2006). Como se puede observar en la Figura 6 la leche fermentada
con la cepa Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 (EPS+) muestra un
area de histéresis superior a la del resto de las leches fermentadas y a la de
la leche acidificada con §-gluconolactona. Esta ruptura de la estructura nos
permite inferir que existirian interacciones entre las macromoléculas
constituyentes de éste gel acido diferentes a la de los demas geles acidos
evaluados debido posiblemente a los polisacaridos producidos por este
microorganismo.

A partir de los valores de esfuerzo de corte en funcién de y’, se calculé
la viscosidad aparente a 300 s-! y se cuantifico el area de histéresis. Los
valores de éstos parametros encontrados para leche, leche acidificada con &-
gluconolactona y leches fermentadas con las cepas
Lb delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 332(EPS+), Lb delbrueckii subsp
bulgaricus CIDCA 333 (EPS-) y Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM
6985 (EPS+) se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Viscosidad aparente a un gradiente de velocidad de 300 s, pH y area de
histéresis correspondientes a: leche, leche acidificada con &-gluconolactona y leches
fermentadas con Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332, Lb delbrueckii subsp
bulgaricus CIDCA 333 y Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985 evaluadas a
25°C.

H Viscosidad Aparente a 300s! Area de histéresis
Muestras P di
promedio (mPas) (Pa/s)
Leche control 6,5 2,2+0,5 ---
Leche acidificada con 6- 4,5 23,1+4,62 1441,4 + 132,72
gluconolactona

Lb delbrueckii subsp 4,6 22,9 +1,64 1476,5+137,8¢

bulgaricus CIDCA 333
Lb kefiranofaciens subsp 4 40,7 +25¢ 2905 + 186,68¢
kefiranofaciens JCM 6985

Lb delbrueckii subsp 3,9 160,1 +42,4P 18895+ 4617,4b

bulgaricus CIDCA 332
* los valores con diferentes superindices son significativamente diferentes con p<0,05
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El valor de viscosidad aparente para la leche control fue de 2,2 mPa.s
a 25°C, esto es coincidente con los datos encontrados en bibliografia. Los
valores de viscosidad aparente y area de histéresis correspondientes a leche
acidificada y fermentada con la cepa Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA
333, no productora de polisacaridos (EPS -), no mostraron diferencias
significativas entre si. En cuanto a las leches fermentadas con los
microorganismos Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 (EPS +) y
Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985 (EPS +), mostraron
valores de viscosidad aparente y area de histéresis significativamente
superiores a los anteriormente mencionados indicando que la produccion de

EPS por estas cepas contribuye a la viscosidad de la leche fermentada.

1.3.- Comportamiento de flujo de las leches fermentadas con los
microorganismos aislados de kefir.
1.3.1.- Lactococcus lactis subsp lactis

Los geles acidos obtenidos por fermentacion de la leche con cepas de
Lc lactis subsp lactis resultaron ser débiles, observandose sinéresis en la
mayoria de ellos. Los valores de pH al final de la fermentacién variaron entre
4,0y 4,5.

En cuanto a la evaluacién de las curvas de flujo, se observé que todas
las leches fermentadas presentaron comportamiento de flujo no
newtoniano, de tipo pseudoplastico. Los valores de viscosidad aparente
encontrados para éste grupo de microorganismos varié entre 12,1 mPa sy
25,5 mPa s. El area de histéresis tomo valores en un rango entre 284,5 Pa/s
y 1544 Pa/s. Ambos parametros fueron inferiores al encontrado para la
leche acidificada con §-gluconolactona. Por lo tanto, podemos inferir que el
comportamiento de flujo de las leches fermentadas con Lc lactis subsp. lactis
es similar al obtenido por la desestabilizacién de las caseinas debido al pH
indicando que la contribucion de los microorganismos a las caracteristicas

de flujo del gel 4cido es sdlo debida a la acidificacién de la leche (Tabla 4).
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Tabla 4: Viscosidad aparente a 300 s-1, pH y area de histéresis de leches fermentadas con
cepas de Lc lactis subsp lactis y leche acidificada con 6-gluconolactona evaluadas a 25°C.

Viscosidad Aparente a Area de
Muestras PH 300s1 histéresis
promedio (mPas) (Pa/s)
Lec}’;ig:ﬁgli‘ig;;n - 45 23,1+ 4,6 14414 + 132,7

CIDCA 8211 4,1 12,1+1,0 284,5+12,1
CIDCA 8212 4,6 16,1+1,1 380,6%13,1
CIDCA 8213 4,2 18,3+1,1 509,9+20,1
CIDCA 8224 4,1 20,8+1,2 626,3+41,2
CIDCA 8225 4,0 19,6+0,9 596,6+32,6
CIDCA 8226 3,9 18,1+1,1 522,9429,4
CIDCA 8229 4,4 23,1+1,3 1219+99,9
CIDCA 8231 4,2 20,8+0,8 656,6+44,1
CIDCA 8232 4,3 18,4+1,1 547,6+33,9
CIDCA 8233 4,0 20,4+1,4 578,2+45,9
CIDCA 8242 4,3 20,3%¥2,1 707,3+51,1
CIDCA 8243 4,3 15,9+1,1 460,5+22,5
CIDCA 8244 4,0 23,8+1,1 633,7+49,8
CIDCA 8245 4,3 15,5+1,9 398,3+33,5
CIDCA 8247 4,1 18,8+1.5 304,9+29,2
CIDCA 8248 4,0 25,5+1.2 1544+110,1
CIDCA 82212 4,5 16,8+2.1 424,5+29,2
CIDCA 82210 4,3 17,7+1.1 521,9+44.8
CIDCA 8221 4,2 16,1+1,6 374+22,1
CIDCA 8223 4,2 21,1£2,3 660,6%55,2
CIDCA 8241 4,3 21,1+2,6 595,9+44,9
CIDCA 8222 4,4 17,819 511,0+67,2
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1.3.2.- Lactobacillus plantarum

Las leches fermentadas con 21 cepas de Lb plantarum presentaron el
aspecto de geles acidos firmes y valores de pH, al final de la fermentacioén,
que variaron entre 4,2 y 4,5.

Las curvas de flujo de las leches fermentadas por éste grupo de
microorganismos mostraron comportamiento pseudoplastico.

La viscosidad aparente tom¢ valores que variaron entre 25,4 mPa sy
35,3 mPa s. En cuanto al el area de histéresis los valores se encontraron en
un rango entre 1387 Pa/s y 1937,3 Pa/s (Tabla 5). Las leches fermentadas
por las cepas de Lb plantarum, presentaron valores de ambos parametros
cercanos al hallado al evaluar la leche acidificada con 8-gluconolactona, no
observandose diferencias significativas (p < 0,05) mediante analisis
estadistico indicando que las leches fermentadas por Lb plantarun solo
presentan la textura caracteristica dada por la desestabilizacién de las

caseinas debido a la acidificacion de la leche.
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Tabla 5: Viscosidad aparente a 300 s-1, pH y area de histéresis de leches fermentadas con
cepas de Lb plantarum y leche acidificada con §-gluconolactona evaluadas a 25°C.

Muestras

Leche
acidificada con
5-
gluconolactona
CIDCA 8312

CIDCA 8313
CIDCA 8316
CIDCA 8318
CIDCA 8323
CIDCA 8324
CIDCA 8327
CIDCA 8329
CIDCA 8331
CIDCA 8333
CIDCA 8334
CIDCA 8336
CIDCA 8337
CIDCA 8338
CIDCA 8342
CIDCA 8346
CIDCA 8349
CIDCA 83112
CIDCA 83114

CIDCA 83210

pH
promedio

4,5

4,8
4,4
4,4
4,2
4,3
4,3
4,2
4,4
4,3
4,5
4,9
4,2
4,3
4,8
4,6
4,2
4,5
4,3
4,2

4,9

Viscosidad Aparente a 300s!

(mPas)

23,1+ 4,62

34,1+ 0,92
31,1+1,52
29,4 +6,62
353+%4,72
31,9+3,74
26,3 £8,22
31,1£5,17
28,4+3,73
30,5+2,82
27,9+0,62
30,5+4,72
33,3+0,52
30,6+4,12
31,6+4,92
29,946,212
25,4+ 4,42
29,7+0,42
31,946,042
29,3%4,72

28,1+1,62

Area de histéresis

(Pa/s)

1441,4 + 132,72

1922,7 £ 37,82
1686,7+67,422
1550,7+£382,402
1937,3+367,32
1840,0£206,52
1412,3+411,22
1676,7+409,21
1467,3+239,94
1628,3+201,22
1548,3+63,12
1615+£305,82
1759+18,42
1667,7£272,72
1707,7£292,14
1575,7+447,12
1387+142,82
1570,3+35,502
1669,7+253,82
1575,7+243,02

1495,67+£82,52

* los valores con diferentes superindices son significativamente diferentes con p<0,05
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1.3.3.- Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens

El pH al final de la fermentacion de la leche por éstos
microorganismos oscilé en un rango entre 3,7 y 4,2. Las leches fermentadas
por las cepas de Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
presentaron, desde el punto de vista macroscopico, diferentes tipos de geles
acidos. Los geles acidos obtenidos por fermentacion de la leche con las cepas
CIDCA 83118, CIDCA 83119, CIDCA 83122 y CIDCA 83310 fueron mas firmes
y de mayor consistencia que los geles obtenidos por fermentacién de la
leche con las cepas de las especies Lb plantarum y Lc lactis subsp lactis. Por
el contrario, las leches fermentadas con las cepas CIDCA 83212, CIDCA
83311, CIDCA 8351 y CIDCA 8371 formaron geles débiles. Ademas se
observo que la leche fermentada con la cepa de referencia Lb kefiranofaciens
subsp kefiranofaciens JCM 6985 presentd una consistencia mas viscosa que
la observada para las leches fermentadas con cepas de la misma especie
aisladas a partir de los granulos del CIDCA.

Las curvas de flujo mostraron una dependencia del esfuerzo de corte
con el gradiente de velocidad caracteristica del comportamiento de flujo
pseudoplastico.

En la Tabla 6 se muestran los valores de viscosidad aparente (300s1)
y area de histéresis encontrados para los geles acidos producidos por las

cepas de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens aisladas de kefir.
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Tabla 6: Viscosidad aparente a 300 s-1, pH y area de histéresis evaluadas a 25°C de leches
fermentadas con cepas de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens y la leche acidificada
con §-gluconolactona.

Muestras pH Viscosidad Aparente a 300s1 Area de histéresis
promedio
(mPa ) (Pa/s)
Leche
acidificada con
S- 4,5 23,1+4,62 1441,4+ 132,72
gluconolactona
Lb 4,0 40,7 + 2,5¢ 2905,0 £ 186,7¢
kefiranofaciens
JCM 6985
CIDCA 83118 39 34,7 £1,5b 1654,5+43,12
CIDCA 83119 3,8 29,5 £ 6,50 1453,5 + 325,92
CIDCA 83122 3,7 359+10,1°b 1861,0 + 613,8"
CIDCA 83211 4,1 18,5 + 2,22 836,3+ 76,22
CIDCA 83212 4,1 20,4 £ 1,22 902,7 £ 58,72
CIDCA 83310 3,8 28,1 £ 2,22 1402,5 + 67,22
CIDCA 83311 39 17,8 £1,02 745,2 + 35,62
CIDCA 8351 4,2 22,3+0,92 1020,7 + 68,32
CIDCA 8371 4,1 14,1 £ 0,12 619,6 £ 19,32

* los valores con diferentes superindices son significativamente diferentes con p<0,05

La viscosidad aparente de las leches fermentadas con los aislados de
Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens tomo valores entre 14,1 y 36,0 mPa
s. En las leches fermentadas con las cepas CIDCA 83118, CIDCA 83119 y
CIDCA 83122 este parametro resulto ser significativamente superior al de la
leche acidificada. El area de histéresis vari6 entre 619,6 y 1861,0 Pa/s. Solo
para la cepa CIDCA 83122 se hall6 un valor significativamente superior al
encontrado para la leche acidificada con §-gluconolactona.

Las leches fermentadas con las cepas CIDCA 83211, CIDCA 83212,
CIDCA 83311, CIDCA 8351 y CIDCA 8371 presentaron valores, para ambos
parametros, inferiores a los observados para la leche acidificada. Estos
resultados indicarian que dentro de los aislados de Lb kefiranofaciens subsp

kefiranofaciens se encuentran cepas que difieren, al menos, en su capacidad
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de producir sustancias que modifican la viscosidad de las leches
fermentadas. Sin embargo ninguna de las leches fermentadas con los Lb
kefiranofaciens subsp kefiranofaciens aislados en este trabajo present6 las

mismas caracteristicas viscosas que las cepas de coleccién.

1.3.4.- Lactobacillus paracasei

Las leches fermentadas con las cepas de Lb paracasei mostraron el
aspecto de geles acidos muy consistentes, viscosos y filantes, caracteristicas
no observadas en las leches fermentadas por las especies anteriormente
analizadas. La evaluacién de las curvas de flujo mostré que todas se
comportaron como fluidos pseudoplasticos.

La Tabla 7 muestra los valores de viscosidad aparente y area de
histéresis para las leches fermentadas con estas cepas. Los valores
encontrados variaron en un rango entre 45,9 y 90,8 mPa s para la viscosidad
aparente y entre 3263,5 y 9181,5 Pa/s para el area de histéresis. Ambos
parametros resultaron ser significativamente superiores a los encontrados
para la leche acidificada con &-gluconolactona en todas las muestras

evaluadas.

Tabla 7: Viscosidad aparente a 300 s-1, pH y area de histéresis evaluadas a 25°C de leches
fermentadas con cepas de Lb paracasei y leche acidificada con 6 gluconolactona.

Muestras pH Viscosidad Aparente a 300s! Area de histéresis
promedio
(mPas) (Pa/s)
Leche acidificada 4,5 23,1 +4,62 1441,4 + 132,72
cond

gluconolactona.

CIDCA 8339 4,0 45,8+ 159" 3718,5+1358"V
CIDCA 83120 3,6 51,9 +1,9° 3263,5+88,4"
CIDCA 83121 3,8 59,4+1,8b 4202 + 56,6V

CIDCA 83123 3,7 90,8+0,9" 9181,5 £21,9b
CIDCA 83124 3,7 50,1+12,1b 4167,5 £ 946,8"b

* ]os valores con diferentes superindices son significativamente diferentes con p<0,05
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A fin de comparar las caracteristicas de flujo de las leches
fermentadas por Lc lactis subsp lactis CIDCA, Lb plantarum, Lb
kefiranofaciens subsp kefiranofaciens y Lb paracasei se seleccioné un
microorganismo como representante de cada grupo. Las cepas elegidas
fueron aquellas cuyas leches fermentadas presentaron el mayor valor para
los parametros estudiados (viscosidad aparente y area de histéresis) dentro
de cada especie a saber: Lc lactis subsp lactis CIDCA 8248, Lb plantarum
CIDCA 8318, Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens CIDCA 83122 y
Lb paracasei CIDCA 83123. En la Figura 7 se presentan, a modo de ejemplo,

las curvas de flujo obtenidas a partir de las leches fermentadas por las cepas

seleccionadas.
30 -
©
=3 25 — Lclactis subsp lactis CIDCA 8248
N’/
s
‘5 20 ~ = Lb plantarum CIDCA 8318
=]
(%) J
a=} 15 g Lb kefiranofaciens CIDCA 83122
=}
> 10 -
g — — Lb paracasei CIDCA 83123
= 5
|7
=

0 T T T 1
0 200 400 600

Gradiente de velocidad (s'1)

Figura 7: Curvas de flujo de las leches fermentadas con los microorganismos Lc lactis
subsp. lactis CIDCA 8248, Lb plantarum CIDCA 8318, Lb kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens CIDCA 83122 y Lb paracasei CIDCA 83123 evaluadas a 25°C.

Los valores de viscosidad aparente y area de histéresis obtenidos de
las curvas de flujo anteriormente descriptas junto con los datos
correspondientes a la leche acidificada con 8-gluconolactona y a la leche
fermentada con Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985 se

presentan en la Figura 8.

161



Capitulo 2

Areade histéresis (Pa/s)
w (5]
o o
o o
o o
Hm

N
o o

o o

o oo
B

Ho

o -
“ -

4 el g >
& & & @ & &
& S & X v v
@\9 S RS Q @ @)
N o C O 9O D)
S & o < S
N N ENS < ) >
b’b K/b ,b(l k\\' '?4(\ %)
> (o) A \"b O (:b
& N K N 1% @
& «° N Q\’b < i
Q’@c N ;0‘—)9 VY s\\'\’b NY
& v & g
\,Q’ \5" N
100 - b
= 90 - =
& 80 -
é 70 A
3
§ 60
g 50 - a @
< i a
o 40 a
o 30 - a
2 I
8 20 -
> 10 -
0 T T T T T T
2 \e) o N Vv >
& o° o > v v
<® G o2 o2 @ @
\(,'b \(_, \(; \Q(" (Y“ (JV‘
2> o¥ X & g >
'bb o‘\’b o \_’b‘ ("\Q/ (’fb%
& N R N @ o
xS N N ® & il
Q"bc N ;0‘—)‘) L s'\\{b Y
& v & N
\/Q' \5" \‘9

Figura 8: Viscosidad aparente (mPa.s) (a) evaluada a 300 s y Area de histéresis (Pa/s)
(b) de la leche acidificada con &-gluconolactona y las leches fermentadas con Lc lactis
subsp lactis CIDCA 8248, Lb plantarum 8318, Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
83122, Lb paracasei 83123, Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332 y
Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985.

*los valores con diferentes superindices son significativamente diferentes con p<0,05

Los valores de viscosidad aparente y area de histéresis obtenidos a

partir de las curvas de flujo de la leche fermentada con la cepa Lb paracasei
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CIDCA 83123 fueron diferentes significativamente de los correspondientes a
las demas leches fermentadas. Si ampliamos este analisis a las leches
fermentadas con todos los microorganismos incluidos en este estudio surge
que solo las leches fermentadas con las cepas de Lb paracasei presentan
comportamientos de flujo diferentes al observado para la leche acidificada
con o&-gluconolactona (p<0,05). Para completar la caracterizacién del
comportamiento de flujo de las leches fermentadas por éste grupo de
microorganismos, las curvas de flujo fueron ajustadas utilizando el modelo
de Ostwald de Waele o ley de la potencia. La ecuacion correspondiente a

dicho modelo es:

=K.y

donde al parametro K se lo denomina indice de consistencia y n representa
el indice de comportamiento de flujo (Steffe, 1996).

En la Tabla 8 se observan los valores encontrados de ambos
parametros para las leches fermentadas con los Lb paracasei (CIDCA 3839,
CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124),
Lb delbrueckii subsp bulgaricus (CIDCA 332 (EPS+) y CIDCA 333 (EPS -)),
Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6985 (EPS+) y la leche
acidificada con &-gluconolactona. Como se puede observar los valores de K
de la leche fermentada con Lb delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 333 (EPS-)
posee un valor inferior a los encontrados para las leches fermentadas con
los microorganismos del grupo Lb paracasei y las cepas EPS+: Lb delbrueckii
subsp. bulgaricus CIDCA 332 (EPS+) y Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens JCM 6985 (EPS+).

Los parametros n y K fueron utilizado para evaluar la leche
fermentada obtenida con fermentos para yogurt con distinta capacidad para
producir EPS, es asi que Hassan et al. (2003) utilizando yogures con Lb
delbrueckii subsp bulgaricus y St thermophilus cuya capacidad de producir

EPS fue modificada encontraron que las leches fermentadas con las cepas

163



Capitulo 2

mutantes (EPS-) presentaron un indice de consistencia inferior al obtenido
cuando se usaron las mismas cepas salvajes (EPS+).

En cuanto al valor del indice de comportamiento de flujo (n), resulté
ser menor que 1, evidenciando comportamiento pseudoplastico tal como se

esperaba.

Tabla 8: Valores de los parametros n (indice de comportamiento de flujo) y K (indice de
consistencia) obtenidos a partir de la ecuacién de Ostwald de Waele para las leches
fermentadas con los microorganismos de los grupos Lb paracasei (CIDCA 3839, CIDCA
83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124), Lb delbrueckii subsp bulgaricus
(CIDCA 332 (EPS+) y CIDCA 333 (EPS -)), Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM
6985 (EPS+) y la leche acidificada con §-gluconolactona.

Muestras indice de Consistencia=K indice de Comportamiento de
Flujo=n
(Pasn)
Leche acidificada 2,4+1,2 0,11+ 0,08

Lb paracasei CIDCA
8339 9,8+3,1 0,06+0,01

Lb paracasei CIDCA
83120 5,1+0,3 0,19+0,02

Lb paracasei CIDCA
83121 4,9+0,6 0,23+0,03

Lb paracasei CIDCA
83123 17,6+0,9 0,07+0,01

Lb paracasei CIDCA
83124 6,8+1,8 0,14+0,01

Lb delbrueckii

subsp bulgaricus
CIDCA 332 61,5+0,3 0,08+0,01

Lb delbrueckii

subsp bulgaricus
CIDCA 333 3,3x0,5 0,16+0,01

Lb kefiranofaciens
subsp.
kefiranofaciens JCM
6985 8,2+0,8 0,08+0,01
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Se sabe que los EPS producidos por las bacterias al fermentar la leche
afectan las propiedades fisicoquimicas del producto. Estos cambios estan
influenciados por las caracteristicas propias del EPS, por los cambios que se
producen en la agregacion de las proteinas y por las interacciones entre los
constituyentes de la leche, los EPS y la superficies de las paredes bacterianas
(Marshall & Rawson, 1999). De acuerdo a los resultados presentados
anteriormente se observan leches fermentadas con viscosidades superiores
(mayor viscosidad aparente) y mayor area de histéresis cuando se utilizan
los microorganismos pertenecientes a la especie Lb paracasei para la
fermentacion de la leche. Estos resultados indicarian una interaccion
distinta entre las macromoléculas constituyentes de dichos geles lacteos, lo
cual podria estar vinculado a la contribucién de polisacaridos producidos

por estos microorganismos (Hassan et al,, 2003; Rimada & Abraham, 2006).

2.- Caracterizacion de las leches fermentadas mediante reometria
oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion.

Las leches fermentadas con los microorganismos de las especies Lb
kefiranofaciens y Lb paracasei se analizaron mediante reometria oscilatoria
de baja amplitud de deformacion. Esta seleccion se basé en que, segin
bibliografia, Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens es responsable de la
produccion del EPS kefiran (Kooiman, 1968), y las cepas de Lb paracasei
resultaron ser las que produjeron geles lacteos acidos con mayor viscosidad
aparente. Esta técnica consiste en la aplicacién de pequefias amplitudes de
deformacion de manera tal de no romper la estructura de las muestras
evaluadas y permite analizar el comportamiento viscoeldstico de dichos
geles. El mddulo elastico o de almacenamiento (G") y el médulo viscoso o de
pérdida (G”) son parametros que caracterizan a este tipo de materiales
(Steffe, 1996).

Para analizar el caracter viscoelastico de las muestras es necesario

establecer inicialmente las deformaciones o esfuerzos para los cuales el
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material no sufre ruptura, que se denomina rango de viscoelasticidad lineal.
En este rango los parametros G y G no varian con el esfuerzo aplicado.
Para ello se efectuaron barridos de esfuerzo de las leches fermentadas con
los microorganismos en estudio. En la Figura 9 se presenta, a modo de
ejemplo, el barrido de esfuerzo correspondiente a la leche fermentada con la
cepa Lb paracasei CIDCA 8339. Se observ6 que, para esfuerzos menores a
1 Pa los mddulos elastico y viscoso fueron independientes del esfuerzo
aplicado razon por la cual se trabajé en esa zona para realizar los barridos
de frecuencia. Estos resultados fueron equivalentes para todos los geles

acidos evaluados.
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Figura 9: Barrido de esfuerzo de la leche fermentada con la cepa Lb paracasei CIDCA 8339

a 25°C.

Las leches fermentadas con las cepas pertenecientes a la especie Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y las leches fermentadas con las cepas
de Lb paracasei, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83124 y CIDCA 8339
presentaron espectros mecanicos similares. En todos ellos el médulo

elastico (G’) result6 mayor al médulo viscoso (G”) en todo el rango de
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frecuencia estudiado mostrando ambos moédulos baja dependencia con la
frecuencia. Estos espectros mecanicos definen un comportamiento
caracteristico de gel (Ross-Murphy, 1995). Esta conducta se diferencia de la
encontrada para la leche fermentada con Lb paracasei CIDCA 83123.

En la Figura 10 se grafican, a modo de ejemplo, los mddulos elastico y
viscoso en funcién de la frecuencia de oscilacién para las leches fermentadas
con las cepas Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens CIDCA 83118 y Lb
paracasei CIDCA 83120 y CIDCA 83123 a un esfuerzo definido (1Pa) dentro
del rango de viscoelasticidad lineal. A este tipo de grafica se la denomina

espectro mecanico.
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Figura 10: Espectro mecanico (mddulos elastico y viscoso en funcién de la frecuencia)
correspondiente a leche fermentada con la cepa de Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens CIDCA 83118, y Lb paracasei CIDCA 83120 y CIDCA 83123 efectuado a un

esfuerzo fijo de 0,5 Pay 252C.
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En la Tabla 9 se presentan los valores de dichos moédulos a la
frecuencia de 1Hz junto al correspondiente valor de la tangente del angulo
de desfasaje (tand = G /G").

Los valores de tangente de d (tan §) se encontraron en un rango entre
0,3 y 0,5 para todas las leches fermentadas evaluadas, excepto para la leche
fermentada por Lb paracasei CIDCA 83123, cuyo valor de tan & es
significativamente superior (0,81 + 0,07), por lo tanto, podemos decir que
esta leche fermentada posee un menor caracter elastico. Ademas, todos los
valores de G’ resultaron superiores entre dos y tres veces al correspondiente
valor de G”, excepto para la leche fermentada por Lb paracasei CIDCA
83123. En esta ultima los valores de G" y G” no difirieron mucho entre si y
resultaron inferiores a los observados para las demas leches fermentadas

evaluadas.
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Tabla 9: Modulo elastico (G"), médulo viscoso (G), y tangente del angulo de desfasaje
(tan &) medidos a 1 Hz, de las leches fermentadas por cepas de Lb paracasei y Lb

kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens.

Especie Cepa f [Hz] G' [Pa] G" [Pa] tan(9)
Leche acidificada 1 13 5,7 0,4

CIDCA 83120 1 8,60+0,63 3,24+0,11 0,38+0,01
CIDCA 83121 1 16,54+0,37 5,21+0,54 0,32+0,04
Lb paracasei  CIDCA 83123 1 0,86+0,27 0,68+0,16 0,81+0,07
CIDCA 83124 1 5364508 2,13+14 0,49+0,20
CIDCA 8339 1 16,49+0,40 5,224+0,61 0,317+0,12

CIDCA 8352 1 8,304 2,974 0,358
CIDCA 8371 1 3,09+0,96 1,23+0,19 0,40+0,06

CIDCA 83118 1 19,17 6,384 0,333

CIDCA 83119 1 14,6+£3,5 4,85+0,74 0,33+0,03

Lb

] ) CIDCA 83122 1 14,23%1,24 5,16%1,12 0,36+0,05
kefiranofaciens

CIDCA 83211 1 15,16 4,70 0,31
subsp.

kefiranofaciens cipcAg3212 1 9,66:0,10 2,96£0,03 0,310,01
CIDCA83310 1  12,49+3,85 4,51+1,18 0,36+0,02

CIDCA 83311 1 14,64+6,48 4,41+1,98 0,30+0,01

Si relacionamos estos parametros con los encontradas por
viscosimetria rotacional podemos decir que las leches fermentadas con las
cepas de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens y Lb paracasei generan
geles acidos similares pero con viscosidades diferentes. La viscosidad
aparente de las leches fermentadas por las cepas de Lb paracasei es mayor a
la encontrada para las leches fermentadas por las cepas de Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens (Tabla 6 y Tabla 7). Ademas, la leche
fermentada por la Lb paracasei CIDCA 83123 mostré un gel menos elastico

pero mas viscosas que el resto de las leches evaluadas.
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Esto demuestra que las leches fermentadas con microorganismos que
fueron capaces de incrementar la viscosidad presentan propiedades
reologicas dinamicas que son dependientes de cada cepa y de las
caracteristicas de los polisacaridos que producen. Otros autores también
observaron este comportamientos. Folkenberg et al, (2006) encontraron
que las leches fermentadas con cepas iniciadoras del yogurt productoras de
EPS resultaban mas viscosas y que poseen mayor modulo elastico. Hassan et
al. (2003) describieron geles generados por bacterias productoras de EPS
que presentaron valores de tan § menores que los correspondientes a geles
lacteos formados por bacterias no productoras de EPS. Rohm & Kovac
(1994) encontraron mayores valores de tan & en el caso de geles lacteos

altamente viscosas.

3.- Aislamiento y caracterizacion de polisacaridos.
Dentro de de los parametros que afectan las caracteristicas de textura

de los geles lacteos se encuentran la cantidad de polisacarido producido por
los microorganismos durante la fermentacion y las caracteristicas
fisicoquimicas de los mismos. Por esta razon se cuantifico la concentracion
de EPS producido por cada microorganismo durante la fermentacion de la

leche y posteriormente se procedio a su caracterizacion.

3.1.- Cuantificacion de la produccion de polisacaridos durante la
fermentacion de la leche.

A fin de relacionar las caracteristicas reolégicas observadas con la
cantidad de EPS producido por cada cepa, durante su desarrollo en leche, se
procedi6 a su cuantificacion. La metodologia empleada, previamente
descripta en Materiales y Métodos item 22.1, utiliza dos precipitaciones con
alcohol frio y dialisis (Rimada & Abraham, 2003). En ésta técnica, las etapas
de precipitacion con etanol permiten eliminar proteinas y la dialisis separa
la lactosa que, de lo contrario, interferiria en la reacciéon quimica usada para

la cuantificacion de los EPS.
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En los extractos obtenidos se determiné la presencia de proteinas
utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976) y se verificé la ausencia
de monosacaridos y disacaridos mediante cromatografia en capa fina (TLC).
La cuantificacion de los polisacaridos se llevé a cabo utilizando el método de
antrona (Southgate, 1976).

Las soluciones de polisacaridos obtenidas presentaron una
concentraciéon de proteinas 10 veces menor que de polisacarido, hecho que
no interfiere en la determinaciéon de hidratos de carbono por el método de
antrona. Ademas se demostr6 ausencia de mono y disacaridos que si
interferirian, en caso de estar presentes, con la determinacion.

La cantidad de polisacarido expresada en miligramos de polisacarido

por litro de leche fermentada se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 10: Cantidad de polisacarido (expresada en mg/1) obtenida a partir de leche fermentada con

distintos microorganismos.

Microorganismo Muestras Concentraciéon

(mg/L)

CIDCA 8212 167,5

CIDCA 8224 209,5

Lc lactis subsp lactis CIDCA8225 189,5
CIDCA 8226 167,2

CIDCA 8244 139,3

CIDCA 8318 180,7

Lb plantarum CIDCA 8324 145,35
CIDCA 8342 166,1

JCM 6985 110,1

CIDCA 8351 111,9

CIDCA 8371 85,12

CIDCA 83118 202,4

Lb kefiranofaciens subsp CIDCA 83119 301,9

kefiranofaciens

CIDCA 83122 198,2

CIDCA 83211 112,9

CIDCA 83212 1259

CIDCA 83310 1789

CIDCA 83311 183,2

CIDCA 8339 145,2

CIDCA 83120 198,9

Lb paracasei CIDCA 83121 2349
CIDCA 83123 159,4

CIDCA 83124 209,3

Se puede observar que los microorganismos estudiados producen
cantidades de EPS que varian entre 85,1 y 301,9 mg/l. Este rango de valores

se encuentra dentro de los esperados, ya que la produccién de HePS por BAL
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es normalmente muy baja y los valores se hallan entre 25 y 600 mg/1 (Ruas-
Madiedo et al., 2008).

Si relacionamos la viscosidad de las leches fermentadas por éstos
microorganismos con la cantidad de EPS producidos, podemos ver que no
existe una relacién directa entre ambos parametros. Por ejemplo cepas
donde se observé alta produccion de EPS, como CIDCA 83119, presenta baja
viscosidad aparente en su leche fermentada y cepas con baja produccién de
EPS, como CIDCA 83123, producen valores de viscosidad aparente altos en
sus leches fermentadas. Ademas, cepas que producen igual concentracién de
polisacarido generan leches fermentadas con viscosidades diferentes (por
ejemplo: CIDCA 83123 y CIDCA 8342). Estos resultados se resumen en la
Figura 11. Otros factores que podrian influir en la viscosidad de las leches
fermentadas son la composicion de monosacaridos, cargas, tipos de uniones,
peso molecular, radio de giro y ramificaciones del EPS que definen las

interacciones entre si y con las proteinas de la leche.
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Figura 11: Viscosidad aparente medida a 300 s! de leches fermentadas en funcion de la

concentracion de polisacarido.
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3.2.- Peso molecular de los polisacaridos.

Una de las caracteristicas fisicoquimicas estudiadas fue la distribucion
de peso molecular (PM) de los polisacaridos obtenidos a partir de las leches
fermentadas por las distintas cepas. Se utilizé cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) con una columna de exclusion molecular que permite
separar moléculas por tamafo en el rango de 104 - 106 Da.

Para analizar los cromatogramas obtenidos se realiz6 previamente
una curva de calibracién con dextranos de peso molecular conocido. Los
dextranos utilizados tienen valores de PM en el rango 97.000-3.800.000 Da.
Los datos experimentales de tiempo de retencion y PM fueron luego

ajustados a una recta con una progresion lineal (Figura 12).

y=-0,5198x + 10,817
R?=0,9648

log (PM)

4,5
8,000 8,500 9,000 9,500 10,000 10,500
Tiempo de retencion (min)

Figura 12: Valores experimentales y recta de regresion correspondiente a los logaritmos
de los pesos moleculares de los patrones de dextranos en funcién del tiempo de retencion,

medidos por HPLC de permeacién en gel.

Las soluciones de polisacaridos obtenidas a partir de las leches
fermentadas con Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, Lb paracasei 'y Lb
plantarum presentaron cromatogramas que muestran entre 1 y 3 picos a

diferentes tiempos de retencion. Esto indicaria la presencia de polisacaridos
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de diferente grado de polimerizacién y en consecuencia diferente peso
molecular.

En la Figura 13 se observa el cromatograma obtenido para los
polisacaridos aislados de las leches fermentadas con los microorganismos Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens CIDCA 83118 (a) y Lb paracasei CIDCA
83123 (b).

El EPS producido por Lb kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
presentd un cromatograma donde se observan dos picos a tiempos de
retenciéon mayores que los obtenidos para el dextrano de menor peso
molecular indicando que esta cepa produciria oligosacaridos pequefios, cuyo
peso molecular es inferior a 104 Da.

El cromatograma obtenido a partir de la soluciéon de EPS proveniente
de leche fermentada con Lb paracasei CIDCA 83123 mostré 3 distribuciones
de pesos moleculares. Como puede observarse, el polisacarido de mayor
peso molecular eluy6 de la columna en menor tiempo que el
correspondiente al patron de dextrano de mayor peso molecular utilizado;
esto indicaria que posee un peso molecular superior a 4 106 Da. Ademas de
ese pico se observan otros dos a tiempos de retencion mayores que el

dextrano de menor PM.
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Figura 13: Cromatogramas obtenidos para soluciones de polisacaridos aislados de Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens CIDCA 83118 (a) y Lb paracasei CIDCA 83123 (b).
Senal (en unidades arbitrarias) y peso molecular de los dextranos (Da) en funciéon del

tiempo de retencién en la columna (minutos).

A partir de los cromatogramas se calcularon las cantidades relativas

(porcentual) de cada fracciéon con distinto PM (Tabla 11). Para facilitar el
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analisis se distribuyeron los pesos moleculares en los siguientes rangos:
menor a 104 Da, entre 104y 105 Da, entre 105y 106 Da y mayor a 10¢ Da.

Los polisacaridos producidos por la mayoria de las cepas de Lb
plantarum mostraron valores de PM entre 10* y 105 Da, excepto las cepas
CIDCA 83112, CIDCA 8336 y CIDCA 8337 que presentaron mayor
proporcién de oligosacaridos de menor peso molecular.

Los polisacaridos producidos por las cepas de Lb kefiranofaciens
subsp. kefiranofaciens mostraron un peso molecular inferior a 10% Da,
excepto los polisacaridos producidos por las cepas CIDCA 83211, CIDCA
8371, CIDCA 83122 y CIDCA 83119 que ademas presentan una fraccién con
peso molecular entre 104 y 105 Da.

Los polisacaridos provenientes de las cepas de Lb paracasei
presentaron como componente mayoritario fracciones de peso molecular
entre 10* Da y 105 Da. Estas cepas presentaron ademas fracciones de
polisacarido de mayor peso molecular. La cepa 8339 present6 una fracciéon
de polisacarido cuyo peso molecular fue de 1,38105 Da. Las cepas CIDCA
83123 y CIDCA 83124 mostraron fracciones en el rango entre 105y 10¢ Da'y
mayor a 106 Da y las cepas CIDCA 83120 y CIDCA 83121 mostraron

polisacaridos de peso molecular mayor a 10¢ Da.
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Tabla 11: Distribucién porcentual de los pesos moleculares de los polisacaridos aislados
de las leches fermentadas Lb plantarum, Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens y Lb
paracasel.

Distribucion Porcentual de Peso Molecular

Cepas
<104 Da 104-10°Da  105-10¢Da >106Da
Lb plantarum CIDCA 8311 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 8312 -- 100 - -
Lb plantarum CIDCA 8313 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 8316 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 8318 -- 99,8 0,2 --
Lb plantarum CIDCA 83114 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 8323 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 8324 -- 98,8 1,2 -
Lb plantarum CIDCA 8327 -- 100 -- -
Lb plantarum CIDCA 83112 96,8 3,3 - -
Lb plantarum CIDCA 8336 91,5 8,6 -- -
Lb plantarum CIDCA 8337 91,7 8,3 - -
Lb plantarum CIDCA 8342 -- 99,1 0,9 -
Lb kefiranofaciens subsp 74,7 0,3 25,0
kefiranofaciens ICM 6985
Lb kefiranofaciens CIDCA 83118 100 -- - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83119 78,2 21,8 - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83122 78,3 21,7 - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 8352 100 -- -- -
Lb kefiranofaciens CIDCA 8371 79,7 20,4 - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83310 100 -- - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83311 100 -- -- -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83212 97,7 2,3 - -
Lb kefiranofaciens CIDCA 83211 77,5 22,56 - -
Lb paracasei CIDCA 8339 -- 81,6 18,4 --
Lb paracasei CIDCA 83120 - 90,3 -- 9,7
Lb paracasei CIDCA 83121 -- 76,7 - 23,3
Lb paracasei CIDCA 83123 - 62,9 5,7 31,5
Lb paracasei CIDCA 83124 -- 76,3 21,9 1,8
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Analizando las distribuciones de PM de los polisacaridos producidos
por distintos microoganismos y las viscosidades de las leches fermentadas
se observd que solo las cepas que son capaces de producir polisacarido de
alto PM son las que le confieren a las leches fermentadas mayor viscosidad

aparente.

De los datos mostrados hasta el momento podemos resaltar que del
total de los microorganismos de kefir estudiados, las 5 cepas de Lb paracasei
aislados en éste trabajo de tesis son las que presentan los mayores valores
de viscosidad aparente y area de histéresis. Esto esta en concordancia con el
hecho de que producen polisacaridos de alto PM, siendo la cepa Lb paracasei
CIDCA 83123 la que produce mayores valores para los parametros

estudiados.

3.3.- Caracterizacion de los polisacaridos producidos por Lactobacillus
paracasei

Los polisacaridos aislados de las leches fermentadas por los
microorganismos Lb paracasei CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124
fueron caracterizados en cuanto a sus azucares constituyentes y los
resultados obtenidos se compararon con el polisacarido extraido de granulo
de kefir (kefiran).

Los perfiles cromatograficos de los polisacaridos hidrolizados
analizados por HPAEC-PAD se presentan en la Figura 14. Como se puede
observar el kefiran esta formado por glucosa y galactosa, coincidiendo con
los resultados publicados en bibliografia (Mukai et al., 1988; Micheli et al.,
1999). La composicidon de azucares de los polisacaridos producidos por las
cepas de Lb paracasei result6 diferente de la composicion del kefiran ya que
no sélo se detectd la presencia de glucosa y galactosa, sino que también se
detectd glucosamina y galactosamina. Estos aminoazucares podrian estar
presentes en los polisacaridos producidos por estos microorganismos o bien

provenir de sus azucares N-acetilados que sufrieron una desacetilacion
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durante el proceso de hidrolisis que se realiza para el analisis de los

azucares constituyentes de un polisacarido.

Gal Gluc
Muestra 1 l Gluc Muestra 3

Muestra 2 i ¢ Muestra 4 ¢ ¢

GalNH; GjcnH,

Figura 14: Perfiles cromatograficos obtenidos por cromatografia de alta resolucién de
intercambio aniénico utilizando un detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD) en un
equipo Dionex DX-300 de las muestras hidrolizadas de los polisacaridos. Muestra 1:
kefiran; Muestra 2: polisacarido extraido de Lb paracasei CIDCA 83121, Muetra 3:
polisacarido extraido de Lb paracasei CIDCA 83123; Muestra 4: polisacarido extraido de Lb
paracasei CIDCA 83124.

Los porcentajes de los azucares constituyentes de cada polisacaridos

se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12: Composicién porcentual de monosacaridos correspondiente al polisacarido
kefiran (1), proveniente de granulo de kefir, y a los aislado a partir de leche fermentada
con (2) Lb. paracasei CIDCA 83121, (3) Lb. paracasei CIDCA 83123, (4) Lb. paracasei CIDCA
83124.

W s 1-Kefiran 2-CIDCA 83121 3-CIDCA 83123 3-CIDCA 83124
(%) (%) (%) (%)
Galactosa 50.37 33.13 22.98 31.84
Glucosa 49.62 35.21 29.42 21.02
Galactosamina - 30.63 43.72 42.04
Glucosamina - 1.02 398 5.09

El kefiran estd constituido por glucosa y galactosa en relacion
aproximadamente 1:1. Los demas EPS presentaron cantidades mayores de
glucosa, galactosa y galactosamina y baja proporcion de glucosamina. Por lo
tanto teniendo en cuenta la composicion de azicares se observd que
ninguna de las cepas estudiadas produce un EPS equivalente al kefiran. Esto
podria deberse a que en el desarrollo conjunto estos EPS se modifiquen por
accion de otros microorganismos de granulo para dar kefiran o bien que el
microorganismo capaz de producirlo aun no haya sido aislado de los

granulos de kefir de la coleccion CIDCA.
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Conclusiones

» Se encontré que de 57 microorganismos estudiados (24 cepas de
Lactoccocus lactis subsp lactis, 21 cepas de Lactobacillus
plantarum, 7 cepas de Lactobacillus kefiranofaciens y 5 cepas de
Lactobacillus paracasei) solo 5 (Lactobacillus paracasei) son

capaces de producir leches fermentadas muy viscosas.

» La variacion en el pH final de los distintos cultivos en el rango
estudiado no afect6 la viscosidad aparente o comportamiento de

flujo de las leches fermentadas.

» La viscosidad aparente de las leches fermentadas con los aislados
de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens tomé valores entre
14,1 y 36,0 mPa s. En las leches fermentadas con las cepas CIDCA
83118, CIDCA 83119 y CIDCA 83122 este parametro resultd ser
significativamente superior al de la leche acidificada. Los mayores
valores de viscosidad aparente fueron aquellos de las leches

fermentadas por Lb paracasei

» El modelo de Ostwald de Waale ajusté adecuadamente a las curvas
de flujo de las leches fermentadas. Los valores del indice de
consistencia (K) mantuvieron una relaciéon directa con la
viscosidad aparente de las leches fermentadas siendo mayor en
aquellas fermentadas con microorganismos productores de

polisacarido de alto peso molecular.

» La caracterizacion de las leches fermentadas mediante reometria

oscilatoria de baja amplitud de deformaciéon permiti6 demostrar
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184

que la mayoria de las leches fermentadas mostraron un
comportamiento tipo gel excepto para la leche fermentada por Lb
paracasei CIDCA 83123. En esta ultima los valores de G" y G” no
difirieron mucho entre si y resultaron inferiores a los observados

para las demas leches fermentadas evaluadas.

Los microorganismos estudiados producen cantidades de EPS que

varian entre 85,1 y 301,9 mg/I

No se observo una relacion directa entre la viscosidad aparente de
las leches fermentadas por las cepas estudiadas y la cantidad de

polisacarido producida por ellas.

Analizando las distribuciones de PM de los polisacaridos
producidos por distintos microorganismos y las viscosidades de
las leches fermentadas se observo que sdélo las cepas que son
capaces de producir polisacarido de alto PM son las que le

confieren a las leches fermentadas mayor viscosidad aparente.

Este es el primer trabajo en donde se aislan Lactobacillus
paracasei de granulos de kefir productores de EPS y caracterizan

sus polisacaridos

Los polisacaridos producidos por las cepas de Lactobacillus
paracasei CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124 estan
formados por glucosa, galactosa, glucosamina y galactosamina en

distintas proporciones.

Los polisacaridos producidos por las cepas de Lactobacillus
paracasei CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124 y el kefiran,
proveniente de granulo de kefir son diferentes en cuanto a su peso

molecular y azucares constituyentes.
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Introduccion

1.- Composicion de la microbiota intestinal humana

El tracto gastrointestinal humano (Figura 1) esta formado por una serie
de 6rganos que se encuentran colonizados en distinta medida por una coleccién
compleja de microorganismos, a ésta se la denomina microbiota y es especifica

para cada individuo.

Glandula parotida

Boca
T—————— Glandulassublingual

y submaxilar

Esofago
'
Higado ~~  ———— Estémago
Vesicula <7 ]
U/ 4 Pancreas
Duodeno
Colon . Yeyuno
transverso
Colon Colon
ascendente descendente

o) |
lleon

Recto

Figura 1: Esquema del tracto gastrointestinal humano.

La cantidad y composicion de las bacterias varian mucho a lo largo del
tracto gastrointestinal humano. El estdmago y el intestino delgado contienen un
bajo nimero de especies bacterianas adheridas al epitelio y algunas otras en
transito (un maximo de 104 microorganismos por mililitro de contenido
gastrico o intestinal (Tannock, 1995). La escases de bacterias en el tracto
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superior se debe a la composicién del medio luminal (acido, bilis y secrecion
pancredtica) y a la actividad propulsiva motora que impide la colonizacién
estable de bacterias en el lumen. En contraste, el intestino grueso es el
ecosistema microbiano mas intensamente poblado, alberga cientos de especies
(Guarner & Malagelada, 2003) con un contenido total de entre 1011 y 1012
bacterias por gramo (Simon & Gorbach, 1984).

La variabilidad y diversidad de este ecosistema bacteriano dificulta su
estudio. Los géneros tipicamente encontrados en la microbiota intestinal
humana son Bacteroides, Ruminococcus, Faecalibacterium y Clostridium (Green
et al 2006), ademas hay resultados que indican que las bacterias anaerobias
superan en numero a las aerdbicas en una factor de entre 100-1000. Los
géneros, Bacteroides, Eubacterias, Bifidobacterium, Clostridium, Peptococcus,
Peptostreptococcus, y Ruminococcus son predominantes en el ser humano, y
Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus, Proteus, etc,
son géneros subdominantes (Salminen et al, 1998). A su vez, cada individuo
posee varios cientos de especies que pertenecen a estos géneros, con una
combinacion particular de especies predominantes especifica para cada

individuo.

1.2.- Funcién de la microbiota intestinal.

El intestino actiia como interface entre la alimentacion y todas las demas
funciones del organismo.

El desarrollo de la microbiota intestinal proporciona las bases para el
mantenimiento de la barrera intestinal, que impide que las bacterias patégenas
invadan el tracto gastrointestinal, pasen a la sangre que por él circula, y por
ende se distribuyan por el organismo. El equilibrio de la microbiota intestinal,

junto con el sistema inmunitario del propio intestino es fundamental para que
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las bacterias residentes cumplan una funcién protectora, en especial contra la
proliferacion de agentes patégenos (ILCI).

Ademas, cumple funciones metabolicas fermentando algunos sustratos
provenientes de la dieta (hidratos de carbono, proteinas) que no fueron
digeridos en el intestino delgado, y se encuentran disponibles para la
fermentacion por la microbiota colénica o provenientes de fuentes endégenas
tales como mucinas (glicoproteina mayoritaria componente de la mucosa que
recubre la pared del tracto gastrointestinal) (Rowland et al, 1985). Los
carbohidratos exdgenos complejos que pueden servir como sustrato
fermentables por los microorganismos intestinales se detallan en la Tabla 1

(Tannock, 1995)

Tabla 1: Carbohidratos complejos presentes en el colén humano (Tannock, 1995).

Fuente Tipo de hidrato de carbono
Celulosa
. Laminarina
Material estructural de .
Xilanos
plantas .
Arabinogalactanos
Pectinas
Goma Guar
Aditivos alimenticios Goma arabica
Alginatos
. Amilosa
Vegetales, harinas . .
Amilopectinas
Células Mucopolisacaridos
Mucus Mucinas

En un adulto tipico, aproximadamente 80 g del total de alimentos
consumidos por dia se encuentra disponible para ser fermentado por la
microbiota intestinal. Los dos tipos de fermentacién que se llevan a cabo en el
intestino son sacarolitica y proteolitica. Se considera que una microbiota
equilibrada debe contener un mayor nimero de microorganismos sacaroliticos
dentro de los que encontramos a bifidobacterias y lactobacilos. Como

productos finales de la fermentacién sacarolitica se obtienen acidos grasos de
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cadena corta. Estos cumplen una importante funcién en los colonocitos ya que
contribuyen a regular el metabolismo de lipidos y azdcares y disminuyen
levemente el pH intestinal lo que contribuye a la exclusién de patégenos (Ruas-
Madiedo et al, 2007). La fermentacion proteolitica genera ademas
componentes fenolicos, aminas, amonio, que resultan téxicos para el individuo
(Scantlebury et al., 2004). Otras funciones metabdlicas son las de sintesis de
vitaminas (Hill, 1997) y absorcion de iones como calcio, hierro y magnesio
(Roberfroid et al., 1995).

Finalmete, la microbiota coldnica influye sobre las caracteristicas de las
heces, tales como el peso, la consistencia, la frecuencia y el tiempo de transito
intestinal total, propiedades que son quizad los marcadores mas fiables de la

funcidn coldnica en general (ILCI).

1.3.- Componentes benéficos de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal influye en el estado fisiolégico, bioquimico e
inmunolégico de los animales, incluidos los humanos. Por lo tanto,
modificaciones en la actividad bacteriana intestinal podria promover el estado
general de salud en humanos o bien ser usado para la profilaxis o tratamiento
de enfermedades especificas (Snart et al., 2006).

En el intestino, ciertas bacterias estan asociadas a la formacién de
toxinas y resultan patogénicas cuando son dominantes, o bien estan
relacionadas a la formacion de moléculas carcinogénicas. Estas especies
potencialmente dafinas estdn asociadas a grupos tales como clostridios y
bacteroides. Otra parte de la poblacién bacteriana intestinal es considerada
microbiota potencialmente promotoras de la salud. Este concepto se basa en
que no contienen agentes patdgenos conocidos, no producen toxinas, producen
defensinas, sintetizan vitaminas y son bacterias fermentadoras de hidratos de

carbono cuyos productos finales mayoritarios de la fermentaciéon son acidos
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grasos de cadena corta (AGCC) (especialmente, acetato, propionato y butirato
los cuales pueden ser metabolizados para proveer de energia al huésped). Estos
microorganismos pueden también inhibir a patégenos a través de multiples
mecanismos por ejemplo compitiendo con los patégenos por sitios receptores
en la pared del intestino o bien por los nutrientes. Ademas, la pared celular de
los microorganismos potencialmente benéficos esta desprovista de mediadores
inflamatorios (Especialmente Gram positivas), (Cummings et al, 2004,
Roberfroid et al, 2010). Dentro de esta poblacidén encontramos principalmente
a bifidobacterias y lactobacilos.

Los efectos de los lactobacilos en la salud humana incluyen la capacidad
de mejorar la digestion de la lactosa en individuos intolerantes a la lactosa,
reducir la constipacion y la diarrea infantil, ayudar en infecciones resistentes
como salmonelosis, prevenir la diarrea del viajero, y ayudar en el sindrome de
colon irritable (Salminen et al., 1998). En cuanto a las bifidobacterias, tienen la
capacidad de estimular el sistema inmune, producir vitamina B, inhibir el
crecimiento de patogenos, reducir el nivel de amonio y colesterol en sangre, y
ayudar a restablecer la flora intestinal luego de un tratamiento con antibioticos

(Gibson & Roberfroid, 1995).

1.4.- El concepto de prebiodtico

Yazawa et al (1978) y Mitsuoka et al (1987) fueron los primeros en
demostrar que algunos polisacaridos no digeribles (especialmente fructo-
oligosacaridos) eran capaces de ser fermentados por bifidobacterias y
producian el aumento del volumen de las heces humanas luego de ser
ingeridos. Estas observaciones fueron estudiadas y confirmadas por Gibson &
Roberfroid (1995) quienes introdujeron el concepto de prebiético. Este fue
evolucionando y en el afio 2008, la International Scientific Association of

Probiotics and Prebiotics (ISAPP) present6 la siguiente definicién: “Un
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prebidtico es un componente alimenticio que puede ser fermentado

selectivamente, resultando en cambios especificos en la composiciéon y/o

actividad de la microbiota gastrointestinal y produce beneficios en la salud”.

Quedando claro que dichos cambios especificos en la composicion y/o actividad

de la microbiota gastrointestinal implican una inducciéon en los efectos

fisioldgicos benéficos nos solo en el colon sino también en todo el organismo

y/o una reducciéon del riesgo de contraer enfermedades intestinales y

sistémicas. Estos posibles efectos fueron detallados por Roberfroid et al. (2010)

e incluyen:

Mejora y/o estabilizaciéon de composicion la microbiota intestinal.
Mejora en las funciones intestinales (consistencia, regularidad y
volumen de las heces).

Aumento en la absorcion de minerales y mejora en la salud 6sea
(contenido de Calcio en huesos, densidad mineral 6sea).
Modulaciéon de la produccion de péptidos gastrointestinales,
energia metabdlica y saciedad.

Iniciacion (luego del nacimiento) y regulacion/modulacion de las
funciones inmunolégicas.

Mejora en las funciones de la barrera intestinal, reduccién de
metabolitos toxicos.

Reduccién del riesgo de infecciones intestinales.

Ademas podrian:
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» Reducir el riesgo de obesidad, diabetes tipo 2, sindromes

metabdlicos, etc.

» Reducir el riesgo en inflamaciones intestinales.

» Reducir el riesgo de contraer cancer de colon.
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1.4.1.-Regulacion de la microbiota intestinal por la dieta mediante el uso
de prebioticos.

Uno de los factores fundamentales a la hora de controlar la microbiota
intestinal es la dieta, por lo tanto, es posible modular su composicién a través
de los alimentos. Como se menciond anteriormente, bifidobacterias y
lactobacilos son consideradas flora benéfica debido al papel que desempeiian
en la microbiota intestinal. Por ésta razén estos grupos de microorganismos
suelen ser objeto de intervenciones en la dieta con el objetivo final de mejorar
la salud como consecuencia de su proliferacion a expensas de bacterias
patdgenas tales como Bacteroides, clostridia, eubacteria, enterobacteria,
enterococci, etc. (Macfarlane et al., 2006).,

Esta modulacion se puede llevar a cabo mediante la suplementacion de la
dieta con prebidticos. Tanto oligosacaridos como polisacaridos, pueden ser
considerados como candidatos a prebidticos si su estructura quimica no
permite que se absorban en la parte superior del tracto gastrointestinal ni ser
hidrolizados por enzimas gastricas, pancreaticas o entéricas humanas. Dentro
de los carbohidratos no digeribles podemos encontrar varios compuestos tales
como almidones resistentes, polisacaridos de la pared celular de plantas
(hemicelulosa), pectinas, gomas y oligosacaridos no digeribles
(fructooligosacaridos,  galactooligosacaridos, oligosacaridos de  soja,
glucooligosacaridos). De éstos solo algunos como Inulina, fructooligosacaridos
(FOS), galactooligosacaridos (GOSs) y la lactulosa presente en la leche materna,
han sido estudiados en lo referente a sus propiedades prebiéticas y se ha
demostrado su efecto estimulando el desarrollo de microorganismos benéficos
como lactobacilos y bifidobacterias (Gibson et al, 1995; Roberfroid et al., 1998;
Kruse et al, 1999; Tuohy et al 2001 a y b; Langlands et al., 2004; Van de Wiele
et al., 2004; Macfarlane et al.,, 2006; Haarman & Knol, 2005; Kolida & Gibson,

2007). La mayor parte de los trabajos estan dirigidos a estudiar el efecto
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prebidtico de la inulina de distintos grados de polimerizacién (Roberfroid et al,
1997). Snart et al., (2006) han demostrado que el consumo de [3-glucanos
proveniente de granos de cebada aumenta el contenido de lactobacilos en la
microbiota intestinal de ratas alimentadas con una dieta suplementada con este
polimero. Biedrzycka et al. (2004) muestra el efecto bifidogénico de fructanos,
haciendo incapié en la influencia del grado de polimerizacion sobre el efecto
que producen. Asi, fructooligosacaridos de cadena corta y oligofructosas
producen mayor efecto en relacién a lo observado en inulina de alto grado de
polimerizaciéon. Se han incorporado a la lista de sustancias prebidticas los
componentes de bajo peso molecular del -glucano (Snart et al., 2006) y la
rafinosa (Dinoto et al, 2006 a y b). Van Loo et al (1999) han recopilado
informacion sobre el efecto de oligosacaridos no digeribles sobre la flora
intestinal y el habitat del intestino indicando que existen evidencias que
permiten decir que algunos oligosacaridos afectan la absorcion de minerales y
el metabolismo lipidico y que el producto final del metabolismo de bacterias
puede jugar un rol en la prevencién del cancer de colon ya sea directamente o

modulando la flora intestinal.

1.4.2.- Exopolisacaridos de bacterias lacticas como prebioticos

Varios trabajos indican que la capacidad de los EPS bacterianos para ser
degradados por la microbiota intestinal depende de la estructura y tipo de
uniones que estos polimeros presenten. Los EPS producidos por Lb. rhamnosus
9595M-RW no son metabolizados por una suspensiéon de materia fecal de bebé
(Cinquin et al., 2006). Del mismo modo, Ruijssennars et al. (Ruijssenaars et al.,
2000) analizaron la biodegradabilidad de los EPS producidos por varias cepas
de BAL pertenecientes a los géneros Streptococcus, Lactococcus y Lactobacillus,
y encontraron que la susceptibilidad de estos biopolimeros a la degradacién

bioldgica en una suspension fecal varia segin la cepa que los produce. Dal Bello
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et al. (2001) encontraron que los HoPS producidos por Lactobacillus
sanfranciscensis son metabolizados por la microbiota fecal humana tal como
ocurre con inulina, levan o FOS, ampliamente estudiados. Este mismo estudio
también se muestra el efecto bifidogénico causado por el HoPS bacteriano y la
inulina, pero no con levan y FOS. Korakli et al. (2002) demostraron la capacidad
del EPS (tipo fructano) producido por Lactobacillus sanfranciscensis de ser
utilizado como sustrato fermentable in vitro. Ademds, EPS aislados de
diferentes bifidobacterias de origen humano pueden actuar como sustrato
fermentable para la microbiota intestinal promoviendo un cambio en el perfil
de acidos grasos de cadena corta, y en los perfiles poblacionales de
bifidobacterias (Salazar et al., 2008).

Estos resultados sugieren que los EPS bacterianos podrian actuar como
sustrato fermentable para la microbiota intestinal, sin embargo son necesarios
mas estudios que evidencien su potencialidad para ser usado por la flora

benéfica y evidencias clinicas de su funcionalidad.

2.-Metodologias para el estudio de la microbiota intestinal

El nimero total de microorganismos en el tracto intestinal puede ser
estimado en 1012 bacterias por gramo de contenido intestinal. Cientos de
especies bacterianas pueden ser identificadas utilizando métodos tradicionales
de cultivo. Sin embargo, el uso de métodos moleculares ha aumentado el
conocimiento sobre el nimero de bacterias en la mucosa y contenido intestinal
y sobre la composicion de la microbiota intestinal.

Se han utilizado y desarrollado varias metodologias para la valoracién de
la microbiota intestinal. Estas metodologias pueden ser dependientes o
independientes del cultivo de los microorganismos que la componen.

Las metodologias dependientes del cultivo se realizan mediante el

cultivo de muestras de materia fecal en medio selectivo (el método clasico
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consiste en el cultivo de las muestras fecales en un medio adecuado seguido del
aislamiento, caracterizacion e identificacién de los microorganismos) o en
medio no selectivo seguido por recuento especifico o identificaciéon (Por
ejemplo: han sido utilizadas sondas de oligonucleétidos para la identificaciéon
y la cuantificacién de la microbiota intestinal mediante la hibridacion de
colonias especificas (Kaufmann et al,1997; Dore et al., 1998)). La principal
desventaja de este tipo de técnicas es que se recuperan solo las especies
cultivables en las condiciones de cultivo establecidas, ademas tienen baja
sensibilidad y los ensayos son de larga duracion. En relacién a esto, Suau et al.
(1999) mostraron que menos del 25 % de las especies identificadas por
métodos moleculares se corresponden con especies conocidas, esto sugiere que
la mayoria de las bacterias del intestino grueso no se han descripto todavia y
que los métodos clasicos basados en el cultivo de los microorganismos no
proporcionan una informacion precisa sobre de dicha comunidad.

Algunas de las metodologias cualitativa independientes del cultivo
permiten evaluar las especies predominantes de la microbiota intestinal. Estas
incluyen el uso de oligonucledtidos especificos para PCR, sondas para
hibridacion, analisis de secuencias de genes amplificados del ARNr 16S, analisis
de genes que codifican para el ARNr 16S por DGGE-TGGE, anadlisis de patrones
de fragmentos restriccion terminales y oligonucleétidos arrays. Se puede
destacar que la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante de
amplicones del rADN y ARNr 16S fecal es una de las metodologias mas
importantes para el estudio y monitoreo de comunidades bacterianas en heces
(Zoetendal et al., 1998; Zoetendal et al, 2001). Tannock et al. (2004) utilizaron
PCR-DGGE para estudiar las poblaciones de bifidobacterias en materia fecal de
humanos que ingirieron GOS en relacion a un grupo control. Ellos enumeraron
desventajas en el método tales como el hecho de que es semicuantitativo, dificil

de estandarizar, y que no todas las especies resultan representadas en este tipo
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de poblaciones complejas. En cuanto a este ultimo inconveniente ellos
proponen el uso de oligonucledtidos especificos para especies bacterianas
pudiendo asi visualizar especies minoritarias. Montesi et al. (2005) estudiaron
el impacto sobre la microbiota fecal de ratones de la administraciéon oral de
prebiodticos (FOS) y probioticos mediante PCR-DGGE con oligonucleodtidos
universales y especificos para bifidobacterias y lactobacilos. Estos autores
encontraron una microbiota Unica para cada ratén y un aumento en el nimero
de bandas de los perfiles electroforéticos del ADN perteneciente al grupo que
recibié probidticos en relacién al grupo control cuando se analizaron los
amplicones obtenidos con oligonucledtidos universales. El wuso de
oligonucledtidos especificos les permitiéo detectar un aumento especifico del
género bifidobacterias en el grupo que recibi6 prebiéticos. Snart et al. (2006),
estudiaron el efecto de la ingesta de fibras dietarias de distinto origen sobre la
microbiota de ratas mediante varias metodologias incluidas PCR-DGGE y
destacaron que esta técnica permitié analizar la variabilidad de la flora entre
ratones y entre grupos dietarios. Esta metodologia es descripta en forma
detallada en la introduccion del Capitulo 1.

Los métodos cuantitativos independientes del cultivo mas ampliamente
utilizado son la hibridacién fluorescente in situ seguido de recuento visual, con

analizador de imagenes o mediante citometria de flujo y la PCR en tiempo real.

2.1.-Hibridacion fluorescente in situ (FISH)- Citometria de flujo
En la hibridacién fluorescente in situ se utilizan sondas especificas unidas
a fluorocromos que se unen o acoplan a ADN complementario. Las sondas son

segmentos de ADN especificos complementarios a la region de interés (Figura

2).
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Sond M Marcador fluorescente
ohda Segmento de ADN

ADN desnaturalizado

Sonda que hibrida al ADN complementario

Figura 2: Esquema de la técnica de Hibridacién in situ fluorescente (FISH).

La citometria de flujo es una tecnologia que permite analizar multiples
caracteristicas fisicas de particulas individuales en suspensién que son
impulsadas por presion positiva a pasar a través de un haz de luz. Estas
caracteristicas se determinan usando un equipo que registra cémo las
particulas dispersan la luz laser incidente y emiten fluorescencia.

El equipo esta constituido por tres sistemas, un sistema de flujo que
transporta las particulas en suspension hacia el laser; un sistema 6ptico que
consiste en un laser que ilumina las particulas que fluyen en la muestra y un
filtro que dirige las sefiales de luz resultantes hacia los detectores apropiados y
finalmente, un sistema electrénico que convierte las sefiales de luz detectadas
en sefiales electrénicas que son procesados por un ordenador.

En la Figura 3 se muestra un esquema del funcionamiento basico de un

citometro de flujo.
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Figura 3: Esquema de un citometro de flujo (Murphy et al., 2008, Immunobiology)

En el citometro debido al flujo hidrodinamico se genera un ordenamiento
de particulas de manera que pasan una a una interceptando el laser
produciendo la dispersion de la luz. La luz dispersada hacia delante (forward
scatter, FSC) es detectada por una lente. La intensidad del FSC esta relacionada
al tamafio de la particula y se utiliza para distinguir diferentes tipos de células
de restos celulares. La luz dispersada que se detecta en un angulo de 902
respecto a la excitacion se denomina side scatter (SSC). El SSC provee
informacion sobre la granularidad o complejidad de una molécula. De esta
forma la combinacién del FSC y SSC son tnicas para cada grupo de particulas y
se utilizan para diferenciar células en muestra heterogénea.

Por otro lado, si esta presente alguna molécula fluorescente, al ser
excitada por el laser, emite fluorescencia. La citometria de flujo usa canales de
fluorescencia separadas para detectar la luz emitida permitiendo de acuerdo al
equipo, detectar simultdneamente la emisién de fluorescencia a diferentes
longitudes de onda. De esta manera analizando la luz dispersada debido a las
caracteristicas propias de la particula, se seleccionan las poblaciones de
trabajo, dentro de la cual uno puede cuantificar aquellas que emiten una

fluorescencia especifica.
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Asociado al equipo se encuentran sofwards que permiten separar
poblaciones mediante regiones (gates), que son caracteristicas para cada tipo
celular (Figura 4a). Si las particulas estan marcadas con un solo fluorocromo en
general se utilizan graficos tipo histogramas (Figura 4b). Cuando se utiliza mas
de un colorante la informacién se maneja con dot plots graficando en cada eje

un fluorocromo (Figura 4c).

10

Dotplot - PP.2206.2007. M2 [
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Figura 4: Ejemplo de los datos obtenidos en una citometria de flujo. A: SSC vs FSSC con regién

R1. B: Histograma con eventos para FL2 en células de R1, C: FL2 vs FL1 en células de R1

La combinacién FISH-Citometria de flujo ha sido utilizada para la
visualizacion diferencial de poblaciones bacterianas dentro de muestras
complejas como la microbiota intestinal. Kruse et al. (1999), Harmsen et al.
(2002) y Tuohy et al. (2001), realizaron estudios en microbiota intestinal
humana para estudiar el efecto producido por la ingesta de inulina, durante
distintos periodos de tiempo, mediante esta metodologia y encontraron un
aumento de la poblacion de bifidobacterias. Dinoto et al. (2006) estudiaron las
poblaciones de bifidobacterias en materia fecal de humanos que consumieron
rafinosa durante 4 semanas y encontraron que durante el periodo de
administracion de rafinosa aumenté el nuUumero de este tipo de

microorganismos. Al-Tamimi et al. (2006) también estudiaron el efecto sobre la
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microbiota fecal humana de varios hidrolizados de azlcar de remolacha
mediante FISH-Citometria, la que result6 util para cuantificar las poblaciones
de Bifidobacterium sp, Bacteroides sp, y los subgrupos Lactobacillus
Enterococcus y Clostridium histolyticum. Ellos encontraron que las poblaciones
variaron en funcion del grado de hidroélisis del polimero y que el niimero de
bifidobacterias fue mayor cuanto menor fue el grado de polimerizacion del

polimero ensayado.
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Objetivo General

v' Estudiar in vivo el efecto del kefiran y/o de EPS de microorganismos
aislados de kefir sobre la microbiota intestinal para su potencial

aplicacion como prebiotico.

Objetivos Especificos:

v Poner a punto el método de PCR-DGGE y la marcacién mediante FISH-
citometria para el analisis de las poblaciones de eubacterias, lactobacilos
y bifidobacterias en muestras fecales.

v’ Evaluar cualitativamente y cuantitativamente el efecto provocado por la
administracion oral de kefiran sobre las poblaciones de eubacterias,
lactobacilos y bifidobacterias en la microbiota intestinal en un modelo
animal.

v’ Evaluar el efecto de la administracion oral de polisacaridos producidos
por lactobacilos aislados de kefir sobre las poblaciones de lactobacilos y
bifidobacterias en la microbiota intestinal de ratones y compararlo con el

kefiran.
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Resultados y discusion

1.- Efecto de la administracion oral de Kkefiran sobre la microbiota
intestinal de ratones.

Para determinar el efecto de la administracion oral de kefiran sobre la
microbiota intestinal se realizaron experimentos in vivo utilizando como
modelo ratones Balb C a los que se dividié en tres grupos. A dos de ellos se les
administré una dieta base y se le administré kefiran (300mg/1) ad libitum en el
agua de bebida durante 2 y 7 dias mientras que el otro fue utilizado como

control. Los 3 grupos se denominaron de la siguiente manera:

Grupo control: recibieron una dieta balanceada durante 7 dias.

Grupo Kk/2d: recibieron una dieta balanceada y se incluyo Ia
incorporacion de kefiran (300 mg/1) en el agua de bebida durante 2 dias.

Grupo k/7d: recibieron una dieta balanceada y se incluy6 la

incorporacion de kefiran (300 mg/1) en el agua de bebida durante 7 dias.

Con el objetivo de analizar los cambios producidos en la microbiota
intestinal de ratones a los que se les administr6 kefiran se procedié a realizar
una evaluaciéon de las comunidades bacterianas en contenido intestinal
mediante analisis molecular utilizando PCR y electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante quimico (DGGE). Esto permite evaluar las
poblaciones bacterianas sin diferenciar microorganismos cultivables de no
cultivables. Con este fin se utilizé una metodologia basada en la amplificacion
de los genes que codifican la region variable V3 del ARNr 16S. Para ello se
tomaron muestras de contenido intestinal a las que se les extrajo el ADN, se

amplificé con oligonucle6tidos especificos para distintos grupos bacterianos y
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la mezcla de fragmentos de ADNr 16S resultante fue separada por

electroforesis en un gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante de

!
Toma de Muestra V

o

Extraccion del ADN W

PCR
Eubacterias
Bifidobacterium
Lactobacillus

|

DGGE

urea/formamida (Figura 5).

Figura 5: Esquema experimental seguido para evaluar la microbiota intestinal de ratén.

La metodologia PCR-DGGE es ampliamente usada para el estudio de
muestras complejas provenientes de comunidades microbianas. Sin embargo,
se deben tener en cuenta ciertas consideraciones para obtener resultados
reproducibles. Los puntos criticos a considerar se deben tanto a la dificultad
para lograr una extraccién de ADN reproducible y eficiente (Niemi et al., 2001)
como a problemas que se puedan generar en la amplificacién. Asi, la co-
migracion de ADN de diferentes especies en la misma banda (Sekiguchi et al.,
2001; Speksnijder et al, 2001.), la formaciéon de multiples bandas como
resultado de la amplificacion de genes de un solo genoma (Brosius et al., 1981;
Niibel et al., 1996), la amplificacion diferencial debido a la desnaturalizacién
preferencial de genomas con bajo contenido de G- C, la accesibilidad diferencial

de los genes de interés dentro del genoma, la interferencia de secuencias
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adyacentes y la afinidad selectiva de los oligonucleétidos sintéticos por la
secuencia blanco (Farrelly et al., 1995; Suziki & Giovannoni, 1996; Hansen et al.,
1998; Kanagawa, 2003) son algunos de los factores que pueden traer
problemas a la hora de interpretar los resultados.

Por lo tanto, para llevar a cabo esta estrategia de analisis fue necesario
optimizar las condiciones de amplificacién del ADN y las condiciones de la

electroforesis.

1.1.- Optimizacion de las condiciones para el analisis mediante PCR-DGGE.
1.1.1.- Verificacion de la especificidad de los oligonucledtidos empleados
Se utilizaron 3 pares de oligonucledticos especificos para distintos
grupos bacterianos dirigidos a amplificar la region variable V3 del ARNr 16S.
Los grupos bacterianos a analizar con los respectivos oligonucledtidos

utilizados se detallan a continuacion:

v' Eubacterias: oligonucledtidos 518R y 341F-GC que producen
amplicones de 193 pb (Muyzer et al., 1993).

v Lactobacillus: oligonucleétidos Lacl y Lac2-GC que producen
amplicones de 327 pb (Walter et al., 2001).

v' Bifidobacterium: oligonucledtidos Bif164F y Bif662-GC que
producen amplicones de 523 pb (Satokari et al., 2001).

Para la puesta a punto de la técnica se procedi6 a determinar si los
oligonucledtidos elegidos amplificaban solamente el grupo bacteriano al que
estdn dirigidos. Para ello, el ADN extraido de los microorganismos
Saccaromyces cereviceae CIDCA 812, Saccharomyces unisporum CIDCA 81107,
Isatchenquia CIDCA 9125, Kluyveromyces lactis CIDCA B, Bifidobacterium
pseudolongum subsp. globosum ATCC 25865, Bifidobacterium sp. CIDCA 5320,
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Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM 6985, Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332, Lactobacillus acidophillus DSMZ 20071,
Lactobacillus parakefir DSMZ 10551, Lacobacillus kefiranofaciens subsp.
kefirgranum LMG 15132, Lactobacillus plantarum 337, Lactobacillus casei DSMZ
20011, Lactococcus sp. NZ 9000, Lactobacillus kefir ATCC 8007, Lactobacillus
hilgardi DSMZ 20176, Propionibacterium acnés ATCC 11827, Propionibacterium
jenseni ATCC 4869, Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154, Lactobacillus
plantarum DSMZ 20174, Saccharomyces boulardii, Lactobacillus brevis JCM
1059, Lactobacillus kefir CIDCA 8348, Lactobacillus acidophilus ATCC 314, fue
amplificado con los oligonucleotidos 518R y 341F-GC, Lacl y Lac2-GC y Bif164F
y Bif662-GC utilizando los programas de amplificacion y mezclas de reaccion
descriptas por Montesi et al, 2005. Los amplicones resultantes fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Como resultado se observé que la reaccién de amplificacion llevada a
cabo con los oligonucledtidos dirigidos a Eubacterias generé amplicones del
tamafio esperado cuando se utilizaron como molde los ADN de todas las
bacterias descriptas anteriormente. Contrariamente, no se produjo
amplificacion cuando se us6 como molde el ADN proveniente de levaduras. La
reaccién de amplificacion del ADN de los microorganismos ensayados con los
oligonucledtidos Bif164F y Bif662-GC gener6 amplicones de un tamafo entre
500 y 600 pb solamente cuando se utiliz6 como molde el ADN proveniente de
cepas del género Bifidobacterium. Finalmente, los oligonucleo6tidos especificos
para Lactobacillus resultaron en una amplificacién positiva solo en los casos
donde el ADN molde provenia de cepas de éste género. Por lo tanto se pudo
constatar que los oligonucledtidos seleccionados son especificos para los
grupos bacterianos a los que estan dirigidos.

En la Figura 6 se muestra, a modo de ejemplo, el perfil electroforético en

gel de agarosa (1 % p/v) de los amplicones resultantes de la amplificacién, con
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oligonucledtidos especificos para la especie Lactobacillus, del ADN extraido de
las cepas Saccaromyces cereviceae CIDCA 812; Kluyveromyces marxianus CIDCA
8154; Lactobacillus brevis 1059; Lactobacillus kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens JCM 6985; Lactobacillus kefir CIDCA 8348; Bifidobacterium sp.
CIDCA 5320; Lactobacillus acidophilus ATCC 314; Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus CIDCA 332, Lactobacillus parakefir DSMZ 10551; Lactobacillus
casei DSMZ 20011; Lactobacillus plantarum DSMZ 20174; Lactobacillus kefir
CIDCA 8348 y Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum ATCC 25865.
Como se puede observar, so6lo el ADN proveniente de cepas del género
Lactobacillus generaron amplicones del tamafio esperado (entre 300 y 400 pb).
Sin embargo, se puede observar que a pesar de haber partido de la misma
concentraciéon de ADN molde para todas las cepas, la intensidad de las bandas
no es igual en todas. Esto podria deberse a que la accesibilidad de los
oligonucledtidos sintéticos por los sitios de union especifico en los genomas no
es igual en todos los ADN molde utilizados (de Araujo et al., 2008) y permite
inferir que la intensidad de las bandas no esta relacionada a la concentracién de

ADN molde presente en la reaccion de amplificacién.
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Figura 6: Perfil electroforético en gel de agarosa (1 % p/v) de los productos de amplificacion
con oligonucleétidos especificos para la especie Lactobacillus, del ADN extraido de las cepas:
1: Saccaromyces cereviceae CIDCA 812; 2: Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154; 3:
Lactobacillus brevis JCM 1059; 4: Lactobacillus kefiranofaciens subsp kefiranofaciens JCM
6985; 5: Lactobacillus kefir CIDCA 8348; 6: Bifidobacterium sp. CIDCA 5320; 7: Lactobacillus
acidophilus ATCC 314; 8: Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus CIDCA 332, O:
Lactobacillus parakefir DSMZ 10551; 10: Patron de peso molecular de 1000 pb;
11:Lactobacillus casei DSMZ 20011; 12: Lactobacillus plantarum DSMZ 20174; 13:
Lactobacillus kefir CIDCA 8348 ;14: Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum ATCC
25865.

1.1.2.- Seleccion de las condiciones de amplificacion

Dada la complejidad de las muestras y que no todos los oligonucleé6tidos
poseen la misma afinidad por el ADN molde se buscaron las condiciones de
amplificacion que generen el mayor numero de bandas en los perfiles
electroforéticos obtenidos mediante DGGE.

Las variables utilizadas fueron duplicar y triplicar tanto la cantidad de
ADN molde como la cantidad de enzima polimerasa utilizada en la reaccién de
amplificacion. Los amplicones resultantes fueron sembrados en un gel con
gradiente desnaturalizante quimico.
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Como resultado se encontr6é un mayor numero de bandas en los perfiles
electroforéticos cuando se triplicé la cantidad de ADN molde para los 3 pares
de oligonucleétidos usados.

Cuando se vari6o la cantidad de enzima polimerasa los resultados
variaron de acuerdo a los oligonucledtidos utilizados. Los oligonucledtidos Lacl
y Lac2-GC, Bif164F y Bif662-GC generaron mayor nimero de bandas en los
perfiles electroforéticos cuando se duplicé la concentracion de enzima
polimerasa en la mezcla de reacciéon. Cuando se usaron los oligonucledtidos
518R y 341F-GC para la amplificacion los mejores resultados se obtuvieron

utilizando la concentracién mas baja de enzima estudiada.

1.1.3.- Seleccion de las condiciones de corrida para la Electroforesis en
Gel con Gradiente Desnaturalizante quimico.

Se procedié a seleccionar los rangos de gradiente desnaturalizante a
utilizar en los geles de poliacrilamida a fin de obtener una buena separacion de
los fragmentos de ADN amplificados.

Para ello se amplific6 el ADN proveniente de contenido intestinal de
raton utilizando los tres pares de oligonucledtidos en las condiciones
seleccionadas en el punto anterior y los amplicones obtenidos fueron
separados por electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante de
urea/formamida. Los gradientes ensayados fueron 30/60, 40/60, 45/65 y
45/70.

Como resultado se observd una buena separacién de bandas para los
amplicones obtenidos con los oligonucle6tidos 518R / 341R-GC y Lacl / Lac2-
GC cuando se utilizé un gradiente de urea formamida 40/60. En los perfiles
electroforéticos de los amplicones obtenidos con los oligonucledtidos Bif164F /
Bif662-GC se observ6 una acumulaciéon de bandas en la parte inferior en los

geles con gradientes desnaturalizantes 30/60 y 40/60 y una buena distribucién
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de bandas a lo largo de todo el gel cuando se utilizé el gradiente

desnaturalizante 45/65 (Figura 7) selecciondndose este gradiente para geles

1 2 3

Figura 7: Perfiles electroforéticos con diferentes gradientes desnaturalizantes de los

posteriores.

productos de amplificaciéon de una muestra de ADN extraida de contenido intestinal de raton
con los oligonucleétidos Bif164F / Bif662-GC. Calle 1: Gradiente 30/60; Calle 2: Gradiente
40/60; Calle 3: Gradiente 45/65; Calle 4: Gradiente: 45/70.

1.2.- Analisis de la poblacion de Eubacterias.

Luego de poner a punto la metodologia se analiz6 el contenido intestinal
de los ratones a los que se les administré kefiran durante 2 y 7 dias en el agua
de bebida y de los ratones control.

Con este objetivo, el ADN obtenido de contenido intestinal de los ratones
de los 3 grupos fue amplificado con oligonucleétidos para Eubacterias y

separados por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante en las
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condiciones seleccionadas previamente. En la Figura 8a se pueden observar los
perfiles electroforéticos de la microbiota intestinal de los ratones de cada
grupo. Analizando el grupo de ratones control podemos ver que existe una
diversidad entre los perfiles obtenidos que también se observa en los ratones
que consumieron Kefiran. Este tipo de variaciones entre individuos ha sido
ampliamente documentada utilizando esta metodologia. Snart et al. (2006) al
igual que Montesi et al. (2005) documentan la variabilidad de la microbiota
intestinal entre ratones cuando analizan la microbiota de ratones alimentados
con prebioticos. Los mismos resultados fueron descriptos cuando se analiza la
microbiota intestinal humana (Zoetendal et al., 1998; Vanhoutte et al., 2006).
Comparando los perfiles de los ratones que ingirieron kefiran durante 2
y 7 dias con respecto a los ratones control se puede observar la aparicion de
bandas nuevas. Estos resultados indicarian un cambio en la microbiota
intestinal inducido por el consumo de kefiran. La zona del gel donde aparecen
mayoritariamente las nuevas bandas se encuentra remarcada en la Figura 8a.
Se puede destacar que las nuevas bandas aparecen principalmente en la zona
de mayor concentracion de gradiente desnaturalizante, o sea que las fracciones

de ADN contienen mayor contenido de GC en sus secuencias.
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a) b)

Grupos/k  Grupok/2d Grupok/7d
\ \ \
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Figura 8: a) Perfil DGGE en gradientes 40-60% de productos de la amplificacién de ADN de
contenido intestinal de ratén utilizando oligonucleétidos universales para el gen que codifica
el ARNr 16S en Eubacterias. Grupo control (s/K): ratones que no consumieron kefiran;
Grupo k/2d: ratones que recibieron kefiran ad libitum en el agua de bebida durante 2 dias;
Grupo k/7d: ratones que recibieron kefiran ad libitum en el agua de bebida durante 7 dias. En
el recuadro blanco se puede observar la zona donde aparece el mayor nimero de bandas. b)
Andlisis de cluster de los perfiles obtenidos en el gel a) utilizando el coeficiente de Jaccard y

UPGMA.

La similitud existente entre los perfiles electroforéticos obtenidos por
DGGE de los distintos grupos fue evaluada mediante el coeficiente de Jaccard y
se realizé un analisis de cluster mediante el método de agrupamiento de
ligamiento promedio no ponderado (UPGMA) utilizando el programa Systat 12
(Figura 8b).

La mayoria de los perfiles agruparon con una similitud de 67%
evidencidandose dos grupos. Uno de los grupos esta constituido por los perfiles
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representativos de la microbiota de ratones que recibieron una dieta
suplementada con kefiran durante 7 dias y el otro grupo esta formado por los
perfiles de la microbiota de los ratones de los grupos control y los que
consumieron kefiran durante dos dias. En este ultimo cluster se puede observar
la existencia de dos subgrupos con una homologia entre ambos de 74 %. Uno
que agrupo a los perfiles de los ratones control y otro que agrupa a los perfiles
de los ratones que consumieron kefiran durante 2 dias. Solo el ratén 10, que
recibi6 una dieta suplementada con kefiran durante 2 dias, presenta marcadas
diferencias con respecto a los demas perfiles analizados; esto puede deberse a
la variabilidad en la microbiota intestinal propia de cada ratén.

Cabe destacar que, a pesar de la variabilidad existente entre los
individuos de un mismo grupo, la ingesta de kefiran produce un cambio en los
perfiles electroforético sobre todo en los ratones que consumieron kefiran
durante 7 dias.

Con el objetivo de asignarle identidad a las bandas del gel que se muestra
en la Figura 8a) se procedio6 a secuenciarlas

Con este fin se determiné inicialmente si cada banda provenia de un solo
amplicon o bien era consecuencia de la co-migracion de mas de una banda. Para
ello las bandas fueron cortadas del gel que se muestra en la Figura 8a), re-
amplificadas (con los oligonucledtidos los 518R/341F-GC) y separadas
nuevamente por electroforesis en gel con gradientes desnaturalizante 40/50 o
50/60 dependiendo de la region del gel de donde provenian. Luego, las bandas
fueron cortadas de estos geles, re-amplificados con los oligonucle6tidos
518R/341R (sin GC) y enviados a secuenciar. Las secuencias encontradas
fueron contrastadas con las presentes en el GenBank.

Como resultado se encontr6 que la mayoria de las secuencias no
alineaban con ninguna especie descripta en el GenBank o bien alineaban con

porciones del ARNr 16S de bacterias no cultivables.
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Sin embargo se lograron identificar, con distintos porcentajes de
similitud, las secuencias obtenidas de las bandas que se encuentran marcadas
con letras en la Figura 9. En esta Figura cada letra sefiala a la banda que se
encuentra por debajo de la misma. Ademas, cuando una letra se repite a una
misma altura en el gel significa que las secuencias encontradas en el GenBank
para esas bandas coinciden. Las bandas (sefialadas con cada letra) y secuencias
del Gen Bank con las cuales coinciden fueron las siguientes: a: Dehalococcoides
sp., b: Gardnerella vaginalis, c: Acidovorax radicis/Verminephrobacter
sp/Acidovorax delafieldii, d: Bacteroides capillosus, e: Dehalogenimonas
lykanthroporepellens, f: Clostridium difficile, g: Alistipes putredinis, h: Bacteroides
sp, i: Listeria monocytogenes, j: Bifidobacterium sp. De los microorganismos
listados sdlo algunos estan descriptos para el habitat de la microbiota
intestinal. Sin embargo, el conocimiento que existe sobre los microorganismos
que lo constituyen es aun escaso. Varios autores cuando estudiaron la
composicion de la microbiota fecal humana, mediante métodos independientes
del cultivo, encontraron que un alto porcentaje de los microorganismos
correspondian a bacterias no conocidas. Zoetendal et al. (1998) analizaron la
microbiota fecal humana mediante DGGE encontraron que la mayoria de las
bacterias no correspondian a bacterias conocidas, también demostraron la
variaciéon entre individuos de la microbiota intestinal. Suau et al. (1999)
mostraron, mediante un analisis comparativo de clones de genes que codifican
para el ARNr 165, que el 76 % de los clones analizados (cultivables y no
cultivables) corresponden a microorganismos desconocidos. Blaut et al. (2002)
mostraron que la diversidad de la microbiota intestinal aumenta en adultos
donde la mayoria de las unidades taxondmicas que estudiaron correspondieron
a bacterias desconocidas.

Por otro lado se debe destacar que la banda “j” presente en los ratones

R8 y R9, perteneciente al grupo que ingirié kefiran durante dos dias, y R11 y
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R12 pertenecientes al grupo que ingiri6 kefiran durante 7 dias tienen una
secuencia similar a las secuencia del gen que codifica para el ARNr 16S de
microorganismos del género Bifidobacterium (Figura 9). Esto resulta de gran
interés porque éste género juega un rol importante y se lo asocia a mejoras en
la salud y disminucion en el riesgo de enfermedades en humanos (Robertfroid,
2010) y un aumento en el nimero de estos microorganismos en el tracto
gastrointestinal (efecto bifidogénico) suele ser un marcador a seguir a la hora

de analizar el efecto prebidtico de distintas sustancias.
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Grupas/k Grupdk/2d Grupdk/7d

R2 R3 R4 RY.') R7 R8 R9 FIlO R11 R12 R13 R1JRI.5

Figura 9: Perfil electroforético de los productos de la amplificacién de ADN de contenido
intestinal de ratones del grupo control s/k y ratones que ingirieron kefiran 2 y 7 dias (grupo
k/2d y grupo k/7d, respectivamente) en el agua de bebida utilizando oligonucle6tidos para el
gen que codifica el ARNr 16S en Eubacterias. Las bandas marcadas con letras (a hasta j)
corresponden a aquellas cuyas secuencia coinciden con secuencias presentes en el GenBank.

Cada letra sefiala a la banda que se encuentra debajo de la misma.
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1.3.- Estudio de las poblaciones de bifidobacterias y lactobacilos.

Para analizar si existe una variabilidad especifica de los géneros
Bifidobacterium y Lactobacillus dentro de la microbiota intestinal se amplificé
el ADN de todos los individuos con los oligonucleétidos Bif164F y Bif662-GC y
LAC1 y LAC2-GCy se analizé mediante DGGE.

Los perfiles de bandas obtenidos con los oligonucleétidos Bif164F y
Bif662-GC se muestran en la Figura 10. En los perfiles obtenidos a partir de los
amplicones proveniente de los ratones del grupo control se observé un muy
bajo nimero de bandas o ausencia de las mismas. Por otro lado, los perfiles de
los amplicones provenientes de los ratones de los grupos que ingirieron kefiran
durante 2 dias y 7 dias mostraron un mayor niumero de bandas. Esto indicaria
un cambio en la microbiota intestinal de los ratones dentro del género

Bifidobacterium inducido por la ingesta de kefiran.
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Gel 1: Gel 2:

Grupos/k Grupok/2d Grupos/k Grupok/7d

Y S | A \

R1 R2 R3 R4 R5 'R6 R7 R8 R9 R10 { R1 R2 R3 R4 {Rll R12 R13 R14\

Figura 10: Perfiles DGGE, en gradientes 45-65%, de productos de la amplificaciéon de ADN de
contenido intestinal de ratén utilizando oligonucledtidos especificos para el género
Bifidobacterium (Bif164F y Bif662-GC). Gel 1: Grupo control s/k: ratones que no
consumieron kefiran (R1, R2, R3, R4, R5); Grupo k/2d: ratones que recibieron kefiran ad
libitum en el agua de bebida durante 2 dias (R6, R7, R8, R9, R10). Gel 2: Grupo control s/k:
ratones que no consumieron kefiran (R1, R2, R3, R4); Grupo k/7d: ratones que recibieron

kefiran ad libitum en el agua de bebida durante 7 dias (R11, R12, R13, R14).

La metodologia utilizada para el analisis de la variabilidad especifica del
género Lactobacillus dentro de la microbiota intestinal de ratén fue la misma
que la empleada en los casos anteriores, pero en este caso se utilizaron
oligonucledtidos Lacl y Lac2-GC como iniciadores en la reaccion de
amplificacion. Como resultado se observaron perfiles electroforéticos muy

similares para los individuos de los distintos grupos (Figura 11). Esto indicaria
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que la adiciéon de kefiran a la dieta de los ratones no provocé cambios en la
poblacién del género Lactobacillus.

Grupos/k Grupok/2d Grupok/7d

\ \ \

Rl R2 R3 R4 R6 R7 R8 R9 RI11 R12 R14 R13

Figura 11: Perfiles DGGE, en gradientes 40-60%, de productos de la amplificacién de ADN de
contenido intestinal de ratéon utilizando oligonucledtidos especificos para el género
Lactobacillus (LAC1 y LAC2-GC). Grupo control s/Kk: ratones que no consumieron kefiran (R1,
R2, R3, R4); Grupo k/2d: ratones que recibieron kefiran ad libitum en el agua de bebida
durante 2 dias (R6, R7, R8, R9); Grupo k/7d: ratones que recibieron kefiran ad libitum en el
agua de bebida durante 7 dias (R11, R12, R13, R14).

El andlisis de los resultados obtenidos mediante PCR-DGGE vy
secuenciacion del ADN extraido de la microbiota del contenido intestinal de
ratones, evaluado con oligonucledtidos dirigidos a bacterias, permitio
evidenciar un efecto en la microbiota intestinal de los ratones producido por la
ingesta oral del kefiran. Esto se evidencié mediante el aumento en el nimero de
bandas de los perfiles electroforéticos de amplicones obtenidos por
amplificacion del ADN de contenido intestinal de ratones que consumieron
kefiran. Ademas mediante secuenciacién se pudo confirmar que uno de los

géneros que cambian dentro de la microbiota intestinal es Bifidobacterium, ya
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que se vieron bandas que los representan so6lo en los perfiles de ratones que
consumieron kefiran. Estos resultados fueron confirmados al amplificar el ADN
de las muestras con oligonucleétidos especificos para bifidobacterias ya que
solo se detectaron bandas en los perfiles DGGE de los ratones que consumieron
kefiran por 2 y 7 dias. Por otro lado, la poblacién de lactobacilos no fue
modificada por la ingesta de kefiran en los tiempos ensayados.

Resultados similares encontraron Montesi et al (2005) cuando
estudiaron los cambios producidos sobre la microbiota de ratones que
ingirieron fructooligosacaridos comparado con un grupo control utilizando PCR
especificas para especie con los mismos oligonucleotidos iniciadores que los

utilizados en este trabajo de tesis.

2.- Efecto de la administracion oral de kefiran sobre la evolucion de la
microbiota fecal de ratones.

Con el objetivo de analizar los posibles cambios inducidos por la ingesta
de polisacarido en la microbiota fecal se realizaron ensayos en los cuales
ratones de la linea Balb C fueron individualizados dentro de cada grupo dietario
y se sigui6 como marcador la evoluciéon de la microbiota fecal durante el
periodo de ingesta del polisacarido.

Los ratones fueron divididos grupos:

Grupo control: (ratones 1 a 6) recibieron una dieta balanceada durante

21 dias.

Grupo k/21d: (ratones 7 a 12) recibieron una dieta balanceada y se

incorporé kefiran en el agua de bebida en una concentracion de 300

mg/l.

218



Capitulo 3

2.1.- Evolucidon de poblaciones bacterianas en muestras de materia fecal

El andlisis del efecto de la administraciéon oral del kefiran sobre la
evolucion de la microbiota fecal se realiz6 mediante PCR-DGGE. Las
poblaciones microbianas que se estudiaron fueron, al igual que en el
experimento anterior, Eubacterias, bifidobacterias y lactobacilos utilizandose

los mismos oligonucleétidos sintéticos que en el punto anterior.

2.1.1.- Analisis de la evolucion de la poblacion de Eubacterias.

El ADN extraido de materia fecal de cada ratén en los dias 0, 2, 7, 14 y 21
fue amplificado utilizando oligonucleodtidos para Eubacterias y los amplicones
obtenidos fueron separados por DGGE. En la Figura 12 se muestra, a modo de
ejemplo, los perfiles obtenidos en las muestras obtenidas a partir del raton 1
del grupo control los dias 0, 2, 7, 14 y 21 del tratamiento. Los perfiles obtenidos
en las muestras de materia fecal durante el ensayo son similares, observandose

algunas pocas diferencias en el nimero e intensidad de las bandas presentes.

Figura 12: Perfil DGGE, en gradientes desnaturalizantes 40-60%, de productos de la
amplificacién de ADN de materia fecal del ratén 1, perteneciente al grupo control, utilizando
los oligonucle6tidos 518R y 341F-GC. Calles: 1: ratén 1, dia 0; 2: ratén 1, dia 2; 3: ratén 1 dia 7;
4:ratén 1 dia 14; 5: ratén 1 dia 21.

219



Capitulo 3

El ADN extraido de muestras de materia fecal de los ratones del grupo
que consumid kefiran en el agua de bebida (ratones 7, 8, 9, 10, 11 y 12)
tomadas los dias 0, 2, 7, 14 y 21 del tratamiento fueron amplificados por PCR
utilizando los oligonucleétidos especificos para Eubacterias y los fragmentos de
ADN obtenidos fueron separados por DGGE. Los perfiles electroforéticos se

muestran en la Figura 13.

Dia0 Dia 2 Dia 7 Dia 14 Dia 21
[ 1 | | | \ [ | ) ‘ \
7 89 101112P 7 8 9101112 7 89 101112P 7 8 9 101112 P78 910 1112P

Figura 13: Perfiles DGGE, en gradiente desnaturalizante 40-60%, de productos de la
amplificacién de ADN extraido de muestras de materia fecal de los ratones del grupo k/21d
(ratones 7, 8, 9, 10, 11 y 12) tomadas los dias 0, 2, 7, 14 y 21 de tratamiento. Para la
amplificaciéon se utilizaron los oligonucledtidos 518R y 341F-GC. P: patron formado por
productos de amplificaciéon de ADN de Lb casei DSMZ 20011, Lb plantarum DSMZ 20174 y Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens JCM 6984 con los oligonucledtidos 518R y 341F-GC.

En la misma se pueden comparar los perfiles obtenidos para distintos
ratones al comienzo del ensayo indicando que los perfiles no son exactamente
iguales y se puede seguir la evolucion de la microbiota de cada ratén durante el
tiempo de consumo de kefiran. Los datos se analizaron utilizando el programa
Systat 12 (Figura 14). La similitud existente entre los perfiles electroforéticos

220



Capitulo 3

fue evaluada mediante el coeficiente de Jaccard y se realizé un analisis de
cluster mediante el método de agrupamiento de ligamiento promedio no

ponderado (UPGMA).

RoD7
R12D7
R11D7
R7D14
R8D14
RoD14

R12D14
R10D14
R11D14

T

T 1

100 90 80 /0 60 50
% Similitud

Figura 14: Dendrograma obtenido por analisis estadistico de los perfiles DGGE mostrados en
la Figura 13 de los productos de amplificacion del ADN extraido de las muestras tomadas de
los ratones que ingirieron kefiran alos 0, 2, 7, 14 y 21 de tratamiento (ratones 7, 8,9, 10, 11y

12)

El analisis de cluster muestra un 59 % de similitud entre los perfiles de la
microbiota fecal de los ratones que consumieron kefiran en el agua de bebida
durante el ensayo. Se puede observar la formacion de 3 clusters bien definidos.
El cluster 1 estd formado por las muestras tomadas los dias 0 y 2 de ensayo que
se agrupan de manera independiente con un alto porcentaje de similitud entre
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las mismas (89, 3 %), el cluster 2 esta formado por las muestras tomadas a los
ratones el dia 21 del ensayo y el cluster 3 estd integrado por las muestras
tomadas el dia 7 y el dia 14 del tratamiento agrupadas con un 80 % de
similitud. Se puede destacar que las muestras agrupan segun el tiempo de
ingesta de kefiran (dia en que fue tomada la muestra) indicando qué, a pesar de
la variabilidad propia de la microbiota de cada ratdn, este polisacarido estaria

induciendo cambios que se evidencian en los perfiles DGGE.

2.1.2.- Evolucion en los perfiles de bifidobacterias y lactobacilos

El ADN extraido de la materia fecal de los ratones que ingirieron kefiran
y los ratones utilizados como control se amplifico también con los
oligonucledtidos especificos para los grupos bifidobacterias y lactobacilos.

En la Figura 15 a y b se muestran, a modo de ejemplo, los perfiles DGGE
obtenidos a partir de la amplificacidon con oligonucledtidos especificos para el
grupo Bifidobacterium del ADN extraido de la materia fecal de los ratones 7 y 9
que consumieron kefiran a los dias 0, 2, 7, 14 y 21 del ensayo. En la Figura 15 a)
se ve claramente un aumento tanto en el nimero como en la intensidad de las
bandas al dia 7 del ensayo para el ratén 7. Se puede destacar que las nuevas
bandas observadas en el perfil desde el dia 7 mantuvieron su intensidad hasta
el dia 21 del ensayo, lo que indicaria un aumento en la poblacion de
bifidobacterias que se mantiene durante el tiempo del ensayo. La Figura 15 b)
muestra el perfil DGGE del ratén 9 observandose un aumento del niimero de
bandas desde el dia 14 del tratamiento. En el ratén 9 se observa un menor
numero de bandas que en el ratén 7 y ademas una de las bandas presente en el
dia 14 disminuye en intensidad en el dia 21 (banda marcada con un circulo en
la Figura 15 b). Estas dos tendencias se observaron en todos los ratones de este
grupo. Por lo tanto podemos inferir que hay un cambio en la poblacién de

bifidobacterias en la microbiota de los ratones que ingirieron kefiran.
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a) b)

RO9DO R9D2 R9D7 R9D14 R9D21
R7D0_R7D2 R7D7 R7D14 R7D21

Figura 15: a) Perfil DGGE de productos de la amplificacién de ADN extraido de muestras de
materia fecal del ratén 7 (grupo k/21d) tomadas los dias 0, 2, 7, 14 y 21 de tratamiento. b)
Perfil DGGE de productos de la amplificacion de ADN extraido de muestras de materia fecal
del ratén 9 (grupo k/21d) tomadas los dias 0, 2, 7, 14 y 21 de tratamiento Para la
amplificacién se utilizaron oligonucledtidos especificos para el género Bifidobacterium

(Bif164F y Bif662-GC) y el gradiente desnaturalizante fue 45-65%.

El género Lactobacillus fue analizado por esta técnica utilizando el ADN
extraido de la materia fecal de los ratones de los distintos grupos y amplificado
con los oligonucledtidos especificos para el grupo Lactobacillus. Los perfiles
electroforéticos mostraron un muy bajo numero de bandas en todas las
muestras analizadas y no se observaron cambios en la posicién de las bandas,
coincidiendo con los resultados del ensayo anterior.

Teniendo en cuenta los resultados presentados se puede concluir que la
ingesta de kefiran produce una modificacién en la microbiota fecal de ratones
especificamente en la poblacién de bifidobacterias, no observandose cambios

en la poblacion de lactobacilos.
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2.2.- Cuantificacion de poblaciones bacterianas mediante hibridacion in
situ fluorescente y citometria de flujo.

Para cuantificar los cambios en las poblaciones microbianas se evaluo la
materia fecal de los ratones pertenecientes a ambos grupos mediante
hibridacion in situ con sondas fluorescentes y citometria de flujo. Se utilizaron
sondas especificas para Eubacterias (Eub 338) y Non eubacterias (NONEub),
marcadas con FITC, bifidobacterias (Bif 164) marcadas con Alexa FLuor 532 y
lactobacilos (Lab 158) marcadas con Alexafluor 647. Los fluorocromos FITC y
Alexafluor 647 emiten fluorescencia verde y Alexa FLuor 532, fluorescencia

roja.

2.2.1.- Puesta a punto del método. Especificidad de las sondas.

Para analizar la especificidad de las sondas y constatar una hibridacion
efectiva se tomaron cultivos puros de Lactobacillus plantarum CIDCA 8324 y
Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum ATCC 25865, se marcaron con
las sondas Eub 338-FITC, NonEUB-FITC, Bif 164-Alexa FLuor 532 y Lab 158-
Alexafluor 647 y se observaron en un microscopio laser confocal. En la Figura
16 a y b, se observan las microfotografias de un cultivo de Lactobacillus
plantarum CIDCA 8324 marcado con sondas especificas para Eubacteria y
lactobacilos, respectivamente. En la Figura 16 ¢ y d se muestra la
microfotografia de un cultivo de Bifidobacterium pseudolongum subsp.
globosum ATCC 25865, marcado con sondas especificas para bifidobacterias y
Eubacterias, respectivamente. Se puede observar que cada sonda hibrida con
los microorganismos para los cuales son especificas demostrando que el
tratamiento realizado a la muestra para permeabilizar e hibridar las bacterias
es efectivo. Ademas, las muestras de Lb plantarum CIDCA 8324 sin marcar y
marcadas con sondas para bifidobacterias y NON-Eubacteria no mostraron

fluorescencia en ninguno de los casos. El mismo resultado se encontré cuando
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muestras de Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum ATCC 25865 sin
marcar y marcadas con sondas especificas para lactobacilos y NON-Eubacterias

fueron evaluadas. Indicando la especificidad de las sondas utilizadas.

Figura 16: a y b: Microfotografias de un muestra de Lactobacilus plantarum CIDCA 8324
marcada con sondas especificas para Eubacteria y lactobacilos, respectivamente. ¢ y d:
Microfotografia de una muestra de Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum ATCC
25865, marcada con sondas especificas para bifidobacteria y Eubacteria, respectivamente.

Ambas microfotografias fueron tomadas en un microscopio laser confocal.

2.2.2.- Cuantificacion de poblaciones de lactobacilos y bifidobacterias
mediante Hibridacion in situ fluorescente y citometria de flujo.
Para determinar la cantidad de lactobacilos y bifidobacterias presentes

en la materia fecal de los ratones de los grupos que ingirieron kefiran y control
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se procedi6 a marcar las muestras con las sondas fluorescentes anteriormente
mencionadas y se realiz6 la adquisicién de eventos en un citémetro de flujo.

La hibridaciéon fue constatada por observaciéon de las muestras en
microscopio laser confocal, obteniéndose los mismos resultados que en el caso
de las muestras puras, confirmandose la efectividad de la hibridacion. En las
Figuras 17 a y b se presentan, a modo de ejemplo, una fotografia de una
muestra de materia fecal (ratén 1, dia 0 de tratamiento) marcada con sonda
fluorescente especifica para Eubacterias y observada con y sin fluorescencia,

respectivamente.

Figura 17 ay b: Microfotografias de un muestra de materia fecal marcada con sonda especifica

para Eubacteria observadas con y sin fluorescencia, respectivamente.

En la fotografia se pueden observar diferentes estructuras que florecen
de manera tal que se observan de color verde. La citometria de flujo permite
diferenciar estas particulas por su tamafio y complejidad, por lo tanto este
pegado inespecifico de las sondas no generaria errores en la determinacién de
las poblaciones bacterianas.

Dado que en las muestras se encuentran particulas no bacterianas se
seleccioné la zona de trabajo donde se encuentra a esta poblacion. Para ello se

marco una muestra de materia fecal con la sonda fluorescente Eub 338-FITC, se
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analizd con el citdbmetro y se delimitd, en el grafico de el side scatter (SSC) en
funcién de forward scatter (FSC), la region donde se encuentran particulas del
tamano y forma adecuadas.

La metodologia utilizada para el analisis de resultados se resume en la
Figura 18. La Figura 18a muestra a modo de ejemplo un grafico de puntos que
representa la adquisicion de eventos en una muestra de materia fecal marcada
con la sonda Eub 338-FITC especifica para Eubacterias. En este grafico se

“w__»

representa el side scatter (SSC) en el eje “y” en funcion de forward scatter (FSC)
en el eje “x“. La region R2 que esta delimitada en este grafico muestra los
eventos correspondientes a Eubacterias de los eventos totales de la muestra.
Esta zona se delimit6 teniendo en cuenta los resultados de la Figura 18b). La
figura 18b representa la fluorescencia roja (FL4) en funcion de la fluorescencia
verde esperada para Eubacterias (FL1). Alli se observa la regiéon marcada como
R1 que representa la poblacidon de bacterias con fluorescencia verde, o sea es
representativa de la poblacién de Eubacterias. Con los eventos adquiridos en la
region R2 se realizé el grafico fluorescencia roja (FL4) en funcién de la
fluorescencia verde esperada para Eubacterias (FL1) y se delimitd la region R3
(Figura 18c) para hacer el histograma representado en la Figura 18d) La

porcion del histograma que estd marcada como M1 corresponde al porcentaje

de bacterias marcadas.
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108

Events

Figura 18: Ejemplo del analisis de datos para el estudio de poblaciones de Eubacterias en

materia fecal marcada con la sonda fluorescente Eub 338-FITC por citometria de flujo.

Este mismo analisis se realizé cuando las muestras fueron marcadas con
sondas para bifidobacterias y lactobacilos.

Como resultado de la cuantificacién de las poblaciones de bifidobacterias
y lactobacilos se encontré que en la materia fecal el porcentaje inicial (dia 0) de
la poblaciéon de bifidobacterias vari6 entre 6 y 14 % y la poblacién de
lactobacilos entre 30 y 45 %.

La Figura 19 muestra, a modo de ejemplo, el porcentaje de
bifidobacterias presente en la materia fecal de un raton del grupo control (R5)
entre los dias 0 y 21 del ensayo. Como se puede observar la poblaciéon de
bifidobacterias aumenta de 11 a 17 % entre los dias 0 y 14 del ensayo y
disminuye hasta su valor inicial el dia 21 (11%). El mismo comportamiento, con
distintos porcentajes, se observo para los demas ratones de éste grupo.

En la misma Figura (Figura 19) se muestran los porcentajes de
bifidobacterias presente en la materia fecal de ratones que ingirieron kefiran
(R7, R9 y R11) entre los dias 0 y 21 del ensayo. En este grupo de ratones no se
observé una tendencia tinica de aumento o disminucion a lo largo del tiempo. El
ratéon 7 mostré una disminucion en el porcentaje de bifidobacterias el dia 2 del
ensayo y aumento los dias 7, 14 y 21. El porcentaje de bifidobacterias en este
ratéon fue de 14 % el dia 0 y de 28 % el dia 21. El ratén 9 mostré una
disminucion del porcentaje de bifidobacterias el dia 7 del ensayo y aumento los
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dias 2, 14 y 21. El porcentaje de bifidobacterias en este raton fue de 8 % el dia 0
y de 26 % el dia 21. El ratéon 11 mostr6é una disminucion del porcentaje de
bifidobacterias los dias 2 y 7 y aumento los dias 14 y 21. El porcentaje de
bifidobacterias en este raton fue de 9 % el dia 0 y de 23 % el dia 21

De estos resultados se puede destacar que los ratones del grupo control
no mostraron variaciones en los porcentajes de bifidobacterias entre el inicio y
el final del ensayo mientras que los ratones pertenecientes al grupo que ingirié
kefiran duplican o triplican la cantidad de bifidobacterias en materia fecal entre

eldiaOy 21.
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Figura 19: Porcentaje de bifidobacterias presentes en la materia fecal del ratén R5, grupo

control y de los ratones R7, R9 y R11, grupo que ingiri6 kefiran.
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La Figura 20 muestra, a modo de ejemplo, los porcentajes de lactobacilos
presente en la materia fecal de un ratén del grupo control (R5) entre los dias 0
y 21 del ensayo. Como se puede observar la poblacion de lactobacilos se
mantiene constante entre los dias 0 y 7 (aproximadamente 39 %), disminuye el
dia 14 (26%) y disminuye, en relacién al dia 0, el dia 21 (34 %). En la misma
Figura se muestran los porcentajes de lactobacilos presente en la materia fecal
de ratones que ingirieron Kkefiran (R7, R9 y R11) entre los dias 0 y 21 del
ensayo. Como se puede observar para este grupo de ratones el porcentaje de
lactobacilos tiende a disminuir entre el dia 0 y 21. Para el raton 7 el porcentaje
de lactobacilos vari6 entre 48 y 20 %; para el raton 9 entre 38 y 28 % y para el
raton 11 entre 30 y 21%, entre los dias 0 y 21 del ensayo.

Estos resultados muestran que, tanto en los ratones del grupo control
como en los ratones que ingirieron kefiran, el porcentaje de lactobacilos en

materia fecal disminuye entre el inicio y el final del ensayo.
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Figura 20: Porcentaje de lactobacilos presentes en la materia fecal del raton R5, grupo control

y de los ratones R7, R9 y R11, grupo que ingiri6 kefiran.

Si comparamos los resultados obtenidos por PCR-DGGE y FISH-
citometria para este ensayo podemos concluir que las tendencias observadas
por la primer metodologia descripta es confirmada mediante la cuantificaciéon
por FISH- citometria. Cuando se analizaron las poblaciones de bifidobacterias
en materia fecal por PCR-DGGE se observé un aumento de nimero de bandas
con el tiempo del ensayo para los ratones que consumieron kefiran hecho que
se confirmé mediante FISH-citometria. Asimismo cuando se estudiaron las
poblaciones de lactobacilos mediante PCR-DGGE en materia fecal de ratones
que consumieron kefiran no se observaron nuevas bandas y los resultados de la

cuantificacion mediante FISH-citometria mostraron una tendencia a disminuir

de ésta poblacion.
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3.-Efecto de la administracion oral del polisacarido producido por Lb
paracasei CIDCA 83124 sobre la evolucion de la microbiota fecal de
ratones

El efecto de la administracién oral del polisacarido de Lb paracasei
CIDCA 83124 sobre la evolucién de la microbiota fecal de ratones se llevo a
cabo utilizando el mismo disefio experimental que para el estudio del efecto de
la ingesta de kefiran. Para ello los ratones se dividieron en los siguientes
grupos:

Grupo control: (ratones 1 a 6) recibieron una dieta balanceada durante
21 dias;

Grupo 83124 /21d: (ratones 13 a 18) recibieron una dieta balanceada y

se incorporoé el polisacarido producido por la cepa CIDCA 83124 en el

agua de bebida en una concentracién de 300 mg/1.

3.1.- Evolucion de poblaciones bacterianas en muestras de materia fecal.
El analisis del efecto de la administracién oral del polisacarido del

microorganismo CIDCA 83124 sobre la evolucion de la microbiota fecal se

realiz6 mediante PCR-DGGE. Las poblaciones celulares que se estudiaron

fueron bifidobacterias y lactobacilos.

3.1.1.- Evolucion en los perfiles de bifidobacterias y lactobacilos

La Figura 21 muestra, a modo de ejemplo, el perfil electroforético
obtenido a partir de la amplificaciéon con oligonucledtidos especificos para el
grupo Bifidobacterium del ADN extraido de la materia fecal del ratén 14
perteneciente al grupo que ingiri6 el polisacarido del microorganismo Lb

paracasei CIDCA 83124 los dias 0, 2, 7, 14 y 21 de tratamiento. Como se puede
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observar no hay una cambio detectable por esta técnica en la poblacion de
bifidobacterias de la materia fecal de los ratones alimentados con este EPS. Este

mismo resultado se observo para todos los ratones de este grupo.

R14D0 R14D2 R14D7 R14D14 R14D21

Figura 21: Perfil DGGE de productos de la amplificacion de ADN extraido de muestras de
materia fecal del ratén 14 (grupo 83124/21d) tomadas los dias 0, 2, 7, 14 y 21 de
tratamiento. Para la amplificaciéon se utilizaron oligonucleétidos especificos para el género

Bifidobacterium (Bif164F y Bif662-GC) y el gradiente desnaturalizante fue 45-65%.

En los perfiles obtenidos por amplificacion del ADN de la materia fecal de
los ratones a los cuales se les administr6 el polisacarido producido por Lb
paracasei CIDCA 83124 con oligonucleétidos especificos para lactobacilos se
observo bajo nimero de bandas, no detectandose cambios en los perfiles.

Estos resultados permiten inferir que este polisacarido no es capaz de
inducir cambios en las poblaciones especificas de bifidobacterias y lactobacilos
en la microbiota de los ratones que lo ingirieron, mostrando una marcada
diferencia con los resultados obtenidos para la microbiota de los ratones que
ingirieron kefiran. Este polisacarido presenta un peso molecular similar al del

kefiran pero esta constituido por diferentes monosacaridos ya que posee en su
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composicion aminoazucares. Es factible que esta diferencia estructural sea la

responsable del diferente comportamiento encontrado en los ensayos in vivo.

3.2.- Comparacion del efecto del consumo de kefiran y del consumo del
polisacarido producido por el Lactobacillus paracasei CIDCA 83124

Se estudiaron el efecto en el peso de los ratones y el efecto en la cantidad
de lactobacilos y bifidobacterias viables, mediante recuento en placa, en los
ratones del grupo control y los ratones que ingirieron kefiran o el polisacarido

producido por Lb paracasei CIDCA 83124 en el agua de bebida.

3.2.1.-Peso de los ratones.

Para analizar el efecto de la dieta sobre el peso de los ratones se
calcularon las diferencias entre el peso inicial (Pi) y final (Pf) para cada raton y
luego se promediaron los valores obtenidos para los ratones pertenecientes a
cada grupo. Los resultando muestran un aumento de peso promedio para el
grupo control de 1,07 kg, para el grupo que ingirié kefiran de 1,04 kg y para el
grupo que ingirio el polisacarido de Lb paracasei CIDCA 83124 de 1,08 kg,
siendo estas diferencias no significativas con un 95% de confianza (Figura 22).
Por lo tanto podemos decir que la ingesta de ambos polisacaridos en el agua de
bebida no provoca cambios significativos en el peso de los ratones no
encontrdndose una relacion con la modificacion de las poblaciones de

bifidobacterias que se asoci6 a la ingesta de kefiran
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Figura 22: Aumento de peso de los ratones. Valor promedio de las diferencias de peso inicial
menos final (Pi-Pf) de los ratones pertenecientes a cada grupo dietario. Grupo s/k: grupo
control. Grupo k/21d: grupo suplementado con kefiran (300 mg/L) ad libitum en el agua de
bebida durante 21 dias. Grupo 83124 /21d: grupo suplementado con EPS aislado de la cepa Lb
paracasei CIDCA 83124 (300 mg/L) ad libitum en el agua de bebida durante 21 dias

3.2.2.-. Recuento de microorganismos viables.
Se realiz6 un recuento total de bifidobacterias y lactobacilos en la
materia fecal de cada ratén los dias 0 y 21 del ensayo. Los resultados de los

recuentos (ufc/ml) se presentan en la Figura 23.

235



Capitulo 3

1,00E+10 -

1,00E+09 -

1,00E+08 - Do
M Dia21

1,00E+07 A

1,00E+06 . :

Grupos/k Grupok/21d Grupo 83124/21d

UFC/ml

Figura 23: Recuento de lactobacilos y bifidobacterias de materia fecal de animales del grupo
s/k, 83124/21d y k/21d en los dias 0 y 21 del tratamiento. Los valores con diferentes

superindices son significativamente diferentes con p<0,05.

Como resultado se observé en la materia fecal de los ratones del grupo
control una disminucion en la cantidad de lactobacilos y bifidobacterias entre el
inicio y el final del ensayo; en la materia fecal de los ratones del grupo que
ingirio el polisacarido de la cepa CIDCA 83124 no se revelaron diferencias en
dichas poblaciones. Finalmente, los ratones que ingirieron kefiran mostraron
un aumento significativo del numero de lactobacilos y bifidobacterias viables
en su materia fecal, entre el inicio y el final del ensayo.

A pesar de que mediante esta metodologia no se pueden diferenciar las
poblaciones de bifidobacterias y lactobacilos, las tendencias encontradas se
pueden comparar con los resultados encontrados mediante la cuantificacién de
bifidobacterias por FISH-citometria y PCR-DGGE para los ratones de los grupos
control y los ratones que ingirieron kefiran durante 21 dias. Se puede destacar
que el aumento que se evidencié en la poblaciéon de microorganismos viables
detectado para el grupo que ingiri6 kefiran podria estar relacionado al aumento

de la poblacion de bifidobacterias de este grupo de ratones.
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En cuanto al polisacarido producido por el Lactobacillus paracasei CIDCA
83124 no demostrd ser efectivo en la modificacién de las poblaciones de
bifidobacterias y lactobacilos confirmando que el polisacarido producido por
este microorganismo es diferente al kefiran y demostrando que el efecto
modulador de la microbiota es especifico para cada molécula.

De acuerdo a los resultados presentados y para considerar al kefiran
como prebiotico, éste debe cumplir con una serie de requisitos.

En relacion a esto podemos decir que el kefiran es un compuesto
correctamente identificado en cuanto a su nombre quimico, caracteristicas
fisico-quimica, descripcidn, fuente y origen, pureza y contaminantes. Ademas es
resistente a la acidez gastrica y no se han documentado riesgos para la salud
provocadas por este polisacarido. Los efectos fisiol6gicos documentados para el
kefiran en modelos murinos incluyen actividad inmunomoduladora,
anticolesterolémica, antitumoral, antagonista de factores de virulencia de
Bacillus cereus y antimicrobiano (item 2.4.2.- Funcionalidad biolégica del
kefiran de Introducciéon General). Por otro lado, los resultados documentados
en este capitulo muestran que el kefiran tiene la capacidad de aumentar
selectivamente la poblacion potencialmente benéfica de bifidobacterias en la
materia fecal de los ratones utilizados. Por lo tanto el kefiran se podria
considerar una sustancia potencialmente prebidtica contribuyendo a las

propiedades promotoras de la salud que se le atribuyen al kefir.
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» La evaluacion de la microbiota fecal de ratones mediante DGGE

utilizando oligonucledtidos universales 518R/341F-GC permitié

obtener perfiles electroforéticos con un alto namero de bandas.

Triplicar la concentracion de ADN molde en la reaccion de
amplificacion con los oligonucledtidos 518R/341F-GC, Lacl/Lac2-
GC y Bif164F/Bif662-GC gener6 amplicones que producen mayor

numero de bandas en los perfiles electroforéticos.

Duplicar la cantidad de enzima polimerasa en la reaccion de
amplificacion con los oligonucleétidos Lacl/Lac2-GC vy
Bif164F/Bif662-GC y mantener la minima cantidad de enzima
polimerasa en la amplificacion con los oligonucledtidos
518R/341F-GC fueron las condiciones mas eficientes de

amplificacion.

El gradiente desnaturalizante de urea formamida 40/60
seleccionado para separar electroforéticamente los amplicones
obtenidos con los oligonucle6tidos 518R/341R-GC y Lacl/Lac2-
GC y el gradiente desnaturalizante 45/65 seleccionado para
separar los amplicones obtenidos con los oligonucledtidos
Bif164F /Bif662-GC fueron los que permitieron mejor resolucion

de las bandas en los geles.

La microbiota intestinal de los ratones que ingirieron kefiran

presentaron un aumento en el nimero de bandas de los perfiles
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electroforéticos de los productos de amplificacién del ADN de
contenido intestinal con oligonucle6tidos dirigidos a Eubacterias

en relacion a los ratones control

Se comprobd, mediante PCR-DGGE, que hay variabilidad en la

microbiota intestinal entre ratones.

Se determind, mediante secuenciacién, que una de las bandas
presentes solamente en los ratones que ingirieron kefiran es

Bifidobacterium.

Mediante PCR-DGGE especifica para el género Bifidobacterium se
pudo evidenciar una modulacidn positiva para este género en el
contenido intestinal de ratones que consumieron Kkefiran.
Asimismo, no se evidenciaron cambios en la poblacién de

lactobacilos, mediante PCR-DGGE especifica para este género.

Estudios en la evolucién de la microbiota fecal de ratones debido a
la ingesta del kefiran confirmaron que, a pesar de la variabilidad
propia de la microbiota de cada ratén, el kefiran produce cambios

que se evidencian mediante el analisis de los perfiles DGGE.

La poblacién de bifidobacterias, evidenciada mediante un aumento
de nimero de bandas en los perfiles PCR-DGGE (especifica para
bifidobacterias), cambi6é a partir del dia 7 o 14 de ingesta de
kefiran dependiendo del ratéon analizado. Asimismo, no se
evidenciaron cambios de la poblacion de lactobacilos en
microbiota intestinal de ratones que consumieron kefiran durante

el tiempo del ensayo.

Se pudieron cuantificar las poblaciones de bifidobacterias y

lactobacilos mediante FISH-citometria. Como resultado de la
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cuantificaron se obtuvo que los ratones del grupo control no
mostraron variaciones en los porcentajes de bifidobacterias entre
el inicio y el final del ensayo mientras que los ratones
pertenecientes al grupo que ingirié kefiran duplican o triplican la

cantidad de bifidobacterias en materia fecal entre el dia 0 y 21.

La modulacioén positiva de la poblacion de bifidobacterias debido a
la ingesta de kefiran se evidenci6 tanto en los analisis de contenido
intestinal de colon como en los ensayos de evoluciéon de

microbiota fecal en el modelo raton estudiado.

El polisacarido producido por Lactobacillus paracasei CIDCA
83124 no provocd cambios en las poblaciones no cultivables de

lactobacilos y bifidobacterias.

La ingesta de kefiran y el polisacarido producido por Lactobacillus
paracasei CIDCA 83124 no provocaron cambios significativos en el

peso de los ratones que los consumieron.

La poblacién de lactobacilos y bifidobacterias viables en la materia
fecal de los ratones que consumieron kefiran aumenté entre el
inicio y el final del ensayo. Asimismo, la poblacion de lactobacilos y
bifidobacterias viables en materia fecal de ratones que
consumieron el polisacarido producido por Lactobacillus paracasei

CIDCA 83124 disminuy6 entre el inicio y el final del ensayo.

El aumento en la poblacion de bifidobacterias evidenciado
mediante recuento de viables, FISH-citometria y PCR-DGGE en
ratones que consumieron kefiran indicaria que éste polisacarido

podria considerarse potencialmente prebiético.
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Conclusiones Generales

Las bacterias acido lacticas representan una fuente de polisacaridos
natural que se pueden utilizar en diversos productos fermentados. El kefiran es
el polisacarido presente en los granulos de kefir y es producido por
microorganismos con status GRAS (generalmente reconocidos como seguros).
Algunas propiedades del kefiran hacen que su estudio resulte muy interesante
ya que presenta propiedades tanto tecnolégicas como promotoras de la salud.
Por ello el objetivo de esta tesis fue aislar e identificar los microorganismos
responsables de la produccidn de kefiran a partir de granulos de kefir y evaluar
su efecto prebidtico para su posible aplicacién en alimentos funcionales.

En una primera etapa se analiz6 la microbiota de los granulos de kefir a
fin de comprobar la presencia de Lactobacillus kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens al cual se le atribuye la sintesis de kefiran. El estudio de la
microbiota de granulos de kefir con métodos independientes de cultivo (PCR-
DGGE) permitié completar el conocimiento del ecosistema microbiano presente
en granulos. Mediante métodos independientes de cultivo (PCR-DGGE-
Secuenciacion) se determind que las poblaciones bacterianas presentes en los
distintos granulos de la colecciéon CIDCA no es idéntica entre si y se constato la
presencia de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens en los granulos de kefir
AGK 1, AGK 2, AGK 3, AGK 5, AGK 6, AGK 7, AGK 8, AGK 10 y AGK 11.

A partir de los granulos se realizaron aislamientos y se obtuvieron 22
nuevos microorganismos que se identificaron utilizando métodos basados en
caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

La identificacién de los aislados mediante la evaluacion de la produccion

de gas a partir de glucosa, perfil de proteinas de célula entera, rep PCR (GTG)5’
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y la secuenciacion del gen de la pheS permiti6 identificar a los 22 lactobacilos
de los cuales 11 resultaron ser Lactobacillus kefiranofaciens subsp
kefiranofaciens, 5 Lactobacillus paracasei y 7 Lactobacillus kefir. Se puede
destacar que las especies Lb kefiranofaciens y Lb paracasei no habian sido
aisladas con anterioridad de estos granulos. De esta forma utilizando las
metodologias de aislamiento que incluyeron la solubilizacién del granulo en
agua templada y el uso de medios selectivos se logré aislar Lactobacillus
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens de los granulos de kefir de la coleccion
CIDCA.

Con la finalidad de evaluar si los aislados identificados como Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens producian polisacarido, se analiz6 la
viscosidad de las leches fermentadas por los mismos. Este estudio se extendi6 a
todos los microorganismos aislados de kefir capaces de crecer y acidificar la
leche. Se encontr6 que de 57 microorganismos estudiados (24 cepas de
Lactoccocus lactis subsp. lactis, 21 cepas de Lb plantarum, 7 cepas de Lb
kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens y 5 cepas de Lb paracasei) solo 5
pertenecientes a la especie Lactobacillus paracasei (CIDCA 83120, CIDCA
83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124, CIDCA 8339) fueron capaces de producir
leches fermentadas muy viscosas. Es de destacar que estos microorganismos
fueron aislados en éste trabajo de tesis y que hasta el momento no se habian
detectado microorganismos de la especie Lactobacillus paracasei productores
de polisacarido en el granulo de kefir.

De las cepas de Lb kefiranofaciens subsp kefiranofaciens solo 3 (Lb
kefiranofaciens subsp kefiranofaciens CIDCA 83118, CIDCA 83119 y CIDCA
83122) fermentaron la leche dando geles acidos con viscosidad superior a la de
la leche acidificada artificialmente y a la de las otras cepas de esta especie
estudiadas. La producciéon de EPS por estos microorganismos oscilo entre 85,1

y 301,9 mg/l. y no se observo una relacién directa entre la viscosidad aparente
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de las leches fermentadas por las cepas estudiadas y la cantidad de polisacarido
producida por ellas Estas 3 cepas produjeron polisacarido en el orden de 180
mg/L. Los polisacaridos producidos por las cepas de Lb kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens mostraron un peso molecular inferior a 10* Da, excepto los
polisacaridos producidos por las cepas CIDCA 83211, CIDCA 8371, CIDCA
83122 y CIDCA 83119 que ademas presentaron una fraccién con peso
molecular entre 104y 105 Da. Se puede concluir que las cepas que produjeron
leches fermentadas con mayor viscosidad aparente no fueron las que
produjeron mayor cantidad de polisacarido ni tampoco fueron todas las que
produjeron un polisacarido conteniendo una fraccién de alto peso molecular.
Los polisacaridos producidos por las cepas de Lb kefiranofaciens aisladas en
este trabajo no resultaron ser del mismo grado de polimerizacion que el de la
cepa de referencia que fue la Unica de esta especie en presentar una fraccion de
peso molecular superior a 106 Da.

Solo los polisacaridos provenientes de las cepas de Lactobacillus
paracasei fueron capaces de producir polisacaridos de alto peso molecular
(mayor a 10 ¢ Da). Esto esta en concordancia con lo observado en cuanto al
aporte de textura que produjeron estos microorganismos al fermentar la leche.
De las 5 cepas de Lactobacillus paracasei la que otorgd mayor viscosidad fue la
cepa CIDCA 83123. Al analizar el espectro mecanico de los geles lacteos se
observé que todas las leches fermentadas con estos microorganismos
presentaron valores de G” superiores entre dos y tres veces al correspondiente
valor de G”, indicando un comportamiento tipo gel, excepto para la leche
fermentada por Lactobacillus parakefir CIDCA 83123. En esta tltima los valores
de G"y G” no difirieron mucho entre si y resultaron inferiores a los observados
para las demas leches fermentadas evaluadas indicando que las caracteristicas

fisicoquimicas de los EPS producidos serian diferentes.
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Se logr6 definir la composicion de azucares de los EPS aislados de 3
cepas de Lactobacillus paracasei (CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124),
y se observaron diferencias con respecto al kefiran aislado de granulos de kefir.
Los EPS aislados de cepas estan constituidos por glucosa, galactosa,
glucosamina y galactosamina, en distintas proporciones, difiriendo de la
composicion del kefiran donde no se encuentran aminoazucares en su unidad

repetitiva.

Si bien en este trabajo se logrd aislar a Lactobacillus kefiranofaciens, estas
cepas no produjeron EPS en la medida esperada. Sin embargd, se pudieron
aislar cepas de Lactobacillus paracasei productores de un EPS que aportan a las

leches fermentadas caracteristicas reoldgicas interesantes.

Finalmente para estudiar el efecto del kefiran sobre la microbiota
intestinal se utiliz6 como modelo animal ratones Balb C. Asimismo se estudio el
de EPS de Lactobacillus paracasei CIDCA 83124 aislados de kefir para su
potencial aplicaciéon como prebidtico. En una primera etapa se logré poner a
punto la metodologia de PCR-DGGE y FISH-citometria de flujo para el analisis
de las poblaciones de Eubacterias, lactobacilos y bifidobacterias presentes en
materia fecal. El analisis de los perfiles electroforéticos de materia fecal de
ratones que fueron alimentados con las mismas dietas, nos permitié constatar
la variabilidad propia de la microflora intestinal de cada ratén. Sin embargo,
estudios en la evolucion de la microbiota fecal de ratones debido a la ingesta
del kefiran confirmaron que, a pesar de la variabilidad propia de la microbiota
de cada raton, el kefiran produce cambios que se evidencian mediante el
analisis de los perfiles DGGE.

Por otro lado, contrastando los resultados obtenidos para los distintos
grupos, se pudo observar en los perfiles de los ratones de los grupos
suplementados con kefiran un mayor ndmero de bandas que en los perfiles

obtenidos para los ratones que no fueron suplementados cuando se estudio la
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poblacion de Eubacterias. Mediante secuenciaciéon se determiné que una de las
bandas que se encuentra s6lo en los ratones que consumieron Kkefiran
pertenece a microorganismos del género Bifidobacterium. Asimismo, se
observo, mediante PCR-DGGE especificas para especie, un aumento del nimero
de bandas correspondientes al género Bifidobacterium en la microflora
intestinal de ratones tratados con kefiran, no observandose variaciones dentro
del grupo Lactobacillus. Estos resultados cuando se analizé microbiota fecal o
contenido intestinal de colon fueron equivalentes. La cuantificacién, mediante
FISH-citometria, permitié comprobar que los ratones del grupo control no
mostraron variaciones en los porcentajes de bifidobacterias entre el inicio y el
final del ensayo mientras que los ratones pertenecientes al grupo que ingirié
kefiran duplicaron o triplicaron la cantidad de bifidobacterias en materia fecal
entre el dia 0 y 21 de ensayo. Estos resultados también fueron confirmados por
recuento en placa de microorganismos. Por lo tanto, se puede decir que hay una
influencia sobre la microbiota intestinal de ratones inducida por la
suplementacion de la dieta con kefiran y que esta influencia implica el aumento
de la poblacion de bifidobacterias.

En cuanto al polisacarido producido por la cepa Lactobacillus paracasei
CIDCA 83124 no demostro ser efectivo en la modificacién de las poblaciones de
bifidobacterias y lactobacilos confirmando que el polisacarido producido por
este microorganismo es diferente al kefiran. Estos resultados también
demuestran que el efecto modulador de la microbiota es especifico para cada
molécula ya que el EPS de estos microorganismos tiene un PM similar al kefiran
pero es diferente su composicion de azicares quedando aun por indagar otras
caracteristicas estructurales.

De los dos polisacaridos estudiados se podria considerar al kefiran como
prebidtico ya que se evidencié un efecto modulador positivo sobre la poblacién

de bifidobacterias pero este efecto no es suficiente para considerarlo como tal
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ya que para completar la definicion de prebidtico esta modulaciéon debe
asociarse a un efecto promotor en la salud. Estudios previos con este
polisacarido han demostrado que la ingesta oral de kefiran en ratones Balb C
produce un aumento de las células productoras de IgA en lamina propia como
también de macro6fagos en esta localizacién (Medrano et al 2011). Se evidencio
también un aumento en el nimero de células productoras de mucus en
intestino delgado de ratones que ingirieron kefiran. Estos resultados se pueden
asociar a la presencia del kefiran en intestino y a su interaccién con las células
epiteliales que desencadenaria dicha respuesta (Medrano et al 2011) pero no
se puede descartar el que el efecto se deba al aumento en la poblacion de
bifidobacterias demostrado en este trabajo.

Estos resultados son prometedores y demuestran la potencialidad de un
polisacarido producido por microorganismos del kefir contenidos en el granulo
de actuar como un prebidtico, ya sea como componente de la leche fermentada

o por su aplicaciéon como aditivo funcional.
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