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Resumen

El contenido de bacterias acido lacticas (BAL) es un parametro de
calidad importante en los alimentos funcionales probidticos. Los medios de
cultivo complejos formulados con aditivos naturales son una alternativa para
su cuantificacion. En este trabajo se propone el empleo de jugos de naranja,
cebollay chile jalapefio, pulpas de guayaba y de noni, asi como leche en polvo
como ingredientes de medios de cultivo complejos para la cuantificacion de
BAL. Se comparé la concentracién de BAL recuperadas en los medios de
cultivo complejos y el medio comercial para lactobacilos De Man, Rogosa y
Sharpe (MRS). No se encontré diferencia significativa (P < 0.05) en la
recuperacion de BAL entre los medios de cultivo elaborados con jugo de
naranja (Log 9.33 £ 0.05 UFC/ml), pulpa de guayaba (Log 9.20 + 0.10
UFC/ml), pulpa de noni (Log 9.12 + 0.10 UFC/ml), leche en polvo (Log 9.10
+ 0.15 UFC/ml) y MRS (Log 9.20 £ 0.22 UFC/ml). Sin embargo, el recuento
fue menor en los medios adicionados con cebolla y chile jalapefio. Los medios
de cultivo complejos son una alternativa sencilla, econdémica y de calidad para
la cuantificacién de BAL en alimentos funcionales probidticos, como los
lacteos fermentados y el yogur.
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Abstract

The content of lactic acid bacteria (LAB) is an important quality
parameter in probiotic functional foods. Complex culture media formulated
with natural additives are an alternative for their quantification. In this work
we propose the use of orange, onion and jalapefio pepper juices, guava and
noni pulps, as well as milk powder as ingredients of complex culture media
for BAL quantification. The concentration of BAL recovered in the complex
culture media and the commercial medium for lactobacilli De Man, Rogosa
and Sharpe (MRS) were compared. No significant difference was found (P <
0.05) in BAL recovery between culture media made with orange juice (Log
9.33 £0.05 CFU/mL), guava pulp (Log 9.20 £ 0.10 CFU/mL), pulp noni (Log
9.12 £ 0.10 CFU/mL), milk powder (Log 9.10 + 0.15 CFU/mL) and MRS (Log
9.20 £ 0.22 CFU/mL). However, the count was lower in the media added with
onion and jalapefio pepper. Complex culture media are a simple, economical
and quality alternative for the quantification of BAL in functional probiotic
foods, such as fermented milk products and yogurt.
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Introduccion

El contenido de bacterias vivas es uno de los pardmetros de calidad
importante en alimentos funcionales probidticos, ya que el efecto en el
equilibrio de la microflora intestinal esta relacionado con la concentracion de
bacterias &cido lacticas. Existen medios de cultivo comerciales orientados al
aislamiento y cuantificacion de lactobacilos como MRS (Man et al., 1990),
Rogosa (Tamime et al., 1995) y LAMVAB (Hartemink et al., 1997). También
se han propuesto otros medios de cultivo selectivos empleados en
investigacion, como el evaluado por Di Lena et al. (2015) para detectar
cuantitativamente y aislar cepas del grupo casei en leche y quesos probidticos,
asi como diversas variantes del medio MRS, con diferentes fuentes de carbono
y proteinas (Lima et al., 2009).

La importacion de medios de cultivo selectivos lleva tiempo y suelen
ser caros, lo que hace prohibitivo su uso rutinario en muchos laboratorios de
investigacion (Lopes y Torres, 2006). La disponibilidad del medio MRS en
algunos mercados no es inmediata. Por otra parte, en su composicion se
emplea una gran cantidad de constituyentes, lo que dificulta su elaboracion en
el laboratorio, ya que no todos los componentes estan disponibles
comercialmente.

Los medios de cultivo complejos o naturales estdn constituidos por
sustancias complejas de origen animal o vegetal. En ellos no se conocen todos
los componentes, ni las cantidades exactas presentes de cada uno de ellos.
Como sustrato para el crecimiento de bacterias acido lacticas se han empleado
diversas fuentes naturales, Ledn-de la O et al. (2013) realizaron la
formulacion y optimizacion de un medio de cultivo econémico para
Lactobacillus empleando formulaciones de leche y suero de leche; Brantes
(2011) disefi6 un medio de cultivo para la cepa BAL-C, productora de
bacteriocina y obtuvo un medio mas economico que el MRS donde se
reemplazaron las fuentes de carbono y de micronutrientes por melaza,
sacarosa, extracto de harina de pescado y extracto de harina de lupino. De
igual manera, se ha evaluado la harina de leguminosas (Pathak y Martirosyan,
2012) y la yema de huevo (Djeghri-Hocine et al., 2010) como aditivos de
medios de cultivo para bacterias probidticas.

Bujalance et al. (2006) desarrollaron un medio selectivo y diferencial
(LPSM), para el aislamiento de Lactobacillus plantarum en muestras fecales.
Por su parte, Chen et al. (2015), optimizaron un medio para Lactobacillus
acidophilus, mediante la seleccion de la fuente de carbono (glucosa, maltosa,
lactosa y suero en polvo) y la fuente de nitrégeno (caseina, peptona, extracto
de levadura en polvo, harina de pescado, carbamida, sulfato de amonio y
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nitrato de sodio) que produzca el mayor crecimiento. De igual manera, Pathak
y Martirosyan (2012) transformaron el medio MRS en un medio de cultivo
complejo, mediante la agregacién de extracto de polvo de semilla vegetal en
sustitucion del extracto animal para favorecer el crecimiento de probidticos
presentes en alimentos veganos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar medios de cultivo microbianos
complejos suplementados con jugo de naranja, cebolla y chile jalapefio, pulpas
de guayaba y noni y leche en polvo, para el aislamiento y cuantificacion de
bacterias acido lacticas. El desarrollo de estos medios permitira implementar
meétodos sencillos de cuantificacion de bacterias lacticas en laboratorios con
un volumen pequefio de muestras y econémicos.

Materiales y Métodos

Materia prima. Se utilizaron naranjas dulces (Citrus sinensis) con un
indice de madurez mayor a 12 °Brix de acuerdo a la recomendacion de Moreno
et al. (2006), cebollas (Allium cepa L.) variedad morada de calidad Mexico 1,
clasificada por la norma NMX-FF-021-1986, chiles jalapefios (Capsicum
annuum L.) de primera calidad de acuerdo a la clasificacion de la NMX-FF-
025-SCFI-2007 Séenz y D"Alolio (2007), guayabas (Psidium guajava) con
un indice de madurez mayor de 12.0 °Brix (Silva et al., 2006), frutos de noni
maduros (Morinda citrifolia L.) y leche en polvo (Nestle®) adquiridos en un
supermercado local. La formulacion también incluyd peptona de caseina
(BXP-252606, Bioxon®), extracto de levadura (BXP-230900, Bioxon®), agar
bacteriolégico (Cat. 215000, Bioxon®) y glucosa (1083370250, Merck®).
Como medio de referencia comercial se utilizéd el agar MRS (1267-A,
Dibico®)

Formulacion de medios de cultivo. El agar jugo de naranja se prepar6
de acuerdo a la metodologia propuesta por NORMEX (2002). Los agares de
guayaba, cebolla, chile jalapefio y noni se elaboraron con la formulacion
propuesta por Urcia y Guevara (2002); el jugo de cebolla y chile se obtuvo
mediante un extractor de jugo casero, las guayabas se sometieron a coccion
durante 15 min; tanto las guayabas como las frutas de noni se tamizaron en
malla 50 para obtener una pulpa. El agar leche se elabor6 de acuerdo a la
metodologia propuesta por Olivas y Alarcon (2004). Todos los medios de
cultivo se esterilizaron en autoclave durante 15 min a 121 °C, se incubaron a
37 °C durante 24 h para evaluar su esterilidad y se almacenaron en
refrigeracién. El Cuadro 1 muestra la composicién de los medios de cultivo
para preparar 1000 ml.
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Cuadro 1. Formulacidn de los medios de cultivo complejos (1000 ml).

Componentes Agar jugode  Agar jugo de Agar jugo Agar pulpade  Agar pulpa Agar leche

naranja cebolla de chile guayaba de noni
Peptona de caseina 10 5 5 5 5 5
(©)
Extracto de 3 3 3 3 3 3
levadura (g)
Agar 155 14 14 14 14 12

bacterioldgico (g)

Glucosa (g) 4
Leche en polvo (g) 1
Jugo natural (ml) 10 5 5
Pulpa de frutas (g) 5 5

Cuantificacion bacteriolégica

La concentracion bacteriana se cuantificd a tres niveles: a) empleando
una cepa de Lactobacillus casei Shirota contenida en caldo MRS (Dibico®)
como microorganismo puro; b) evaluando una bacteria contenida en una
matriz liquida, se cuantifico la concentracion de bacterias contenida en el
producto comercial Yakult® y; c) evaluando la concentracion de una bacteria
contenida en una matriz semisolida, se cuantificd la concentracion de BAL
contenidas en el producto comercial Danone® natural. La concentracion de
BAL se cuantificd por el micrométodo propuesto por Corona y Jiménez
(2004). Se incubaron a 37 °C durante 48 h en bolsa anaerobia (Rosenblatt y
Stewart, 1975).

Resultados

Los medios de cultivo complejos son aquellos donde no se conoce la
composicion exacta de los constituyentes, también se conocen como medios
indefinidos o naturales. En este trabajo se evaluaron seis medios de cultivos
complejos adicionados con jugos de naranja, cebolla y chile jalapefio, pulpas
de guayaba y de noni, asi como leche en polvo. Estos medios se compararon
con el agar comercial MRS, empleado para el aislamiento de bacterias acido
lacticas. ElI Cuadro 2 muestra el crecimiento (Logio UFC/ml) de bacterias
acido lacticas en los diferentes medios de cultivo.

Cuadro 2. Recuperacion de bacterias &cido lacticas en medios de cultivo naturales.

Agar Cepa pura Matriz liquida Matriz semisélida
(Logio UFC/mI) (Logio UFC/mI) (Logio UFC/mI)

Agar MRS 424+0.34a 6.89+0.27hb 9.20+£0.22¢
Agar jugo de naranja 4.74+0.06a 6.95+0.08b 9.33+0.05¢
Agar jugo de cebolla 4.34+0.02a 538+0.11a NE

Agar jugo de chile 4.28+0.70a 549+0.80a NE

Agar pulpa de guayaba 442+0.10a 6.83+0.19b 9.20+0.10¢
Agar pulpa de noni 6.62+0.15b 6.95+0.25b 9.12+0.10¢
Agar leche 6.74+0.06 b 6.69+0.30b 9.10+£0.15¢

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05). NE= No evaluado.
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La Figura 1 muestra la concentracion de bacterias acido lacticas
obtenidas en los medios complejos experimentales, asi como en el medio
MRS. En la cuantificacion de la cepa pura, la mayor recuperacion bacteriana
se obtuvo con el agar leche y el agar noni, mientras que con los otros medios
se obtuvo una concentracion sin diferencias con el agar MRS.

10 ~

Concentracién (Log10 UFC/ml)

MRS Naranja Cebolla Chile Guayaba Noni Leche
Medios de cultivo

B Cepa pura Matriz liquida B Matriz semisdlida

Figura 1. Crecimiento de Lactobacillus casei Shirota en medios complejos y MRS.

Los resultados obtenidos en el agar leche, pueden estar relacionados
con la concentracion de prebioticos presentes en la leche, como lactosa,
galactooligosacaridos y lactulosa. La lactosa es el principal carbohidrato de la
leche (47 %) constituido por glucosa y galactosa; es el principal sustrato lacteo
utilizado por los microorganismos acido lacticos como fuente de carbono para
la formacion de &cidos (Marcia et al., 2011). En un estudio realizado por Rojas
et al. (2015) determinaron las condiciones para el crecimiento de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
para la produccién de acido lactico, utilizando lactosuero como sustrato.
Benaissa et al. (2017) evaluaron el suero de leche dulce como medio base para
el cultivo de bacterias de acido lactico y su efecto sobre las caracteristicas
tecnoldgicas de los lactobacilos, lo que presenta la oportunidad de desarrollar
un medio de crecimiento bacteriano a bajo costo. Varios derivados de la
lactosa, como la lactulosa, lactitol y lactosucrosa actian como prebidticos y
sus actividades bioguimicas se expresan en presencia de probiéticos (Ugarte
et al., 2011; Nath et al., 2017).
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También se ha demostrado que los galactooligosacéridos,
componentes de la leche, son carbohidratos con actividad prebidtica que
permiten cambios especificos en la composicidn y actividad de la microbiota
intestinal responsable del bienestar y de la salud de su hospedador. Estos
compuestos no son digeridos por el humano y por tanto llegan intactos hasta
el colon donde sirven de alimento para bacterias benéficas; este efecto se
conoce como bifidogénico, especificamente para bifidobacterias (Islam,
2013). El efecto prebidtico que presentan las sustancias contenidas en la leche,
influyen para incrementar el nimero de BAL recuperadas.

También con el agar de pulpa de noni se obtuvo una alta recuperacion
bacteriana. En estudios cualitativos, se ha demostrado la presencia de
azUcares, principalmente oligosacéridos, los cuales se ha demostrado poseen
efecto prebidtico al estimular el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias
(Bu et al., 2011). Otro componente que pudo influir en el crecimiento de los
lactobacilos en el agar noni fue la concentracion de proteinas. El noni, al igual
que la leche, contiene 90 % de agua y los componentes mayoritarios de la
materia seca son sélidos solubles, fibra dietética y proteinas. El contenido
proteinico de la fruta es de 11.3 % de la materia seca del jugo y los principales
aminodcidos son el &cido aspartico, el &cido glutamico y la isoleucina (Ulloa,
2012).

En cuanto a la recuperacion en una matriz liquida, como los productos
fermentados, es importante analizar la interferencia causada por el alimento
que contiene a los microorganismos, ya que hay metodos de deteccion de
microorganismos donde la matriz constituye una barrera para su identificacion
(Tabasco et al., 2007). En estas condiciones, se obtuvo la mayor recuperacion
con el agar naranja, seguido del agar guayaba y, la menor concentracion, con
los agares de cebolla y chile jalapefio. Aunque los medios con naranja,
guayaba, noni y leche presentaron valores elevados de recuperacién, no se
encontré diferencias entre ellos y el medio comercial.

En relacion al jugo de naranja, se ha reportado su uso en la elaboracion
de medios de cultivo para la determinacion de folatos. Para esta determinacion
se emplean medios de cultivo de dificil adquisicion por ser importados. En los
altimos afios, se dificult6 la adquisicion del medio, lo que obligé a desarrollar
uno con las caracteristicas que permitieran desarrollar la determinacion. Este
medio se obtuvo a partir de la modificacion de un medio de cultivo comercial
empleando jugo de naranja, llamado Citrufol-Hi®. Al igual que el agar naranja
evaluado en este trabajo, la produccion de Citrufol-Hi puede realizarse
facilmente y en pequefas cantidades de acuerdo con las necesidades, evitando
las pérdidas por deterioro, lo que hace de este, un reactivo con posibilidades
de generalizacion (Forellat et al., 2004).

La recuperacién de BAL en el medio con jugo de naranja puede estar
relacionada con la mayor concentracion de azlcares presentes, asi como con
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la variedad de azucares. Los microorganismos heterotrofos utilizan como
fuente de carbono muchas moléculas orgénicas diferentes. Se ha reportado que
el jugo de naranja fresco contiene sacarosa, glucosa y fructosa que en conjunto
constituyen el 75 % de los solidos solubles totales; la concentracion de
fructosa en el jugo de naranja se encuentra entre el 40 y 45 % de los s6lidos
(Chanson-Rolle et al., 2016).

En jugo de naranja se ha reportado una concentracion de 8.46 % de
azlcares totales, correspondiendo a fructosa 1.93 %, glucosa 1.98 % y
sacarosa 4.6 % (Chanson-Rolle et al., 2016). En un estudio realizado por
Hours et al. (2005) se reportan los valores obtenidos en jugos de diferentes
variedades. Estos azlcares constituyeron una buena fuente de carbono para el
crecimiento de los lactobacilos, ya que, aunque el azlcar principal del jugo de
naranja fue la sacarosa, también la glucosa y fructosa se encontraron en una
concentracion importante. Ademas, en este trabajo, fue el Unico medio de
cultivo complejo, que, de acuerdo a su formulacion, se le adiciono glucosa. En
evaluaciones futuras, los medios adicionados con cebolla y chile jalapefio,
donde se obtuvo la menor recuperacion de microorganismos, pueden ser
evaluados empleando glucosa como fuente de carbono.

La cebolla cuenta con un contenido de agua entre 87 y un 94 %,
proteinas entre 0.5y 1.4% y carbohidratos entre 4.5 a 10 % (Jerez et al., 2017).
Probablemente, los resultados se relacionan con la variedad de cebolla
utilizada, ya que Liguori et al. (2017) reportan un alto contenido de fructosa,
la glucosa la sacarosa se encontraron como azucares solubles, siendo la
fructosa el méas abundante en la cebolla blanca. Por otra parte, de este bulbo
se han aislado bacterias de acido lactico, Shafakatullah y Chandra (2015)
identificaron cuatro microorganismos Yy evaluaron sus propiedades
probidticas: Bacillus coagulans (Lactobacillus sporogenes), Lactobacillus
brevis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactococcus lactis.

En la matriz semisélida se evaluaron los medios con mayor
recuperacion: agar naranja, guayaba, noni y leche. En esta determinacién, no
se encontrd diferencia significativa en la concentracién de bacterias acido
lacticas recuperadas. EIl yogur contiene proteinas, grasas y carbohidratos que
son propios de la leche, y debe contenerlos en las cantidades correspondientes
al tipo de leche con que se elabora. Los azUcares son la base de los productos
lacteos fermentados porque proporcionan energia a los microorganismos
encargados de producir el sabor y el aroma de productos como el yogur
(Zapata et al., 2015). Se encontr6 que las sustancias que conforman el yogur
no interfirieron en la cuantificacién de los microorganismos.

La alta recuperacion de bacterias acido lacticas obtenida con el agar de
pulpa de guayaba se relaciona con informacion reportada sobre su capacidad
de incrementar el crecimiento de BAL. En un estudio realizado por Buriti et
al. (2007), evaluaron la sobrevivencia de Labbacillus acidophilus en mousse
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congelado. A los 21 dias, la poblacion probidtica permanecié por encima de
Log 6.00 UFC/ml en el producto con guayaba. La adicién de frutas a los
productos probidticos puede mantener la viabilidad de las cepas probidticas.
Lara (2008) mediante jugo de guayaba agria elabor6é un medio de cultivo para
el aislamiento y mantenimiento de microorganismos ruminales y del estiércol.
Estos resultados confirman el efecto de la pulpa de guayaba en la recuperacion
de BAL en los medios de cultivo complejos.

Los medios complejos fueron los primeros medios de cultivo
utilizados; los mas empleados se preparan a partir de tejidos animales y
vegetales. Su composicion no es exactamente definida, y por consiguiente no
es rigurosamente constante. Esto puede tener ciertos inconvenientes en
condiciones experimentales, donde la reproductibilidad no podra ser exacta.
Sin embargo, en la practica corriente estos medios dan excelentes resultados
y son los més empleados (Casado et al., 2012).

Conclusion

Los medios de cultivo complejos con constituyentes naturales como el
jugo de naranja, leche en polvo, pulpa de guayaba y pulpa noni poseen igual
capacidad de cuantificacion de bacterias acido lacticas que el agar comercial
de Man Rogosa y Sharpe. Aunque la cebolla y el chile han sido publicados
como sustancias con capacidad prebidtica, su efecto en la cuantificacion de
bacterias lacticas se encontré por debajo del medio comercial de referencia.
La matriz en donde se encuentran contenidas las bacterias lacticas no mostro
interferencia en su recuperacion. Los medios complejos con ingredientes
naturales son una opcién para el control de calidad en la cuantificacion de
bacterias &cido lacticas de productos lacteos fermentados y yogur.
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