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Dinamica poblacional y aislamiento de bacterias acido lacticas en lactosuero fermentado

Resumen

Introduccion: EI consumo de queso producido con leche cruda puede causar dafios a la salud
debido a la carga microbiana presente en la leche bronca, que puede incluir microorganismos
patdgenos. Los cultivos iniciadores endémicos de los quesos artesanales podrian mejorar el sabor
de quesos fabricados con leche pasteurizada. El objetivo de este trabajo fue estudiar la dindmica
poblacional de bacterias acido lacticas (BAL) del suero fermentado de queso de hebra (SFQH) y
su aislamiento.

Método: EIl suero de queso fue obtenido del proceso artesanal para la elaboracién de queso de
hebra usando leche cruda (Tuxtepec, Oaxaca, México). Durante 120 h, muestras de SFQH, que
fueron obtenidas en diferentes tiempos, se utilizaron para determinar el pH del medio e inocular
cajas con medios selectivos MRS, M17, APT vy Elliker. Los aislados obtenidos se caracterizaron
morfoldgica y molecularmente.

Resultados: La poblacion de BAL se modifico en funcion del tiempo de fermentacion y del pH
(4.05 a 3.4) del suero. Se aislaron 22 cepas catalasa negativas y Gram-positivo. El analisis
filogenético (ADNr 16S) indic6 la presencia de cuatro cepas del género Enterococcus (VD, VH,
VL, VB) y una de Lactobacillus (VK). La cepa VH predominé sobre el resto de los aislados y junto
con la cepa VK permanecieron durante todo el bioproceso.

Discusidn o Conclusion: EI cambio en el pH del SFQH permiti6 aislar cepas de BAL, que podrian
utilizarse como cultivos iniciadores para obtener queso de acuerdo a las especificaciones de la
NOM-243-SSA1-2010, sin comprometer su calidad sensorial.
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Abstract

Introduction: Artisanal cheese produced from unpasteurized milk can harbor pathogens
microorgaisms that can pose serious health risks of the consumers. However, wild starter cultures
from artisanal cheeses can enhance the flavor of cheeses made from pasteurized milk. The aim of
this work was to study the population dynamics for isolate lactic acid bacteria (LAB) from cheese
whey fermented strand (CWFS).

Method: Cheese whey was obtained from the traditional process for making string cheese using
unpasteurized milk (Tuxtepec, Oaxaca, Mexico). For 120 h, aliquots of CWFS were obtained at
different times; they were used to determine the pH of the medium and inoculating selective media
plates of MRS, M17, and Elliker APT. The isolates were characterized morphologically,

biochemically and molecularly.

Results: The population of LAB was modified as a function of time and pH of the medium value
(4.05 to 3.4). Twenty-two catalase negative and Gram-positive strains were isolated. Phylogenetic
analysis (16S rDNA) indicated the presence of four strains of Enterococcus (VD, VH, VL, VB)
and one of Lactobacillus (VK). The VH strain predominated over the other strains and together

strain VK remained throughout the bioprocess.
Discussion or Conclusion: The modification of pH of CWFS allowed to isolate LAB strains, they
could be used as starter cultures for cheese production according to the specifications of the NOM-

243-SSA1-2010 without compromising their sensory quality.

Keywords: population dynamics, lactic acid bacteria, whey, fermentation
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Introduccion

El queso de hebra en la region de la cuenca del Papaloapan (Oaxaca, México) se elabora en areas
antisepticas de casas Yy traspatios con leche sin pasteurizar. EI producto puede estar contaminado
con Listeria monocytogenes, Salmonella typhi, Mycobacterium bovis (causante de la tuberculosis
bovina) y representar un riesgo para la salud. La estandarizacion del proceso con cultivos
iniciadores endémicos a partir del queso o sus subproductos podria contribuir a la obtencién de
queso que cumpla con lo indicado en la norma oficial mexicana NOM-243-SSA1-2010 (Diario
Oficial de la Federacion 2010, 125). En la industria quesera, el suero fermentado con cultivos
indefinidos se utiliza en Francia, Suiza, Italia y otros paises para la produccién artesanal de quesos
Gruyere, Emmental, Grana (Beresford 2001, 259) y Parmesano (Coppola 1997, 305).

La microbiota de diferentes alimentos fermentados son caracterizados con base en su morfologia,
fisiologia, estructura de sus componentes celulares y, recientemente, mediante marcadores
moleculares, como el gen ADNr 16S. Dentro de los consorcios microbianos que se desarrollan en
este tipo de alimentos fermentados se encuentran las bacterias acido lacticas (BAL), como
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei sbp rhamnosus, L. delbrueckii sbp
bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus lactis sbp lactis, L. Lactis sbp. Cremoris,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, Enterococcus faecalis,
E. faecium, y otros (Farnworth 2001, 335). Las BAL proporcionan sabor, textura e incrementan el
valor nutricional de los alimentos, se utilizan en la industria alimentaria como bioconservadores
debido a la produccion de bacteriocinas y otras sustancias que ejercen accién antibacteriana,
ademas, las cepas mencionadas han mostrado caracteristicas nutracéuticas (Palou y Serra 2000, 76;
Vasquez 2009, 64; Shiphrah 2013, 118). Estudios microbioldgicos recientes en quesos frescos de
México: queso de aro (Teotitlan de las Flores, Oaxaca) y queso Oaxaca (de hebra), han revelado
gue estos gquesos contienen una elevada concentracion microbiana: levaduras (9 Logio UFC/Qg),
bacterias de interés industrial (BAL) (35.5 Logio UFC/g), y coliformes (28 Logio UFC/g) (Castro-
Castillo et al., 2013, 107; Gonzalez-Montiel y Franco-Fernandez, 2015, 254). Sin embargo, los
estudios se han efocado principalmente al queso o bien a la cuajada, sin considerar el suero de
leche, por lo que resulta interesante explorar esta matriz para el aislamiento de BAL con la
posibilidad de que estas cepas se utilicen como iniciadores en la elaboracion de quesos frescos a

partir de leche pasteurizada. Considerando lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la
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dinamica poblacional de BAL vy aislarlas a partir de SFQH, con base en sus caracteristicas

morfologicas y moleculares.

Método

El suero se recolect6 al finalizar la produccion de queso de hebra elaborado con leche cruda, se
distribuy6 en dos matraces de 250 mL estériles con tapa de rosca que fueron incubados a 37 °C por
120 h, se colectaron muestras a las 0, 24, 48 y 120 h que fueron utilizadas para determinar el pH;
ademas con éstas se realizaron diluciones decimales en amortiguador de fosfato salino, inoculando
100 pL de cada dilucion decimal, por duplicado, en placas de agar APT (lactobacilos
heterofermentativos y otros microorganismos exigentes), Elliker (Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, lactobacilos homo y heterofermentativos), MRS (lactobacilos) y M17 (estreptococos
lacticos) (Fluka, Alemania). Las placas de agar se sellaron con parafilm e incubaron a 37 °C durante
48 h. El conteo en placa se realiz6 en cajas que contenian entre 30-300 colonias y se reportaron las
UFC mL? y el nimero de colonias. Todas las colonias obtenidas se sometieron a pruebas
microbioldgicas y fueron seleccionadas aquellas con caracteristicas propias de las BAL.: tincion de
Gram (positivo) (Hycel, México), prueba de la catalasa (negativa) (JT Baker, USA), morfologia
colonial (Ramirez-Baca 2009, 14) y celular (cocos y bacilos); y se purificaron en el medio de
aislamiento correspondiente. Las BAL presuntivas se analizaron con pruebas bioquimicas APl 20A
(bioMerieux, Francia) y moleculares. Las galerias APl 20A constan de 20 sustratos deshidratados
que son L-triptéfano (Ind), urea (Ure), D-glucosa (Glu), D-manitol (Man), D-lactosa (Lac), D-
sacarosa (Sac), D-maltosa (Mal), salicina (Sal), D-xilosa (Xyl), L-arabinosa (Ara), gelatina (Gel:
actividad proteasa), esculina (Esc: actividad pB-glucosidasa), glicerol (Gly), D-celobiosa (Cel), D-
manosa (Mne), D-melezitosa (Mlz), D-rafinosa (Raf), D-sorbitol (Sor), L-ramnosa (Rha) y D-
trehalosa (Tre). Para la caracterizacion molecular, el ADN gendmico se extrajo con el kit Ultra
Clean microbial DNA isolation (Mo BIO, USA). El gen ADNr 16S se amplificd con los
oligonucleotidos (UNAM, México) y bajo las condiciones de reaccion reportadas (Weisburg 1991,
697). Los amplicones se purificaron, secuenciaron (Macrogen Inc. Korea) y analizaron bajo el
método de maxima verosimilitud, con el modelo Tamura Nei, y 1500 réplicas de bootstrap (Tamura
2013, 2725). Las secuencias del gen ADNr 16S de las cepas identificadas como BAL fueron
depositadas en la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnological Information) y sus

numeros de registro se reportan entre paréntesis después de cada cepa.
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Resultados

Durante el proceso de fermentacion del suero, en todos los medios de cultivo el mayor recuento
microbiano se observo a las 48 h (Figura 1). EI mayor recuento celular se obtuvo en el medio
Elliker (Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, lactobacilos homo y heterofermentativos),
sequido en orden descendente en los medios MRS (lactobacilos), APT (bacilos
heterofermentativos) y M17 (estreptococos lacticos). Una disminucion del crecimiento se observé

a las 120 h en los medios restantes, con excepcion del medio APT.
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Figura 1. Cinética de crecimiento en diferentes medios de cultivo selectivos durante la fermentacion del
suero de queso. APT (bacilos heterofermentativos), Elliker (Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, lactobacilos
homo y heterofermentativos), MRS (lactobacilos) y M17 (estreptococos lacticos).

La seleccion de 22 aislados de BAL presuntivas se realizé en funcién de la morfologia colonial
especificas para cada grupo microbiano en funcion del medio de cultivo utilizado. El 100% de los
aislados fueron Gram positivo, 86% catalasa negativo y 25% fueron identificados como BAL, de
acuerdo al analisis filogenético del marcador ADNr 16S. La cepa VK (KJ175072) se relaciond
filogenéticamente con el grupo de Lactobacillus (Figura 2, Cuadro 1), ya que se localizé en una

rama aparte.
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Figra 2. Arbol filogenético de la cepa VK aislada durante la fermentacion de SQH.
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Las cepas VD (KJ175073), VH (KJ175075), VB (KJ175076) y VL (KJ175074) se relacionaron

Dinamica poblacional y aislamiento de bacterias acido lacticas en lactosuero fermentado

filogenéticamente con Enterococcus (Figura 3, Cuadro 1).

Cuadro 1. Informacion general de los alineamientos locales de las secuencias obtenidas de los

aislados con la base de datos del GenBank y su nimero de acceso.

Aislado Descripcion Best-hit Cobertura  Identidad Acceso

VK Lactobacillus sp. VK 100% 100% KJ175072.1
Lactobacillus oris strain J-1 100% 99% CP014787.1

VD Enterococcus sp. VD 100% 100% KJ175073.1
Enterococcus faecium isolate EFE10021  100% 99% LN999844.1

VL Enterococcus sp. VL 100% 100% KJ175074.1
Enterococcus faecium isolate EFE10021  100% 99% LN999844.1

VH Enterococcus sp. VH 100% 100% KJ175075.1
Enterococcus faecium isolate EFE10021  100% 99% LN999844.1

VB Enterococcus sp. VB 100% 100% KJ175076.1
Enterococcus faecium strain TS4E3 98% 99% KJ571216.1
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Figura 3. Arbol filogenético de las cepas VB, VD, VH y VL aisladas durante la fermentacion de SQH.
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La dindmica poblacional mostr6 cuatro comportamientos durante la fermentacion (Figura 4). Las
cepas VD y VL estuvieron presentes desde el inicio de la fermentacion y no se detectaron después
de las 24 h. La cepa VH presentd un comportamiento similar a VD y VL hasta las 24 h,
posteriormente su poblacion se incrementd (6 x 10° UFC mL™) hasta el final del bioproceso. La
cepa VB mostrd su maximo crecimiento a las 24 h, posteriormente disminuyo, sin detectarse
después de las 48 h. La poblacion de la cepa VK se incrementd desde el inicio de la fermentacion,
mostrando el méaximo nivel a las 48 h (4 x 10° UFC mL™), disminuyendo en 50 % hacia el final
del bioproceso. Finalmente, la poblacion de la cepa VH fue mas abundante en relacion a las
poblaciones de las otras cepas y junto con la cepa VK estuvieron presentes hasta el final de la
fermentacion. Por otro lado, el pH descendio desde 4.05 hasta 3.4 (cambio de pendiente a las 24
h), debido posiblemente al incremento de la poblacion del aislado VB. Un descenso mas
pronunciado del pH se observé a partir de las 24 h, éste puede asociarse con metabolitos producidos
por los aislados VH y VK. Desde el punto de vista poblacional, el crecimiento de la cepa VB y la
acidificacion del medio de cultivo en las primeras 24 h de fermentacion posiblemente tuvieron un
efecto antagonico sobre el crecimiento de las cepas VD, VL y VH pertenecientes al género
Enterococcus. Posterior a ese tiempo, un segundo incremento de acidez en el medio (cambio mas

pronunciado de pH), afect6 positivamente la presencia de las cepas VH y VK.

12 4.1
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36
I
3.4
3.3
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0 A 3.1
0 24 48 120
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Figura 4. Numero de morfologias coloniales Gnicas.
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Desde el punto de vista metabolico, las cinco cepas fueron capaces de utilizar glucosa, lactosa y
sacarosa. Las cepas VD, VH y VL presentaron el mismo perfil metabdlico (Cuadro 1), indicando
que pertenecen a la misma especie, lo que coincide con el analisis filogenético (Figura 3). Ademas,
las cepas VD, VH, VK y VL fueron capaces de metabolizar mono, di y trisacaridos (enlace o 0 B)
con radicales y polioles como el glicerol y sorbitol. La cepa VB, a diferencia del resto, fue capaz

de hidrolizar esculina, actividad inusual en bacterias de este género (Giraffa 2002, 163).

Cuadro 2. Perfil bioquimico de las cepas aisladas de SQHF.

Sustratos

S -5 @ 38 Q © ® = 8 = O > = £ N & o 8 g
@ = = T © T D> s Qo = O = © o© <

O £E5 060 53 H=HX<<O U O6GOSSa o
VB -+ - 4+ 4+ - - - - -+ - -+ - - -
VD - - + + + + + + 4+ + - - + + 4+ + + + + +
VH - - + + + + + + 4+ + - - + + + + + + + +
VK - - + + + + + + 4+ + - - + + + + + + + +
VL - - + + + + + + + + - - + + + + + + + +

Discusién o Conclusiones

La presencia de Enterococcus en el SFQHF puede indicar contaminacién alimentaria, sin embargo,
su presencia se ha reportado en cultivos iniciadores derivados de suero para la produccién a
pequefia escala de quesos Gruyere, Emmental y Grana (Beresford 2001, 259), también en productos
lacteos artesanales (Dolci 2008, 302), en quesos madurados y salchichas fermentadas (Giraffa
2002, 163; Giraffa 2004, 251). E. faecium y E. faecalis microencapsuladas han sido utilizadas
recientemente como probiéticos en alimentacion humana y animal (Weis 2010, 187; Coeuret 2003,
269). Los lactobacilos como L. casei ssp. Casei, L. paracasei ssp. Paracasei, L. rhamnosus, L.
plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. buchneri, L. curvatus, L. acidophilus y L. pentosus han sido
reportados como BAL no iniciadoras (NSLAB por sus siglas en inglés) debido a su baja poblacion
al inicio de la fermentacion (102 - 10° UFC g), como se observé con la cepa VK (Figura 4)
(Coeuret 2003, 269).

La disminucion del pH en el SFQH, posiblemente se debio a la produccion de acido lactico

proveniente del metabolismo de los aislados mencionados (Shiphrah 2013, 118); siendo ésta la
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causa principal de la modificacion de la poblacion de BAL durante el bioproceso como se mostro
para L. casei (Garcia 2013, 136). Otras variables que pudieron tener un efecto sobre la dindmica
poblacional, son la competencia nutricional o la posible produccion de enterocinas por la cepa VH
(Vasquez 2009, 64) o bacteriocinas por la VK.

La dindmica poblacional de BAL en el SFQH se evalué mediante técnicas microbioldgicas; ademés
se aislaron e identificaron cinco cepas BAL relacionadas con los géneros Enterococcus (VB, VD,
VHy VL) y Lactobacillus (VK) por medio de técnicas moleculares. Las cinco cepas fueron capaces
de utilizar glucosa, lactosa y sacarosa como fuente de carbono. Particularmente las cepas VH y
VK, debido a su resistencia en cultivos con pH acido, podrian utilizarse como iniciadores para la
elaboracion de quesos regionales (fresco y Oaxaca) inocuos que cumplan con las especificaciones
de la NOM-243-SSA1-2010; es decir utilizando leche pasteurizada, pero sin comprometer la

calidad sensorial de estos productos.
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