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INTRODUCCION

Las bifidobacterias, integrantes naturales de la microbiota intestinal, juegan un rol
importante en el mantenimiento de la salud del hospedador. Si bien numerosos estudios
hacen referencia a bifidobacterias aisladas del tracto intestinal humano, aquellos
referentes a bifidobacterias en primates no humanos son muy escasos. Debido a ello, el
estudio de la diversidad de las bifidobacterias en el tracto intestinal y las heces y el
aislamiento de diferentes ambientes resulta muy interesante. Frente a la escasez de
cepas de bifidobacterias para uso comercial (las existentes fueron aisladas del tracto
intestinal humano), es necesario disponer de nuevas cepas correctamente identificadas y
caracterizadas, con potencial no solo funcional sino también tecnolédgico, para el
desarrollo de nuevos cultivos probidticos.

OBJETIVOS

El objetivo del trabajo fue evaluar el potencial tecnolégico de especies de bifidobacterias
inexistentes hasta el momento, para su potencial uso como probidticos en alimentos. Los
objetivos particulares fueron: evaluar la tolerancia de las cepas al oxigeno, temperatura, la
capacidad de sobrevida durante el almacenamiento congelado y la capacidad de
sobrevida en leche acidificada y almacenada a 4°C durante 21 dias.

METODOLOGIA

Cepas: se utilizaron 4 cepas de nuevas especies de bifidobacterias aisladas en lItalia a
partir de heces de monos recién nacidos: Bifidobacterium aesculapii MRM3/1 y MRM4/2 y
B. aerophilum TRE26 y B. avesanii TREC (Michelini y col., 2015; Modesto y col., 2014).
Ademas se utiliz6 la cepa B. animalis subsp. lactis INL1 (aislada en el INLAIN a partir de
leche materna humana y previamente caracterizada, Zacarias y col.,, 2011) y la cepa
probidtica comercial B. animalis subsp. lactis Bb12. Para las cepas de nuevas especies de
bifidobacterias se observaron las caracteristicas macroscépicas de las colonias y la
morfologia celular por microscopia éptica (100X).
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Caracterizacion tecnolégica. Se determind la tolerancia de las cepas al oxigeno, la
resistencia al almacenamiento congelado, la resistencia térmica y a la acidez.

Tolerancia al oxigeno: a partir de cultivos overnight de las cepas (20 hs de incubacion,
37°C, anaerobiosis) en caldo MRSc (MRS + 0,1% cisteina), se inoculé (1% v/v) caldo
MRSc y se incub6 durante 24 hs, simultaneamente en aerobiosis y en anaerobiosis. Se
calculé el porcentaje de crecimiento segun: % Crecimiento = DO,/DO,4,*100. Los ensayos
se realizaron por duplicado.

Resistencia al almacenamiento congelado: Cultivos overnight de las cepas en caldo
MRSc fueron centrifugados (224424 x g, 8°C, 45 min), lavados con buffer PBS (pH 7,2) y
resuspendidos en leche descremada estéril 20% (p/v). Se prepararon alicuotas y se
conservaron a -20 y -70°C. Se determin0 la viabilidad celular mediante recuentos a tiempo
inicial, 15, 30, 60 y 120 dias en agar MRSc (37°C, 48 hs, anaerobiosis).

Resistencia térmica: Cultivos overnight de las cepas en caldo MRSc fueron
centrifugados, lavados con buffer PBS y resuspendidos en un volumen determinado de
buffer PBS o en leche descremada estéril 10% (p/v) con el objetivo de que la
concentracion de todas las cepas fuera de aproximadamente 2x10° UFC/ml. Las
suspensiones celulares se alicuotaron (1 ml) y se colocaron en bafio de agua a 50 o0 60°C
durante 10 min. Inmediatamente la muestra fue enfriada en bafio de hielo. Se determind la
resistencia térmica mediante recuentos en agar MRSc (37°C, 48 hs, anaerobiosis) antes y
luego del tratamiento térmico. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Resistencia a la acidez: Cultivos overnight de las cepas en caldo MRSc fueron
centrifugados, lavados con buffer PBS y resuspendidos en leche descremada estéril 10%
(p/v) a pH 6,5 o acidificada con &cido lactico a pH 4,5 y 5,0. Para todas las cepas se
realizaron las diluciones correspondientes para que la concentracion inicial fuera de
aproximadamente 2x10® UFC/ml. Se realizaron alicuotas de 12 ml (en tubos llenos, sin
camara de aire) y se almacenaron durante 21 dias a 4°C. Se determind la viabilidad de las
bifidobacterias a tiempo = 0, 7, 14 y 21 dias mediante recuento en agar MRSc (37°C, 48
hs, anaerobiosis).

RESULTADOS

Cepas. Caracteristicas macroscdépicas y morfologia celular

Ambas cepas de B. aesculapii presentaron una colonia blanca, cremosa, de bordes
regulares. Al microscopio Gptico se observd una morfologia celular poco frecuente para
bifidobacteria, con forma de “serpiente enrollada” lo que dio origen a su nomenclatura
(Aesculapius: Dios romano de la medicina). B. aerophilum TRE26 presenté colonias
heterogéneas (colonias beige y blancas) y B. avesanii TREC colonias beige, cremosas
con una superficie muy sobre elevada. Al microscopio Optico se observan células
irregulares con varias bifurcaciones en la cepa B. a. TRE26 y células bifurcadas
predominantemente en forma de Y para la cepa B. a. TREC.

Tolerancia al oxigeno

Las bifidobacterias se caracterizan por ser microorganismos anaerobios, sin embargo
algunas de ellas presentan cierta tolerancia al oxigeno.

La tolerancia al oxigeno fue variable segun la cepa estudiada. Las 2 cepas de referencia
(B. lactis INL1 y B. lactis Bb12) al igual que B. aerophilum TRE26 y B. avesanii TREC
presentaron elevada tolerancia al oxigeno con una sobrevida del 96%, 92%, 95% y 96%,
respectivamente. Sin embargo, las 2 cepas de B. aesculapii fueron mas susceptibles, con
una sobrevida del 57% (B. a. MRM4/2) y 22% (B. a. MRM3/1).



Resistencia al almacenamiento congelado

La resistencia de las cepas al almacenamiento congelado fue satisfactoria a -70°C, siendo
la cepa mas sensible B. aesculapii MRM3/1 (pérdida de viabilidad de 1,35 6rdenes log
UFC/ml luego de 120 dias). Ambas cepas de referencia (B. lactis INL1 y Bb12) al igual
que las cepas de B. avesanii TREC y B. aerophilum TRE26 practicamente no perdieron
viabilidad durante 4 meses de almacenamiento a -70.

A -20°C (120 d) la pérdida de viabilidad fue entre 2,7 y 3,5 6rdenes log para las 4
bifidobacterias aisladas de mono. En la Figura 1 se observan los resultados obtenidos.
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Figura 1. Recuento celular (log UFC/mI) durante el almacenamiento por 120 dias a -20°C
(izquierda) y -70°C (derecha).

Resistencia térmica

En la Tabla 1 se observa la pérdida de viabilidad celular (A log UFC/ml + SD) de las cepas
resuspendidas en PBS y en leche 10% mantenidas a 50°C durante 10 min.

La resistencia térmica de las cepas fue satisfactoria a 50°C durante 10 min, no asi a 60°C
(no se muestran los datos). Las cepas mas termorresistentes a 50°C fueron B. lactis INL1,
B. lactis Bb12, B. aesculapii MRM3/1 y B. avesanii TREC. La cepa mas termosensible fue
B. aerophilum TRE26.

Tabla 1. Resistencia térmica (muerte celular A log UFC/ml + SD) de las cepas a 50°C durante 10
minutos.

Muerte celular (A log UFC/ml)
S PBS Leche 10% (p/v)
B. lactis INL1 0,12+ 0,21 0,02 + 0,07
B. lactis Bb12 0,84 + 0,01 0,06 + 0,00
B. aesculapii MRM3/1 0,21 + 0,35 0,13+0,42
B. aesculapii MRM4/2 0,38 + 0,22 0,91 +0,17
B. avesanii TREC 0,07 +0,11 0,15+ 0,09
B. aerophilum TRE26 1,44 + 0,17 0,70+ 0,04




Resistencia a la acidez:

En leche acidificada a pH= 5 se observa que hubo menor pérdida de viabilidad que
cuando las cepas se almacenaron en leche a pH mas &cido (pH = 4,5), es decir que un
cambio de 0,5 puntos de unidades de pH, mejora la viabilidad de las cepas durante la
conservacion En las Figura 2 se observan los resultados obtenidos. B. aesculapii MRM3/1
fue la cepa mas resistente durante el almacenamiento en leche a pH 4,5 con pérdida de
viabilidad de 4,5 6rdenes log. La cepa mas sensible fue B. avesanii TREC.
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Conclusién: La caracterizacion tecnologica preliminar de las cepas de bifidobacterias
aisladas de heces de monos recién nacidos resultd alentadora para algunas de ellas,
dependiendo de la actividad realizada. Si bien se necesitan mayor cantidad de estudios,
es evidente la importancia de la caracterizacion tecnoldgica de las cepas y la seleccion
del alimento adecuado para su incorporacion. No obstante, siempre resulta muy alentador
e importante contar con nuevos aislamientos autéctonos que podrian ampliar el elenco de
cepas para uso industrial.
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