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Resumen

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos considerados GRAS
(Reconocidas Generalmente como Seguras) segun la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA). Se clasifican dentro del phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales y se encuentran habitualmente en vegetales, productos lacteos,
alimentos fermentados y en el tracto gastrointestinal humano y de animales. Dentro
de este grupo existen varios géneros utilizados en la industria alimentaria como
“starters” y/o probidticos, entre ellos Lactobacillus, recientemente reclasificado en 25
nuevos generos, y Leuconostoc. Segun la Food and Agriculture Organization/World’s
Health Organization (FAO-OMS) los probidticos son microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud
del consumidor. Entre los efectos beneficiosos que se atribuyen a los probioticos se
incluyen la regulacién del equilibrio microbiano en el tracto gastrointestinal, reduccion
del colesterol, alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa, reduccion de cancer
de colon, mejora de la biodisponibilidad de los nutrientes, incremento de la respuesta
inmunoldégica y aumento de la absorcion de calcio. Tradicionalmente estos
microorganismos fueron utilizados por la industria alimentaria en la elaboracién de
alimentos lacteos y carnicos, dejando excluidos de sus beneficios, por consiguiente,
a los consumidores veganos, vegetarianos, intolerantes a la lactosa, o con dietas
exentas de colesterol. No obstante, actualmente se comenz6 a utilizar cultivos
iniciadores en la fermentacion de matrices vegetales y rapidamente convirtieron en
una alternativa prometedora, ya que pueden proveer compuestos nutricionales y una
microbiota beneficiosa al consumidor. En los ultimos afios se ha observado creciente
interés de los consumidores por alimentos funcionales con probidticos, debido a sus
beneficios para la salud. En Argentina, el consumo de estos sélo esta asociado a
productos lacteos, principalmente el yogurt. Por lo cual, la oferta de alimentos
funcionales de matrices vegetales brindaria nuevas opciones a los consumidores.

El objetivo principal del trabajo fue la seleccion de BAL con potencial capacidad
probidtica para producir alimentos vegetales fermentados en procesos controlados,
gue den origen a productos de calidad estable y con propiedades beneficiosas para
la salud. Se evalu6 el potencial probiético, la seguridad y las propiedades
tecnoldgicas de 11 cepas de Lactiplantibacillus y cuatro de Leuconostoc aisladas de
fermentaciones espontaneas de brasicaceas, pertenecientes al Cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana (LBB) (FCNyCS — UNPSJB, Sede Trelew).

Las cepas de Lactiplantibacillus argentoratensis (RCTwl11ll y PCTw261) y L.
plantarum (AKTw180 y AKTw335) demostraron resistencia a las condiciones
imperantes en el tracto gastrointestinal mediante la simulacion in vitro. Tres cepas de
L. argentoratensis (RBTw102, RBTw249 y PCTw270) y dos de L. plantarum
(RCTw106 y RBTw256) no exhibieron resistencia a pH 2,5; sin embargo, fueron
capaces de resistir una concentracion de bilis de 1%. Diez cepas de
Lactiplantibacillus spp. presentaron actividad inhibitoria contra Listeria sp. y
Lactococcus lactis mediante la técnica de difusion en placa. Sin embargo, no
presentaron actividad inhibitoria contra los microorganismos Gram positivos Yy



negativos evaluados mediante la técnica de la doble capa. Esto puede deberse a
gue en un medio de cultivo liquido la produccion de metabolitos como las
bacteriocinas es mayor que en un medio sélido y, ademas su difusion es menor.
Posteriormente se evalué mediante PCR la presencia de seis plantaricinas en las
cepas con actividad inhibitoria. Las plantaricinas EF, K, A, C y N se detectaron en
nueve cepas, mientras que el gen pinJ solo en seis de ellas; L. plantarum RCTw106
exhibié resultados negativos. Luego, se determin6 que las cepas de BAL resultaron
compatibles entre si debido a que ninguna inhibio el crecimiento de la otra mediante
el ensayo de difusion en placa

Se observé una capacidad de autoagregaciéon mayor en cuatro cepas estudiadas:
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100, L. pentosus AKTw332, L.
plantarum AKTw180 y AKTw335 (p < 0,01), superando el 60%. Respecto a la
capacidad de co-agregacion, ocho cepas de Lactiplantibacillus spp. y dos de
Leuconostoc spp. exhibieron una capacidad mayor al 60% con Escherichia coli
ATCC 25922 (p < 0,01). Mientras que, frente a Staphylococcus aureus ssp. aureus
ATCC 25923 la cepa L. plantarum AKTw335 presentd una capacidad de co-
agregacion mayor al 90% (p < 0,01). Mediante el método de adhesién a solventes no
polares se evaludé la hidrofobicidad de las superficies celulares. En general, se
observé que las cepas de Lactiplantibacillus spp. exhibieron un mayor caracter
hidrofobico al compararlas con las de Leuconostoc spp. En particular, las cepas L.
pentosus AKTw332 y L. plantarum AKTw335 resultaron fuertemente hidrofobicas,
mientras que L. argentoratensis PCTw270, L. plantarum RCTw106 y AKTw180
exhibieron una hidrofobicidad moderada (= 41,86%) (p < 0,01). Se observé la misma
tendencia respecto a la actividad [3-galactosidasa, las cepas de Lactiplantibacillus
spp. exhibieron mayor actividad que las de Leuconostoc spp. (p < 0,01). No
obstante, se obtuvieron diferencias significativas entre las cepas de
Lactiplantibacillus spp. estudiadas, de las cuales siete presentaron una actividad
mas elevada (p < 0,01). Por otro lado, se evalud la seguridad de las BAL, ninguna de
las cepas analizadas present6 actividad gelatinasa o hemdlisis, condicion sine qua
non para su utilizacion como starter en la industria alimentaria. Luego, se determiné
de forma cualitativa la produccion de aminas biégenas por parte de las BAL
seleccionadas. Se determiné que las cepas no exhibieron produccion de tiramina ni
cadaverina, sin embargo, todas resultaron positivas para histamina.

Por otra parte, se evalué la sensibilidad a los antimicrobianos siguiendo las
recomendaciones del Clinical Laboratory Standars Institute y respetando los puntos
de corte establecidos por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria. Todas las
BAL mostraron sensibilidad a gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina
y clindamicina, mientras que, las cuatro cepas de Leuconostoc sp. y L. plantarum
RCTw106 exhibieron sensibilidad a tetraciclina. No obstante, frente al cloranfenicol y
a la ampicilina todas las cepas de BAL resultaron resistentes. A futuro se debera
evaluar el tipo de resistencia mediante pruebas genéticas para determinar si
representan un riesgo para la salud del consumidor.

Posteriormente, se evaluaron las propiedades tecnoldgicas de las BAL; 14 cepas
exhibieron produccion de exopolisacaridos mediante el método en placa, solo la



cepa L. pentosus AKTw332 mostrdé resultados negativos. En el ensayo de
solidificacion de leche a 37 °C con diferentes porcentajes de sacarosa del 20%, 10%,
5% y 0%, se obtuvo que 14, 13, 12 y 11 cepas lograron solidificar completamente el
medio, respectivamente; en el Ultimo caso solo fueron representantes del género
Lactiplantibacillus. Mientras que, a 18 °C, solo cuatro cepas exhibieron una
solidificacion completa de la leche, AKTw112 y AKTw180 con 10% y RBTw249 y
PCTw261 con 20% de sacarosa, todas pertenecientes al género Lactiplantibacillus.
Sin embargo, ninguna cepa exhibié una solidificacion completa de la leche
suplementada con 5% y 0%. Los resultados de capacidad antioxidante evaluada
mediante reduccion del radical libre 2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) mostraron
gue las cepas de Leuconostoc presentaron una actividad menor que las de
Lactiplantibacillus (p < 0,01). Sin embargo, con el ensayo de capacidad antioxidante
sobre el cobre (CUPRAC) no se observo diferencia entre los géneros (p > 0,01); las
cepas de Lactiplantibacillus RBTW102, RCTw106, RCTw111l y AKTw180 exhibieron
una capacidad significativamente mayor (p < 0,01). Los métodos utilizados
exhibieron resultados diferentes entre los géneros evaluados, esto podria ser
consecuencia de los distintos sistemas de barrido de radicales que presentan los
microorganismos y el mecanismo de deteccion de las técnicas.

Es importante destacar que, en comparacion con las fermentaciones de base lactea,
las que usan vegetales como materia prima se encuentran aun sub-exploradas y
representan nichos ecoldgicos muy valiosos para el aislamiento de microorganismos
con potencial tecnolégico y/o probiotico. Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que el aislamiento de cepas y su posterior estudio de propiedades
fisiologicas y/o metabdlicas podrian constituir una herramienta valida para la
seleccidon de BAL utilizables en la fermentacion controlada de vegetales.

Introduccion

Las bacterias acido lacticas (BAL) son Gram-positivas, no formadoras de esporas,
anaerobias estrictas o facultativas, con morfologia de coco o bacilo que producen
acido lactico como producto principal de la fermentaciéon (Quinto et al. 2014).
Taxondmicamente se ubican dentro del phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden
Lactobacillales y algunos géneros pertenecientes a este grupo son Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Weisella, Lactobacillus, Lactiplantibacillus,
Lacticaseibacillus, entre otros (Quinto et al. 2014, Konig & Frohlich 2017, Zheng et
al. 2020). Habitan principalmente en plantas en descomposicion, productos lacteos,
alimentos fermentados de todo tipo y en el tracto gastrointestinal de animales,
incluido el humano. La mayoria de los representantes de este grupo bacteriano no
son patégenos, tienen estatus GRAS (Reconocidas Generalmente como Seguras)
segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). Mdltiples especies de
BAL son utilizadas en la industria alimentaria formando parte de cultivos iniciadores
o “starters” y probioticos (Konig & Frohlich 2017).



Géneros estudiados

Los microorganismos antiguamente clasificados como Lactobacillus son los mas
utilizados en la industria alimentaria, este género estaba compuesto por 262
especies y presentaba una gran diversidad feno y genotipica, asi como también
ecoldgica. Se caracterizan por ser bacilos Gram-positivos inmoviles, no formadores
de esporas, anaerobios o anaerobios facultativos y fermentadores (homo o
heterofermentadores) (Slover & Danziger 2008). Otro género de importancia para la
industria alimentaria es Leuconostoc (Shin & Han 2015), conformado actualmente
por 17 especies. Los microorganismos pertenecientes a este género presentan
morfologia de bacilos o cocobacilos, son heterofermentadores estrictos, no moviles y
anaerobios facultativos. Se los encuentra en la vegetacion, fermentos, ensilados y
en productos lacteos por contaminacion (Hemme & Foucaud-Scheunemann 2004,
Shin & Han 2015).

Recientemente se realiz6 una revisidn taxondmica de ambos géneros, ubicando al
género Leuconostoc dentro de la familia Lactobacillaceae y dividiendo el género
Lactobacillus en 25 géneros (Zheng et al. 2020). De acuerdo a esta nueva
clasificacion, en este trabajo se estudiaron especies pertenecientes al nuevo género
Lactiplantibacillus, el cual esta compuesto por 17 especies (Liu & Gu 2020, Zheng et
al. 2020).

Las especies reclasificadas en el género Lactiplantibacillus son bacilos
homofermentadores, capaces de fermentar una amplia variedad de carbohidratos,
entre ellos glucosa, lactosa, ribosa, arabinosa, sucrosa, xilosa, rafinosa, celobiosa,
etc. (Konig & Frohlich 2017). La mayoria de las cepas de este género son capaces
de metabolizar &cidos fendlicos mediante actividad esterasa, descarboxilasa y
reductasa. La esterasa facilita la extraccion de flavonoides al degradar la matriz de la
pared celular vegetal. En cambio, la descarboxilasa actia sobre acidos
hidroxibenzoicos, mediante su actividad de descarboxilacion (Mufioz et al. 2017),
mientras que la reductasa permite la metabolizacion de estos mismos compuestos,
pero por reduccion (Rodriguez et al. 2008). Al ser capaces de metabolizar diversos
azUcares y compuestos presentes en alimentos, se los encuentra principalmente en
este tipo de ambientes. También pueden estar presentes en otros habitats y son
parte de la microbiota intestinal de mamiferos, debido a esto se caracterizan por
presentar un comportamiento ubicuo (Zheng et al. 2020).

Alimentos funcionales

El concepto de alimento funcional surgié por primera vez en Japon en la década del
‘80, cuando se iniciaron una serie de investigaciones enmarcadas en un gran
proyecto de gobierno, cuyo proposito fue conocer otras funciones de los alimentos,
ademas de la principal funcion nutritiva (Saito 2007). Este proyecto definidé por
primera vez el concepto de alimento funcional. En general se define que los
alimentos deben tener tres funciones: la primera es "nutricional”, esencial para la



supervivencia del individuo. La segunda es una funcién "sensorial”, esto es que su
consumo produzca una sensacion placentera a partir de su sabor, olor, textura, entre
otras. La tercera es una funcion "fisiolégica" con lo cual el alimento debe producir un
efecto favorable en la nutricidn, el biorritmo, el sistema nervioso, en la capacidad de
defensa corporal, entre otras, de quien lo consume.

Los alimentos funcionales son y deben ser alimentos, no medicamentos, los
beneficios se pueden comprender gracias a sus efectos profilacticos, no terapéuticos
(Doyon & Labrecque 2008). Para que un alimento pueda ser considerado funcional,
debe demostrar que posee un efecto benéfico sobre una o varias funciones
especificas del organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales. Esto
significa que estos alimentos deben contener, necesariamente, alguno de los
llamados componentes o ingredientes funcionales, entre los cuales pueden
mencionarse como ejemplos: vitaminas, minerales, antioxidantes, fibra dietaria, etc.
Por lo expuesto, son alimentos que pueden ser facilmente incorporados en la dieta
normal de una persona y su consumo habitual es suficiente para obtener beneficios.
Actualmente la demanda de estos alimentos que promueven la salud ha ido en
aumento (Tokath et al. 2015); en particular los probiéticos han recibido una atencion
considerable en los ultimos afios (Argyri et al. 2013).

Probioticos

Si bien los probiéticos se han utilizado por décadas, el concepto ha ido
evolucionando con el paso del tiempo y la investigacién (Soccol et al. 2010). El
término se utilizd por primera vez en 1965, haciendo referencia a “sustancias
secretadas por un microorganismo para estimular el crecimiento de otro” (Lilly &
Stillwell 1965). En 1974, se propuso que los probidticos eran “organismos y
sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal” (Parker 1974).
Definiciones mas modernas hablan de “alimentos que contienen bacterias vivas
beneficiosas para la salud” (Salminen et al. 1998) o “preparados microbianos o
componentes de células microbianas que tienen un efecto beneficioso para la salud”
(Marteau et al. 2001). Una definicion més precisa fue la propuesta por Charteris et al.
(1997), que establecio que los probioticos eran “microorganismos que, cuando se los
ingiere, podrian tener un efecto preventivo o tratar una condicién patoldgica
especifica”. Sin embargo, la definicibn mas aceptada ha sido la propuesta por la
FAO-OMS (Food and Agriculture Organization/World’s Health Organization Working
Group 2002), segun la cual los probidticos son "microorganismos vivos que, cuando
se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
consumidor”. La mayor parte de los microorganismos considerados probi6ticos son
BAL, principalmente especies pertenecientes al género Lactobacillus (antigua
clasificacion) y Pediococcus (Beganovi¢ et al. 2011, Zheng et al. 2020). Otros
ejemplos de organismos probidticos son las bifidobacterias y levaduras (Soccol et al.
2010).



Las dos fuentes principales de microorganismos probiéticos son el tracto
gastrointestinal humano y productos lacteos fermentados. Sin embargo, otras
fuentes, como los alimentos de origen vegetal, representan alternativas importantes,
ya que las cepas aisladas de éstos pueden ser mas viables y utiles para su
aplicacion en productos probidticos no lacteos (Peres et al. 2012, Fontana et al.
2013).

Efectos beneficiosos del consumo de probiodticos

Entre los efectos beneficiosos que se atribuyen a los probidticos se encuentra la
regulacion del equilibrio microbiano en el tracto gastrointestinal, reduccion del
colesterol, alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa, reduccion de cancer de
colon, mejora de la biodisponibilidad de los nutrientes, incremento de las respuesta
inmunolégica y aumento de la absorcion de calcio (Argyri et al. 2013, Touret et al.
2018). Estos beneficios se deben principalmente a la capacidad de adhesion a las
paredes del intestino, la actividad antioxidante y la produccion de distintas
sustancias como bacteriocinas, exopolisacaridos (EPS) y B-galactosidasa (B-gal)
(James & Wang 2019).

La produccion de bacteriocinas es considerada una de las principales caracteristicas
de los probidticos, ya que se trata de compuestos capaces de inhibir varios grupos
indeseables de microorganismos. Las bacteriocinas son producidas por algunos
grupos de bacterias Gram-negativas y positivas, entre ellas las BAL. Estas ultimas
tienen la capacidad de inhibir un diverso grupo de patdégenos gastro-intestinales y/o
microorganismos contaminantes de alimentos. Segun Mokoena (2017) las
bacteriocinas se clasifican en cuatro clases diferentes:

e Clase I: son lantibiéticos, moléculas altamente modificadas, termoestables,
con 20 a 30 residuos de aminoacidos llamados lantibiéticos y de un tamafio
menor a 5 kDa.

e Clase Il: son péptidos no modificados, termoestables, con 30 a 70 residuos de
aminoacidos no lantibidticos y de un tamafio menor a 5 kDa. La clase Il ha
sido dividida en cinco subclases (lla, llb, lic, 1id, lle), donde las bacteriocinas
de la subclase lla son las mas estudiadas y son producidas por una amplia
variedad de géneros de BAL. Estas moléculas presentan actividad inhibitoria
contra patdgenos transmitidos por alimentos, especialmente Listeria
monocytogenes.

e Clase lll: proteinas de gran tamafio (mayor a 30 kDa) y no termoestables.

e Clase IV: péptidos ciclicos que no poseen modificaciones post-traduccionales
y son termoestables.

Por otro lado, la actividad antioxidante reduce la reaccion inflamatoria del intestino,
disminuyendo asi el riesgo de varias enfermedades gastrointestinales. Los
probidticos pueden realizar esta actividad mediante regulacion enzimatica,
eliminacién de radicales libres y/o reduccién de iones metalicos. Estos mecanismos



involucran enzimas antioxidantes, EPS y diferentes metabolitos bacterianos.
Ademés, los organismos probidticos presentan directamente una funcion
antioxidante, ya que su colonizacion intestinal produce una modulacion de la
microbiota, evitando la proliferacién de patégenos que estimulan la produccion de
radicales libres en el epitelio del mismo (Feng & Wang 2020).

Algunos microorganismos pueden sintetizar extracelularmente polimeros de
monosacaridos, conocidos como polisacaridos exocelulares o EPS. Segun su
composicion quimica y su modo de sintesis, los EPS de las BAL se dividen en
homopolisacaridos, los cuales estan compuestos por un Unico tipo de monosacarido
como el dextrano, y los heteropolisacaridos que estan constituidos por dos o mas
tipos de monosacéridos y acido glucénico (Ross et al. 2002). Los EPS ademas de
presentar actividad antioxidante, permiten la adhesién a la pared intestinal, la auto y
co-agregacion (Wang et al. 2019). Las BAL pueden secretar estas sustancias al
medio extracelular o presentar estas moléculas en sus paredes celulares en forma
de capsula, lo que les permite interactuar con otras superficies celulares y adherirse
a ellas. En la industria alimentaria la produccion de EPS es una caracteristica
aplicable de las BAL, debido a la influencia que ejercen sobre las propiedades
reologicas. En particular estas sustancias se utilizan como agentes gelificantes,
biosurfactantes, bioestabilizadores y bioemulsificantes, confiriéndoles caracteristicas
deseables a los alimentos (Wang et al. 2019).

La intolerancia a la lactosa es una afeccion producida por la mala absorcién de este
azucar debido a bajos niveles de B-gal (E.C. 3.2.1.23). Este problema fisiol6gico
afecta a millones de personas alrededor del mundo, aproximadamente el 75% de la
poblacion mundial tiene mala absorcion, influenciada principalmente por factores
étnicos (Gomes et al. 2018). La presencia de lactosa en la luz del colon provoca su
fermentacion por los microorganismos intestinales, produciendo hidrogeno, didxido
de carbono y gas metano. Ademas de eliminar o reducir la lactosa de los productos
lacteos para personas intolerantes, esta enzima presenta ventajas nutricionales y
tecnolégicas como la produccion de galactooligosacaridos (Wichienchot et al. 2016)
y el aumento de cremosidad y dulzura en productos alimenticios. Esto se debe a que
la glucosa y la galactosa presentan mayor poder endulzante en comparacion con la
lactosa y ademas se absorben mas facilmente.

La FAO y la OMS han establecido que las principales pruebas in-vitro utilizadas
actualmente para el estudio de cepas con potencial probiético son la resistencia a la
acidez gastrica y a los acidos biliares, adherencia a la mucosa y/o células epiteliales
humanas, produccién de metabolitos con actividad antimicrobiana, capacidad para
reducir la adhesion de patdgenos a las superficies, entre otras (FAO/WHO Working
Group 2002).
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Alimentos fermentados

La fermentacion de alimentos se ha realizado desde la prehistoria, con el objetivo de
preservar alimentos perecederos o por motivos religiosos, como es el caso de varias
bebidas alcohdlicas. A lo largo de la historia y alrededor del mundo se han
consumido diferentes fermentos, desde bebidas alcohdlicas, como ya se menciong,
hasta panes, leches fermentadas, cereales, jugos frutales, cacao, condimentos,
fermentos vegetales, como el kimchi y el chucrut, entre otros. En la actualidad
también se utiliza la fermentacion para reducir el tiempo de coccion, mejorar las
caracteristicas organolépticas y/o mejoramiento de la nutricién (Paramithiotis et al.
2017, Schneier 2020).

En Argentina, y gran parte de occidente, se consumen principalmente alimentos
lacteos fermentados, aplicAndose tradicionalmente en la elaboracion de estos
productos especies probidticas, siendo el yogurt el principal vehiculo de las mismas
(Beganovi¢ et al. 2011, Vinderola & Weill 2020). Sin embargo, actualmente se esta
introduciendo su uso cada vez mas en bebidas y vegetales fermentados como
cultivos iniciadores funcionales (Beganovic et al. 2011), siendo este tipo de alimentos
fermentados novedosos en nuestro pais. A diferencia de los paises asiaticos donde
el consumo de legumbres y vegetales fermentados es histérico, siendo ejemplo de
ello el miso y el kimchi, respectivamente. En estos paises, el consumo de productos
lacteos es lo novedoso, ya que llegaron a oriente en la modernidad (Schneier 2020,
Vinderola & Weill 2020).

Relevancia del estudio

Durante los ultimos afios, ha tomado una especial dinamica el estudio de los
procesos fermentativos sobre matrices vegetales dentro de las cuales, las
brasicaceas (repollo blanco, repollo rojo, col china, etc.) se han transformado en el
modelo a investigar (Seong et al. 2016, Wiczkowski et al. 2016). Todas sus
variedades son ricas en compuestos antioxidantes (polifenoles, flavonoides, taninos,
antocianinas, etc.) que tienen la propiedad de reducir o eliminar a especies reactivas
de oxigeno, las cuales se vinculan directamente con el envejecimiento celular,
enfermedades inflamatorias crénicas y degenerativas, cancer, etc. (de Pascual-
Teresa & Sanchez-Ballesta 2008).

Actualmente, existen estudios que demuestran que los vegetales fermentados
podrian actuar como posibles fuentes de cepas de BAL con potencial probiotico
(Beganovic et al. 2011, Tokatli et al. 2015, Saez et al. 2018); en particular el chucrut,
un producto vegetal que resulta de la fermentacion espontanea de repollo en
condiciones anaerdbicas después de la adicion de sal (Touret et al. 2018). La
fermentacion se produce en el transcurso de varias semanas, a temperaturas
comprendidas entre 15-20 °C, y se realiza mediante una sucesion microbiana,
caracterizada por dos fases: una heterofermentativa dominada por la especie
Leuconostoc mesenteroides, seguida de una homofermentativa donde destaca la
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presencia Lactiplantibacillus plantarum (Zabat et al. 2018). Si bien estas bacterias
son las especies predominantes involucradas en la fermentacién de chucrut, existen
otros microorganismos presentes que pueden ser importantes, principalmente otras
especies de Leuconostoc y Lactiplantibacillus, como asi también Pediococcus y
Weissella (Zabat et al. 2018).

La inclusion de este tipo de alimentos al mercado ofrece una alternativa a los
consumidores veganos, vegetarianos, intolerantes a la lactosa, o con dietas exentas
de colesterol; posibilitandoles la incorporacion de productos ricos en compuestos
nutricionales y una microbiota beneficiosa. Ademas, pueden resultar atractivos para
el resto de la poblacién en general, como una nueva forma rapida de incorporar
frutas y vegetales, cuyo consumo ha disminuido en el pais. En cambio, el consumo
de carnes rojas, alimentos ultra procesados, con alto contenido de azucar, sal,
grasas y alimentos listos para consumir ha aumentado (Zabat et al. 2018). Por ello,
la dieta de la poblacién argentina se ha vuelto baja en fibras, lo que tipicamente se
asocia con enfermedades no transmisibles como algunos tipos de tumores solidos,
en particular el cancer colorrectal, enfermedades hormono-dependientes, como la
diabetes tipo I, y enfermedades cardiovasculares (Castafiola et al. 2004).

En los ultimos afios, se ha observado una creciente demanda de alimentos capaces
de proporcionar bienestar y promover la salud. Esto ha impulsado a la industria
alimentaria a buscar y desarrollar productos con propiedades funcionales que
cumplan con tales exigencias. Las BAL son los microorganismos mas comunmente
usados como probidticos; su capacidad metabdlica les permite la utilizacién de
distintos sustratos con la consecuente produccion de metabolitos bioactivos. Su
presencia es comun en los alimentos fermentados y su vinculacibn con su uso
histérico a lo largo de la civilizacion ha contribuido a su aceptacion para el consumo
humano.

En nuestro pais el consumo de probidticos sélo esta asociado a productos lacteos,
por lo que se podria inferir que la oferta de alimentos funcionales bajo la
presentacion de matrices vegetales brindaria nuevas opciones a los consumidores.
Por lo expuesto, resulta de interés y relevancia establecer procedimientos
estandarizados para la seleccion de cepas de BAL aisladas de fermentaciones
espontaneas de brasicaceas con potencial tecnolégico y/o probidtico para que
puedan ser empleados como cultivos iniciadores comerciales para la elaboracion de
vegetales fermentados.

Objetivos

Objetivo general

Debido a la relevancia de los probidticos para la salud humana, es importante
identificar candidatos bacterianos con potencial para su uso en productos
alimenticios alternativos como los vegetales. En este contexto, el objetivo principal
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del trabajo fue la seleccion de BAL con potencial capacidad probidtica para producir
alimentos vegetales fermentados en procesos controlados, que den origen a
productos de calidad estable y con propiedades beneficiosas para la salud.

Objetivos especificos

o Seleccionar de la coleccion de BAL del Laboratorio Biotecnologia
Bacteriana (FCNyCS, Sede Trelew, UNPSJB) cepas con capacidad
funcionales y/o tecnoldgicas comprobadas en estudios anteriores.

o Evaluar la capacidad de las BAL de resistir al transito gastrointestinal
mediante simulaciones in-vitro.

o Evaluar la actividad antimicrobiana de las BAL contra microorganismos
patégenos y/o contaminantes de alimentos.

o Determinar mediante cebadores especificos los genes de bacteriocinas de
las BAL con capacidad inhibitoria.

o Evaluar las caracteristicas de las superficies celulares de las BAL
mediante ensayos de adhesidn a solventes organicos.

o Evaluar la capacidad de autoagregacidbn y co-agregacion contra
microorganismos Gram positivos y negativos de coleccion.

o Evaluar la actividad B-gal in-vitro de las cepas de BAL seleccionadas.

o Evaluar la seguridad de las cepas de BAL seleccionadas.

o Evaluar la produccion de EPS de las cepas de BAL seleccionadas.

o Evaluar la capacidad antioxidante in-vitro de las cepas de BAL

seleccionadas.

Metodologia

Material biolégico

Se utilizaron microorganismos del Cepario del Laboratorio de Biotecnologia
Bacteriana (LBB), el cual cuenta con BAL que se han obtenido a partir de
fermentaciones espontaneas de brasicaceas y otros alimentos. En particular se
utilizaron cepas de los géneros Lactiplantibacillus y Leuconostoc (tabla 1); todos
considerados con estatus “GRAS”, para uso humano. La seleccién se realizd sobre
la base de las distintas capacidades tecnoldgicas y/o funcionales que puedan lograr
el objetivo del plan de trabajo propuesto. Las cepas se repicaron a agar Man,
Rogosa & Sharp (MRS) (Biokar, Francia) para su reactivacion y posterior estudio.
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Tabla 1: Cepas de BAL seleccionas para el estudio de su potencial probidtico.

Cepas (segln taxonomia 2020%) N° GenBank  Origen
RCTwl.1 Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii  MT702992 Repollo colorado
RCTwi13 Ln. mesenteroides ssp. dextranicum MT178433 Repollo colorado
AKTw35 Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii MT178434 Akusai
RBTw100  Ln. mesenteroides ssp. dextranicum MT178435 Repollo blanco
RBTw102 Lactiplantibacillus argentoratensis MT178436 Repollo blanco
RCTw106 L. plantarum MT178437 Repollo colorado
RCTwl111l L. argentoratensis MT178438 Repollo colorado
AKTw112 L. argentoratensis MT178439 Akusai
AKTw180 L. plantarum MT178440 Akusai
RBTw249 L. argentoratensis MT178441 Repollo blanco
RBTw256 L. plantarum MT178442 Repollo blanco
PCTw261 L. argentoratensis MT178443 Pak choi
PCTw270 L. argentoratensis MT178444 Pak choi
AKTw332 L. pentosus MT178445 Akusai
AKTw335 L. plantarum MT178446 Akusai

*Segun Zheng et al. (2020).

Caracterizacion del potencial probiotico

Resistencia a pH v bilis

Se utiliz6 el método propuesto por Chang et al. (2010) para la evaluacién de la
resistencia al pH vy bilis, con algunas modificaciones. Se realizd un cultivo overnight
en caldo MRS de cada cepa, luego se repicé una concentracion conocida a caldo
MRS acidificado con HCI 1 M a pH 2,5y 3, y se incubaron durante 72 h a 35 °C. Se
midio la densidad Optica a 600 nm y se los compard con el estdndar n°1 de la Escala
de McFarland. El crecimiento se determind como positivo (+) y la ausencia del
mismo como negativo (-).

La resistencia a bilis se evalu6 de la misma forma, utilizando MRS suplementado con
bilis al 0,5% y al 1% m/v. La determinacion de la resistencia se evalu6 de la misma
manera que lo descripto anteriormente.

Actividad antimicrobiana

Las pruebas de inhibicion se realizaron sobre las cepas seleccionadas utilizando
como cepas indicadoras las que se listan a continuacion (tabla 2):
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Tabla 2: Cepas indicadoras y condiciones de cultivo.

Organismos Medio Temperatura (°C)
Listeria innocua Tw672 BHI 35
L. innocua ATCC 33090 BHI 35
L. innocua BAP BHI 35
L. monocytogenes 1915¢ BHI 35
L. monocytogenes ATCC 7644 BHI 35
L. monocytogenes 1599¢ BHI 35
L. monocytogenes 1908¢ BHI 35
L. monocytogenes Scott AP BHI 35
Lactococcus lactis ATCC 11454 MRS 35
Lc. lactis Twl1la MRS 30
Lc. lactis Twl22 MRS 30
Lc. lactis Tw342 MRS 30
Lc. lactis Tw352 MRS 30
L. plantarum TwLb52 MRS 35
Micrococcus luteus ATCC 15307 BHI 35
Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS 35
Escherichia coli ATCC 25922 BHI 35
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 BHI 35
Staphylococcus aureus ssp. aureus ATCC 25923 BHI 35

aCepas pertenecientes al LBB — Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

b Cepas donadas por la Dra. Katia G. de Carvalho (Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiolgicos
(PROIMI-CONICET, San Miguel de Tucuman).

€ Cepas donadas por el Lic. Pablo Ledesma (Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco).
BHI = cerebro-corazoén.

MRS = Man, Rogosa & Sharp.

Técnica de difusion en placa

Los sobrenadantes libres de células (SLC) de las cepas seleccionadas se utilizaron
en el ensayo antimicrobiano que se realiz6 por el método de difusion en placa
(Vallejo et al. 2013). Se colocaron 50 ul de SLC en pocillos practicados en placas de
agar (1,2%) cerebro-corazén (BHI) (Biokar, Francia) sembrados previamente con 50
Ml de un cultivo overnight (0,5 de la escala Mc Farland) de diferentes
microorganismos indicadores. Las placas se incubaron durante 24 h a temperatura
Optima y el efecto antimicrobiano se expresé en mm, midiendo el halo de inhibicién
de crecimiento con un micrometro.
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Técnica en doble capa

Se realiz6 el ensayo de inhibicion de la doble capa, segun la metodologia propuesta
por Touret et al. (2018). Todas las cepas seleccionadas se repicaron a agar MRS y
se incubaron durante 24 h a 35 °C. posteriormente se adicioné una segunda capa de
tripticasa soja (TS) (Britania, Argentina) agarizado (0,8%) el cual contenia el
microorganismo indicador. Luego, las placas se incubaron nuevamente durante 24 h
y el efecto antimicrobiano se determind mediante la inhibicion del microorganismo
indicador.

Incompatibilidad

Se evalud la incompatibilidad entre las cepas de BAL seleccionadas utilizando los
SLC mediante el método de difusion en placa previamente descrito. Las placas se
incubaron durante 24 h a 35 °C y el efecto antimicrobiano se expresé en mm.

Extraccion de ADN

Las cepas de BAL seleccionadas se cultivaron en caldo MRS a 35 °C durante 24 h.
Luego, los cultivos se centrifugaron a 12.000 g durante 5 min y el ADN se extrajo
utilizando un equipo comercial de purificacion Wizard Genomics Promega DNA
purification kit (Madison, Wisconsin, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Determinacidon molecular de bacteriocinas

Se determind la presencia de 6 plantaricinas (A, C, N, EF, J y K) mediante PCR
sobre las cepas que presentaron actividad antimicrobiana, utilizando los cebadores y
condiciones detalladas en la tabla 3. Para las plantaricinas A, C y N, se realiz6 una
desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min y 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C
por 1 min y elongacion a 72 °C por 30 s. La elongacion final se realizé a 72 °C por 5
min (Ben-Omar et al. 2008). Para las plantaricinas EF, J y K se realiz6 una
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min y 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C
por 30 s y elongacion a 72 °C por 2 min. La elongacién final se realizdé a 72 °C por 7
min (Chaalel et al. 2015).
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Tabla 3: Cebadores utilizados para la deteccién de plantaricinas mediante PCR.

Plantaricinas Cebadores Amplicon  Annealing Referencia
(pb)
F: GTACAGTACTAATGGGAG 53°C
A 450
R: CTTACGCCAATCTATACG 1 min
. F: AGCAGATGAAATTCGGCAG 108 495°C  Ben-omar
R: ATAATCCAACGGTGCAATCC 1min  €tal (2008)
F: ATTGCCGGGTTAGGTATCG 51,9°C
N 146
R: CCTAAACCATGCCATGCAC 1 min
F: GGCATAGTTAAAATTCCCCCC 53°C
EF 428
R: CAGGTTGCCGCAAAAAAAG 30s Chaalel et
F: TAACGACGGATTGCTCTG 51°C al. (2015)
J 475
R:AATCAAGGAATTATCACATTAGTC 30s
F: CTGTAAGCATTGCTAACCAATC 53°C Laukova et
K 246 al. (2022)
R: ACTGCTGACGCTGAAAAG 30s

Hidrofobicidad de la superficie celular

Se realizaron los ensayos de adhesion a n-hexadecano sobre las cepas
seleccionadas segun el método de Pérez et al. (1998). El descenso de la
absorbancia de la fase acuosa se tom6 como una medida de la hidrofobicidad de la
superficie celular, calculandose con la siguiente férmula:

H% = [(4, — A)/A,] x 100

Donde Ao y A representan la DO anterior y posterior a la extracciébn con n-
hexadecano, respectivamente.

Capacidad de autoagregacion

La capacidad de autoagregacion se realizé segun lo descrito por Kos et al. (2003).
Se realizé un cultivo overnight de las cepas en 2 ml de caldo MRS a 35 °C, luego los
cultivos se centrifugacion a 3.500 rpm y se realizaron dos lavados con agua
destilada estéril. Posteriormente, los pellets se resuspendieron en el mismo volumen
de buffer fosfato salino (PBS pH 7,2). La capacidad de autoagregacién se evalud
durante 5 h de incubacién a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas (100 ul) de
la capa superior al inicio (t=0 h) y al finalizar el ensayo (t=5 h), y se transfirieron a
otro tubo conteniendo 1,9 ml de buffer PBS para la determinacion de la DO a 600
nm. El porcentaje de autoagregacion se expresé como:
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A% =[1 - (4,/4,)] x 100
Donde At representa la DO a tiempo t =5 h y la Ao representa la DO a t=0.

Capacidad de co-agregacion

El método para preparar las suspensiones celulares para determinar la capacidad de
co-agregacion fue el mismo que para el ensayo anterior. Se mezclaron volimenes
iguales de las cepas seleccionadas de BAL con bacterias indicadoras (E. coli ATCC
25922 y S. aureus ssp. aureus ATCC 25923). Luego de 5 h de incubacién a
temperatura ambiente, se midié la DO a 600 nm. El porcentaje de co-agregacion se
expresd como:

C% = {1 — [Amir/(Ax + 4,/2)]} x 100

Donde Anmix representa la DO de la mezcla de la suspension de BAL y la bacteria
indicadora después de 5 h (t =5 h), Axy Ay representan la DO de las suspensiones
individuales de BAL e indicadora luego del periodo de incubacion, t =5 h.

Actividad B-galactosidasa

Se evalud la actividad B-gal de las cepas segun el método propuesto por Gobinath &
Prapulla (2014) con algunas modificaciones. Las cepas se cultivaron durante 24 h a
35 °C en caldo MRS modificado, reemplazando la glucosa por lactosa al 2% (m/v).
Se tomd una alicuota de 1 ml de cultivo, se centrifugd a maxima velocidad y se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 900 pl de buffer Z (60 mM Na2HPO4 " 7H20, 40 mM NaH2PO4°
H20, 10 mM KCI, 1 mM MgSO4 * 7H20, 50 mM B-mercaptoetanol), para luego
permeabilizarlas mediante la adicion de 50 pl de SDS al 0,1% (m/v) y 50 pl de
cloroformo. Luego, se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. Al lisado
celular se le adicion6 200 pl de Orto-Nitrofenol-B-d-Galactospiranésido (ONPG) (4
mg/ml) como sustrato y se incub6 a 37 °C durante 15 min. La reaccion se detuvo con
100 ul de carbonato de sodio al 10% y se midi6 la DO a 420 nm. La actividad
enziméatica se calculé segun la concentracion de Orto-Nitrofenol liberada (ONP) y los
resultados se expresaron en unidades enziméticas (UE). La UE se defini6 como la
cantidad de pmoles de ONP liberados por mililitro de enzima por minuto en las
condiciones del ensayo.

Evaluacion de seguridad de las cepas

Con el objetivo de determinar potenciales factores de virulencia y/o rasgos negativos
para la salud humana, las cepas de BAL se sometieron a los siguientes ensayos:
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Actividad gelatinasa y hemolisis

La produccién de gelatinasa se evalud utilizando agar MRS con 3% (m/v) de
gelatina, las placas se incubaron a 35 °C durante 48 h. Posteriormente, se dejaron a
4 °C durante 3 h y una zona de turbidez alrededor de las colonias se consideré como
resultado positivo (Ighinosa & Beshiru 2019).

La actividad hemolitica se evalué en agar BHI suplementado con sangre
desfibrinada humana al 5% luego de una incubacion a 35 °C durante 48 h. Los
resultados se interpretaron como positivos cuando se observé un halo de hemolisis
completa alrededor de las colonias (B-hemodlisis). En ambos ensayos se utiliz6 como
control positivo la cepa E. faecalis ATCC 29212.

Produccidon de aminas bidégenas

La capacidad de produccién de histamina, tiramina y cadaverina se evalud
empleando la metodologia propuesta Bover-Cid et al (2014). Las BAL seleccionadas
se sembraron en agar MRS a pH 5,3; suplementado con 1% (m/v) del aminoacido
especifico (histidina, tirosina y lisina) y 0,006% de purpura de bromo cresol, como
indicador del pH. Las placas se incubaron a 30 °C durante 48 h. Los resultados se
interpretaron como positivos cuando el medio vir6 de amarrillo a purpura, como
consecuencia del incremento del pH producido por la descarboxilacion de los
aminoacidos.

Resistencia a antimicrobianos

La sensibilidad a los antimicrobianos ampicilina, gentamicina, kanamicina,
estreptomicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina y cloranfenicol se evalué en
todas las cepas seleccionadas mediante diluciones seriadas utilizando el agar
Mueller-Hinton (Britania, Argentina), segun las recomendaciones del Clinical
Laboratory Standars Institute (CLSI, 2022). Los puntos de corte para cada antibiético
fueron los establecidos por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA,
2018) (Aquilina et al. 2018) para los géneros Lactiplantibacillus y Leuconostoc. Se
utilizé la cepa de E. faecalis ATCC 29212 como microorganismo de control.

Propiedades tecnoldgicas

Producciéon de exopolisacaridos

La produccién de EPS de las cepas se evalu6 de manera cualitativa en agar BHI
adicionado con sacarosa (50 g/l) y 0,8 g/l de rojo Congo. Las placas se incubaron a
35 °C durante 24-48 h, interpretando los resultados como positivos cuando se
observaron colonias de color negro (Freeman et al. 1989). Como control positivo se
utilizo la cepa de E. mundtii Tw278 perteneciente al cepario del LBB.
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Efecto de la sacarosa en la solidificacion de la leche

Se evalud los efectos de los EPS, producidos por las cepas en la leche, siguiendo el
protocolo propuesto por Wang et al. (2019) con algunas modificaciones. La leche
descremada estéril se suplement6 con distintas concentraciones de sacarosa: 0, 5,
10, 20% (m/v). Luego, se sembré 5% de un cultivo overnight y se evalud la
produccion de EPS a distintas temperaturas. Se realizaron dos ensayos, en el
primero la incubacion de las cepas se realizé a 35 °C durante 48 h 'y en el segundo a
18 °C por 7 dias.

Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de las cepas se evalué segun dos métodos diferentes que
se detallan a continuacion:

Capacidad Antioxidante sobre el Cobre (CUPRAC)

Las cepas se incubaron durante 24 h en caldo MRS a 37 °C. Luego del periodo de
incubacion, se centrifugaron a 2.000 g durante 15 min y se realizaron dos lavados
con 2 ml de buffer PBS. Posteriormente, las células se resuspendieron en 2 ml de
reactivo de trabajo (2 ml neocuproina 1mg/ml en etanol, 3 ml de buffer acetato de
sodio 0,05 M pH 6,0; 1 ml de solucion de CuClz 0,01 M), se incubaron en oscuridad
durante 1 h y después se centrifugaron a 12.000 g durante 2 min. Finalmente, se
determind la absorbancia de los sobrenadantes a 450 nm utilizando un
espectrofotometro (Jenway 6405 UV/vis) y los resultados se calcularon con una
curva patron de acido ascoérbico (los resultados se expresaron como milimoles
equivalentes a &cido ascorbico por mililitro).

Reduccién de DPPH

El método de reduccién del radical libre 2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) se
evalu6 segun la metodologia propuesta por Kuda et al. (2014) con algunas
modificaciones. Los cultivos celulares, previamente centrifugados y lavados como lo
descripto en el ensayo de CUPRAC, se resuspendieron con 2 ml de la solucion de
DPPH y se incubaron en oscuridad durante 30 min. Luego se centrifugaron a 6.000 g
durante 5 min y se midi6 la absorbancia de los sobrenadantes a 517 nm.

El porcentaje de actividad antioxidante se expresé como:
[1—-(A/4y)] x 100

Donde: Ao es el control, absorbancia de la solucion de DPPH, y A es la muestra de
DPPH con suspension celular.
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Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron de manera independiente y por triplicado. Los
calculos del promedio, desvio estandar y el analisis de la varianza (ANOVA) se
realizaron con el programa R Studio para Windows, aplicando el test de Tukey con
un nivel de p < 0,01.

Resultados y Discusion

Caracterizacion del potencial probiotico

Resistencia a pH v bilis

La palabra “Probidtico” es un término de origen griego que significa "a favor de la
vida”. Como se menciond anteriormente, este término se utiliza para definir a
aquellos microorganismos, ya sean bacterias o levaduras, que sobreviven al paso
por el tracto gastrointestinal y que producen un efecto beneficioso sobre una o varias
funciones del organismo, proporcionando un mejor estado de salud y bienestar y/o
reduciendo el riesgo de enfermedad.

La colonizacion del huésped es un prerrequisito para que los microorganismos
considerados como probidticos ejerzan sus beneficios. En consecuencia, la
supervivencia de los microorganismos a las condiciones impuestas en el tracto
gastrointestinal, es uno de los ensayos in vitro que se emplean en cualquier estudio
rutinario como proceso de seleccion. Después de la ingestion, los probidticos se
encuentran sometidos a condiciones extremas, se sabe que el pH del estbmago
fluctia entre 1-2 hasta 4-5 después del consumo de alimentos (Papadimitriou et al.
2015). Luego, las condiciones se modifican drasticamente, en particular en el
duodeno el pH aumenta y los microorganismos se exponen a sales biliares.

Las cepas de Lactiplantibacillus argentoratensis (RCTwlll y PCTw261) y L.
plantarum (AKTw180 y AKTw335) demostraron resistencia a pH 2,5 y bilis 1% por lo
cual serian capaces de resistir las condiciones impuestas durante el transito del
tracto gastrointestinal (tabla 4). En aspectos generales, las cepas pertenecientes al
género Lactiplantibacillus exhiben mayor tolerancia a la simulacion de las
condiciones gastrointestinales que el género Leuconostoc, coincidiendo estos
resultados con los ensayos realizados por Szutowska & Gwiazdowska (2020) con
cepas de origen vegetal. Sin embargo, las cepas estudiadas parecerian presentar
mayor resistencia a la bilis que a la acidez, a diferencia de lo descrito en otros
estudios (Junnarkar et al. 2019, Szutowska & Gwiazdowska 2020). Tres cepas de L.
argentoratensis (RBTw102, RBTw249 y PCTw270) y dos de L. plantarum (RCTw106
y RBTw256) no exhibieron resistencia a pH 2,5; no obstante, su utilizacién podria ser
considerada con la aplicacion de microencapsulacibn u otros mecanismos
protectores al pH (Cook et al. 2012). Las cepas que no toleraron la acidez o la bilis
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podrian ser consideradas para la utilizacion como postbiéticos, que segun Salminen
et al. (2021) son una preparacion de microorganismos inactivados y/o sus
componentes que confieren un beneficio para la salud.

Tabla 4: Evaluacion de la resistencia a pH y bilis de las cepas de BAL seleccionadas.

Cepas pH 2,5 pH 3 bilis 0,5% bilis 1%
RCTwl.1 -
RCTw13
AKTw35
RBTw100
RBTw102 -
RCTw106
RCTw1ll
AKTw112 -
AKTw180 +
RBTw249 -
RBTw256 -
PCTw261 +
PCTw270 -
AKTw332 -
AKTw335 + +

Considerandose como positivo (+) una densidad 6ptica mayor o igual al Estdndar de Mc Farland N°1 y negativo
(-) una densidad 6ptica menor al mismo.

+ + +
+ + + + 4
1

+ + + + 4+
+ + + + 4+ A+

+ 4+ + A+ A+ A+

+
+

Actividad antimicrobiana

Una de las caracteristicas de mayor interés en los microorganismos probiéticos es la
capacidad de producir compuestos con actividad antimicrobiana, ya que ayudan a la
regulacion de la microbiota intestinal (Papadimitriou et al. 2015). También es una
caracteristica buscada en cepas utilizadas como cultivos iniciadores o “starters”,
debido a que funcionan como bioestabilizadores durante la fermentacion y la
conservacion de los alimentos (Suskovic et al. 2010). Por otra parte, durante las
fermentaciones no controladas de alimentos, resulta particularmente necesario
debido a la posible contaminacion por agentes deteriorantes y/o patogénicos (Saez
et al. 2018). Las BAL poseen multiples moléculas que les proporcionan esta
caracteristica, como el acido lactico, acido acético, peréxido de hidrégeno, etanol,
EPS y bacteriocinas, entre otras (Suskovic et al. 2010, Saez et al. 2018).

Técnica de difusion en placa

Los SLC de todas las cepas de Lactiplantibacillus, salvo L. plantarum AKTw180,
mostraron actividad inhibitoria frente a cepas de L. innocua, L. monocytogenes y Lc.
lactis, mientras que no se observo actividad contra Lb. plantarum, M. luteus, E.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa o S. aureus ssp. aureus (datos no mostrados).
Ninguna de las cepas perteneciente al género Leuconostoc presenté actividad
inhibitoria contra los microorganismos evaluados (tabla 5). La actividad anti-listeria
exhibida por las nueve cepas coincide con trabajos anteriores para el género
Lactiplantibacillus (Todorov 2009, da Silva Sabo et al. 2014, Voloshyna et al. 2021).
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Tabla 5: Actividad inhibitoria de los SLC de las cepas de BAL seleccionadas frente a las cepas indicadoras.

Cepas Li Tw67 Li ATCC Li 6A Lm 1915 Lm ATCC Lm 1599 Lm 1908 Lm Scott A Lc ATCC Lc Tw34
33090 7644 11454
RCTwl.1 - - - - - - - - - -
RCTw13 - - - - - - - - - -
AKTw35 - - - - - - - - - -
RBTw100 - - - - - - - - - -
RBTw102 10 - - - - - 10 12 10 10
RCTw106 - - - - - - - 15 - -
RCTw111 - - 10 - - - - - - 10
AKTw112 - - 12 - - - - 10 12 10
AKTw180 - - - - - - - - - -
RBTw249 12 - 11 14 14 14 - - - -
RBTw256 10 - 10 - - 12 - - - -
PCTw261 10 10 10 - - 10 - - 9 -
PCTw270 10 10 10 - 10 - - - 9 -
AKTw332 - - - 17 13 - 15 15 - -
AKTw335 11 - 10 - - 10 - - - 10

SCL = sobrenadantes libres de células.

Halos de inhibicion medidos en milimetros y considerando como negativo (-) la ausencia de halo.
Li: Listeria innocua.

Lm: Listeria monocytogenes.

Lc: Lactococcus lactis.
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Técnica en doble capa

Se utilizé esta técnica para comprobar si la inhibicion observada en las BAL era
producto de la presencia de bacteriocinas u otro tipo de molécula con actividad
antagonica como, por ejemplo: acidos organicos, diacetilo, peroxido de hidrégeno,
etc. Ninguna de las cepas de BAL exhibié actividad inhibitoria contra los
microorganismos Gram positivos y negativos evaluados. Si bien la técnica de la
doble capa es utilizada de manera rutinaria, a diferencia de la difusion en agar, esta
es menos sensible. Esto puede deberse a que en un medio de cultivo liquido la
produccion de metabolitos como las bacteriocinas es mayor que en un medio solido
y, ademas su difusion es menor.

Incompatibilidad

El uso de “starters” ha posibilitado que la fermentacion pase de produccién
exclusivamente artesanal a procesos industrializados, ya que permite realizar
productos de alta calidad estandarizados (Séez et al. 2018). Ademas, se ha
comprobado que funcionalmente, los “starters” multicepa podrian ser mas efectivos
comparados con los monocepa, ya que presentan una mayor posibilidad de
completar efectivamente la fermentacion. También se ha observado que algunas
cepas en co-cultivo ven sus caracteristicas aumentadas por un efecto de sinergia
entre ellas (Geria & Caridi 2014).

Mediante el ensayo de difusiébn en placa se evalué la inhibicion entre las cepas
seleccionadas con el propésito de determinar si es posible su uso en combinacion.
Las cepas de BAL exhibieron compatibilidad entre si, ya que ninguna logro inhibir el
crecimiento de la otra. Esta condicion se debe cumplir entre los microorganismos
que van a conformar los cultivos iniciadores o “starters”, para garantizar su desarrollo
durante el proceso de fermentacion.

Determinacion molecular de bacteriocinas

Las plantaricinas son las bacteriocinas méas frecuentes en el género
Lactiplantibacillus. Estas moléculas pertenecen mayoritariamente a la clase 1l de la
clasificacion, en particular a las subclases lla (plantaricina N) (Abdulhussain Kareem
& Razavi 2020) y llb (plantaricina J, K 'y EF) (Portilla-Vazquez et al. 2016), mientras
gue la plantaricina C corresponde la clase | (lantibiéticos). Otras plantaricinas, como
por ejemplo la A es considerada un intermedio evolutivo entre una feromona y
bacteriocina, ya que actia como un péptido inductor y presenta actividad
antimicrobiana mediada por la formacion de una estructura o-hélice fuertemente
anfifilica (Pintos et al. 2011). Todas estas bacteriocinas se caracterizan por presentar
actividad inhibitoria contra patdégenos transmitidos por alimentos, especialmente L.
monocytogenes (Mokoena 2017).
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En todas las cepas de BAL que exhibieron actividad inhibitoria mediante la técnica
de difusién en agar se evalué la presencia de genes de bacteriocinas. En las cepas
de L. argentoratensis RBTw102, RCTw11ll, AKTwl1l2, RBTw249, RBTw256 y
PCTw270 se detectd la presencia de las seis plantaricinas evaluadas, mientras que
la cepa de L. plantarum RCTw106 no amplificd ninguna. En las cepas L. plantarum
PCTw261, L. pentosus AKTw332 y L. argentoratensis AKTw335 se detectd la
presencia de todas las plantaricinas, menos la pInJ (tabla 6). Los resultados
obtenidos en este estudio son coincidentes con trabajos previos (Ben-Omar et al.
2008, Chaalel et al. 2015, Portilla-Vazquez et al. 2016, Laukova et al. 2022), quienes
determinaron la presencia de multiples plantaricinas en cepas del género
Lactiplantibacillus aisladas de diversos origenes.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la presencia de varios genes
de plantaricinas en cepas de Lactiplantibacillus spp. aisladas de vegetales
fermentados. La produccion de varias bacteriocinas por la misma cepa juega un
papel importante en la competencia de nicho, ya que cada bacteriocina puede diferir
en su modo de accion, variando el espectro de inhibicién.

La cepa L. plantarum RCTw106 podria presentar una plantaricina poco frecuente u
otra bacteriocina diferente a las evaluadas en este estudio, por lo cual deberia
investigarse a futuro. Ademas, por la presencia de mdultiples plantaricinas en la
mayoria de las cepas seria conveniente estudiar las condiciones O6ptimas de
produccioén de las moléculas inhibitorias para maximizar su efecto.

Tabla 6: Deteccion de genes de plantaricina en cepas de Lactiplantibacillus spp. con
actividad antimicrobiana.

Cepas plnEF pinJ pinK plnA pinC pinN
RBTw102 + + + + + +
RCTw106 - - - - - -
RCTwl11l + + + + + +
AKTw112 + + + + + +
RBTw249 + + + + + +
RBTw256 + + + + + +
PCTw261 + - + + + +
PCTw270 + + + + + +
AKTw332 + - + + + +
AKTw335 + - + + + +

Se considera como positivo (+) la presencia de un amplicén del tamafio correspondiente a la plantaricina y
negativo (-) la ausencia del mismo.

Hidrofobicidad de la superficie celular

La hidrofobicidad de la superficie celular puede proveer a las bacterias resistencia a
la fagocitosis y/o favorecer la adhesion a la mucosa intestinal, permitiendo la
colonizacion del epitelio intestinal (Mattos-Guaraldi et al. 1999). Esto se debe a que
el proceso involucra la interaccion entre células mediante matrices, lo cual se
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encuentra relacionado con las habilidades de auto y co-agregacion (Yang et al.
2020).

La adhesion a solventes no polares, como el hexadecano, es una técnica rapida y
sencilla para determinar la hidrofobicidad de las superficies celulares. Mediante este
meétodo, algunas cepas de Lactiplantibacillus exhibieron un mayor caracter
hidrofébico si las comparamos con las de Leuconostoc (p < 0,01). En particular, las
cepas L. pentosus AKTw332 y L. plantarum AKTw335 resultaron fuertemente
hidrofobicas, mientras que L. argentoratensis PCTw270, L. plantarum RCTw106 y
AKTw180 exhibieron una hidrofobicidad moderada, segun la clasificacion propuesta
por Mattos-Guaraldi et al. (1999) (tabla 7). Los valores de hidrofobicidad obtenidos
para el género Lactiplantibacillus son similares a los reportados en trabajos
anteriores para cepas de origen animal (Krausova et al. 2019, Guan et al. 2020). En
cambio, los resultados obtenidos en este estudio para las cepas de Leuconostoc son
superiores a los descritos por Marin et al. (1997). Algunas investigaciones afirman
gue existe una correlacién positiva entre el caracter hidrofobico de una cepa y la
capacidad de adhesion y colonizacion del intestino (Papadimitriou et al. 2015). Sin
embargo, seria prematuro aseverar esto, a futuro deberia evaluarse la capacidad de
adhesion de los microorganismos a lineas celulares.

Tabla 7: Porcentaje y grado de hidrofobicidad de las cepas de BAL seleccionadas.

Cepas Hidrofobicidad (%) Grado de Hidrofobicidad
RCTwl.1 13,16 +£3,79ABC No hidrofébica
RCTw13 5,80 £3,52AB No hidrofébica
AKTw35 2,14 +0,934 No hidrofobica
RBTw100 6,17 +0,64ABC No hidrofébica
RBTw102 15,80 +3,798C No hidrofébica
RCTw106 41,86 +2,93P Moderada
RCTw111l 7,70 +£3,48ABC No hidrofébica
AKTw112 17,66 +3,13¢ No hidrofébica
AKTw180 45,71 +4,90P Moderada
RBTw249 11,08 +£3,74ABC No hidrofobica
RBTw256 4,24 +0,9848 No hidrofobica
PCTw261 12,09 +0,72ABC No hidrofobica
PCTw270 44,94 +3,49P Moderada
AKTw332 50,42 5,240 Fuerte
AKTw335 52,94 +3,04P Fuerte

Los resultados expresados son el promedio * desviacion estandar de tres réplicas. Letras distintas indican
diferencias significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey. Se considera no hidrofébico < 20%,
hidrofobicidad moderada > 20% y < 50%, fuertemente hidrofébica > 50%, segin Mattos-Guaraldi et al. (1999).

Capacidad de autoagregacion

La capacidad de agregacion bacteriana entre microorganismos de la misma especie
(autoagregacion) facilita la adhesion de las células al epitelio del intestino delgado,
permitiendo la colonizacién del mismo, al igual que la hidrofobicidad (Kos et al.
2003).
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La capacidad de autoagregacion resultdé mayor en cuatro cepas estudiadas: L.
mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100, L. pentosus AKTw332, L. plantarum
AKTw180 y AKTw335 (p < 0,01), superando el 60% en todos los casos (figura 1).

Figura 1: Porcentaje de autoagregacion en cepas de BAL seleccionadas
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Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Letras distintas indican diferencias
significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los reportados en trabajos
previos para cepas de Lactobacillus (antigua clasificacion) aisladas de alimentos
fermentados de origen vegetal, vagina de mujeres sanas y jabalies (Li et al. 2020, Li
et al. 2015, Ocarfa & Nader-Macias 2016), mientras que resultaron superiores a lo
obtenido por Tuo et al. (2013) para cepas de L. plantarum de origen lacteo. Por otra
parte, no existe en la actualidad estudios similares llevados a cabo en cepas del
género Leuconostoc, por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio resultan
novedosos y podrian ser un criterio a evaluar en futuros estudios.

Capacidad de co-agregacion

La capacidad de co-agregacion permite que las bacterias actien como barrera frente
a microorganismos patodgenos, evitando la colonizacion del intestino y regulando de
esta manera la microbiota (Kos et al. 2003).

La mayoria de las cepas exhibieron una buena capacidad de co-agregacién contra
los microorganismos evaluados. Siete cepas de Lactiplantibacillus y dos de
Leuconostoc exhibieron una capacidad de co-agregacion significativamente mayor
(> 60%) con E. coli ATCC 25922 (p < 0,01) (figura 2A). Mientras que, frente a S.
aureus ssp. aureus ATCC 25923 la cepa L. plantarum AKTw335 exhibié una
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capacidad de co-agregacion mayor al 90% (p < 0,01) (figura 2B). En general, los
resultados obtenidos son mayores a los reportados anteriormente para cepas
pertenecientes al género Lactiplantibacillus de origen vegetal co-agregando con E.
coli (Tuo et al. 2013). Sin embargo, son coincidentes con lo reportado por Li et al.
(2020) para cepas de lactobacilos de origen animal utilizando E. coliy S. aureus. Los
resultados obtenidos con Leuconostoc resultan novedosos, debido a que no se los
habia evaluado en este aspecto con anterioridad.

Figura 2: Porcentaje de co-agregacion con E. coli ATCC 25922 (A) y con S.
aureus ssp. aureus ATCC 25923 (B) de las cepas de BAL seleccionadas.
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Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey.
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Actividad B-galactosidasa

La intolerancia a la lactosa es un problema fisioldgico que se produce por deficiencia
de lactasa (B-gal) y se puede clasificar en tres tipos en funciébn de su origen:
congénita, primaria y secundaria. La deficiencia primaria de lactasa es la mas comun
y aparece a los pocos afios del nacimiento. La deficiencia secundaria es una
condicién que aparece en diferentes situaciones que afectan a la mucosa intestinal
en individuos cuya actividad enzimatica esta presente (Castro et al. 2016). En
individuos con intolerancia a la lactosa, el uso de probiéticos reduce los sintomas de
inflamacion o distension, posiblemente como consecuencia de la presencia de la
enzima de las BAL, mejorando asi la digestion de la lactosa (Gomes et al. 2018).

La B-gal es una enzima inducible y, por lo tanto, el medio debe contener
componentes, como lactosa y diferentes aminoacidos que aportan las fuentes de
nitrégeno para su produccion (Gomes et al. 2018). La determinacion de la actividad
se llevo a cabo utilizando el medio MRS, reemplazando la glucosa por lactosa. Las
cepas de L. argentoratensis (RBTw102, RCTw11ll, RBTw249, PCTw261 vy
PCTw270), L. plantarum (RBTw256 y AKTw335) y L. pentosus (AKTw332)
exhibieron una actividad B-gal mayor (p < 0,01), comparadas con el resto (tabla 8).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Gomes et al. (2018), quienes
evaluaron la actividad lactasa en especies de lactobacilos de origen vegetal
empleando medios de cultivos de bajo costo con diferentes fuentes de nitrégeno.

En los dltimos afos, el desarrollo de alimentos funcionales, en particular aquellos
conteniendo microorganismos probidticos y/o compuestos prebidticos ha recibido
particular atencién de la industria alimentaria debido a la alta demanda de alimentos
saludables por parte de los consumidores. Al respecto, la enzima [(-gal reviste
interés biotecnolégico por cuanto confiere a los microorganismos que la poseen
potencial probi6tico para aliviar los sintomas de intolerancia a la lactosa o prebiotico
como generadores de galactooligosacéaridos capaces de modular positivamente la
microbiota intestinal. En este sentido, la seleccibn de microorganismos para estos
fines implica no solo la presencia excluyente de la enzima, sino también la
cuantificacion de la actividad especifica.
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Tabla 8: Actividad B-galactosidasa de las cepas BAL seleccionadas.

Cepas UE
RCTw1.1 7,16 +3,38A
RCTw13 10,40 +1,764
AKTw35 6,48 £2,75A
RBTw100 4,25 £1,70A
RBTw102 350,18 +3,67F
RCTw106 3,76 +0,67A
RCTw111 542,66 +8,81"
AKTw112 4,48 +1,43~
AKTw180 65,88 7,918
RBTw249 586,94 +2,45!
RBTw256 236,85 +8,41¢
PCTw261 301,51 +1,10F
PCTw270 278,19 +8,53P
AKTw332 286,03 +1,71PE
AKTw335 373,79 £13,21¢

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. UE (unidad enzimatica): se definié como
la cantidad de pmoles de ONP liberados por mililitro de enzima por minuto en las condiciones del ensayo. Letras
distintas indican diferencias significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey.

Evaluacion de seguridad de las cepas

Actividad gelatinasa y hemolisis

Cada cepa que quiera utilizarse como probiotico en alimentos, debe cumplir con una
serie de requisitos de seguridad (inocuidad), fisiolégicos, funcionales y tecnolégicos.
Actualmente, las nuevas cepas destinadas a la biotecnologia de alimentos, tanto
para consumo humano como para el uso en animales, deben superar las pruebas de
seguridad propuestas por la FDA. La caracterizacion de la seguridad incluye primero
ensayos in vitro que prueban la ausencia de patogenicidad (resistencia antibidtica,
hemdlisis, actividad gelatinasa, producciébn de aminas biogénicas, etc), luego
ensayos preclinicos con modelos animales y finalmente los ensayos clinicos con
humanos.

La gelatinasa es una metaloendopeptidasa extracelular capaz de hidrolizar insulina,
caseina, hemoglobina, fibrinGgeno, coldgeno y gelatina. Ademas, este tipo de
enzima pueden generar procesos inflamatorios en el huésped (Kanemitsu et al.
2001). Los microorganismos que sintetizan gelatinasa son considerados no seguros,
ya gue no solo producen dafos tisulares, sino que en ciertos casos logran migrar y
difundir a través de los tejidos lesionados del hospedador provocandoles distintos
tipos de enfermedades, como la endocarditis infecciosa, lesiones renales agudas,
entre otras.

La citolisina o hemolisina B es una toxina extracelular y tiene un rol importante en la
primera fase de la infeccion, debido a que interviene en la penetracion bacteriana en
los tejidos intestinales humanos, provocando un dafo tisular y posterior lisis de la
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célula (Semedo et al. 2003). De esta forma, contribuye a la severidad del proceso
inflamatorio y cuando los enterococos invaden el tracto gastrointestinal logran
desarrollar bacteriemias y endocarditis con la presencia de esta enzima.

Ninguna de las cepas de BAL evaluadas presento actividad gelatinasa o hemoalisis;
condicion sine qua non para su utilizacion como starter en la industria alimentaria.

Produccién de aminas biégenas

Las aminas biégenas son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular que se
encuentran presentes en animales, plantas y microorganismos, se producen por la
descarboxilacion de los aminoacidos (Ladero et al. 2020). Sin embargo, su presencia
en alimentos no es deseada, ya que consumos elevados de las mismas pueden
producir sintomas como malestar, nauseas, alteraciones respiratorias, sofocos,
sudoracion, palpitaciones, migrafias, fuertes dolores de cabeza, picor de ojos, hiper
e hipotension, problemas estomacales e intestinales y reacciones pseudoalérgicas,
siendo las principales causantes de estos sintomas la histamina y la tiramina (Bover-
Cid et al. 2014).

En este estudio, se evalu6 de forma cualitativa la produccién de histamina,
cadaverina y tiramina por parte de las BAL seleccionadas. Se determind que las
cepas no exhibieron produccion de tiramina ni cadaverina. Sin embargo, todas
resultaron positivas para histamina.

Las BAL producen aminas bidégenas para sobrevivir durante la fermentacion de
alimentos como queso, salchichas y vegetales fermentados (Barbieri et al. 2019). No
obstante, los resultados positivos para histamina no necesariamente implican que las
cepas exhiban este comportamiento en la matriz a fermentar, ya que existen
diferentes factores (NaCl, glucosa, temperatura, etc.) que condicionan su
produccién. A futuro se deberia cuantificar la produccién de histamina en los
productos fermentados para determinar su nivel de toxicidad.

Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a antibiéticos de las BAL resulta de gran interés, debido a que podrian
actuar como reservorios de genes de resistencia (Bernardeau et al. 2008) y ser
capaces de transferirlos a otros microorganismos comensales o0 patdgenos
presentes en el tracto gastrointestinal. Los lactobacilos cominmente presentan
resistencia a bacitracina, cefoxitina, ciprofloxacina, kanamicina, gentamicina,
metronidazol, nitrofurantoina, estreptomicina, sulfadiazina, teicoplanina,
sulfametaxazol y vancomicina; y por el contrario son sensibles a cloranfenicol,
eritromicina, clindamicina y tetraciclina (Ammor et al. 2007, Bernardeau et al. 2008).
El género Leuconostoc, por su parte, es resistente a glucopéptidos (teicolplanina,
vancomicina, etc), cefoxitina y metronidazol, y parcialmente a gentamicina,
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kanamicina, estreptomicina, nitrofurantoina, sulfadiazina, trimetoprima y &cido
nalidixico (Ammor et al. 2007).

Todas las BAL estudiadas resultaron sensibles a gentamicina, kanamicina,
estreptomicina, eritromicina y clindamicina, mientras que solo las cuatro cepas de
Leuconostoc sp. (RCTwl.1, RCTwl13, AKTw35 y RBTw100) y L. plantarum
RCTw106 exhibieron sensibilidad a tetraciclina. Por otra parte, todas las cepas
resultaron resistentes a ampicilina y cloranfenicol (tabla 9). Stefanska et al. (2021)
evaluaron la resistencia a los mismos antibiéticos en multiples cepas de BAL de
diversas especies incluida L. plantarum, observando resistencia a tetraciclina y
ampicilina, resultados coincidentes con los obtenidos en este estudio. Por otra parte,
en la revisidn de Colautti et al. (2022) se analiz6 la resistencia a antibidticos en
cepas de L. plantarum de diversos origenes encontrando uno o mas genes
relacionados con la resistencia tetraciclina. A futuro, se debera evaluar el tipo de
resistencia a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol mediante pruebas genéticas para
determinar si representan un riesgo para la salud del consumidor, ya que de tratarse
de una resistencia adquirida implicaria la posible transmision de la misma a diversos
microorganismos, incluidos los patégenos.

Tabla 9: Resistencia a antibidticos en las cepas de BAL seleccionadas.

Cepas AMP GTM KNM ETP ERI CDM TET CRF
RCTw1.1 R S S S S S S R
RCTw13 R S S S S S S R
AKTw35 R S S S S S S R
RBTw100 R S S S S S S R
RBTw102 R S S N.R. S S R R
RCTw106 R S S N.R. S S S R
RCTw111 R S S N.R. S S R R
AKTw112 R S S N.R. S S R R
AKTw180 R S S N.R. S S R R
RBTw249 R S S N.R. S S R R
RBTw256 R S S N.R. S S R R
PCTw261 R S S N.R. S S R R
PCTw270 R S S N.R. S S R R
AKTw332 R S S N.R. S S R R
AKTw335 R S S N.R. S S R R

Puntos de corte sugeridos por EFSA (2018) para cada antibiético; para Lactiplantibacillus son kanamicina (KNM)
64 mg/L, clindamicina (CDM) 2 mg/L, tetraciclina (TET) 32 mg/L, cloranfenicol (CRF) 8 mg/L y estreptomicina
(ETP) no es requerida (N.R.) para este género; para Leuconostoc son KNM 16 mg/L, ETP 64 mg/L, CDM 1 mg/L,
TET 8 mg/L y CRF 4 mg/L. Para ampicilina (AMP), gentamicina (GTM) y eritromicina (ERI) se utiliza el mismo
punto de corte para ambos géneros y son 2 mg/L, 16 mg/L y 1 mg/L, respectivamente. R = resistente y S =
sensible.

Propiedades tecnoldgicas

Producciéon de exopolisacaridos

Los EPS son moléculas producidas por BAL y otros microorganismos, que pueden
encontrarse unidas covalentemente a la superficie celular o ser secretadas al medio.
Se las puede dividir en homopolisacaridos, formados por azucares como la fructosa
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0 glucosa, y heteropolisacaridos, conformados por dos o mas monosacaridos
diferentes (Wang et al. 2019). Estos compuestos permiten la adhesion a la pared
intestinal, capacidad de auto y co-agregacion, y pueden presentar actividad
antioxidante, actuar como agentes gelificantes, biosurfactantes, bioestabilizadores
y/o bioemulsificantes (Wang et al. 2019). Ademas, se ha comprobado que los EPS
producidos por Lactiplantibacillus y Leuconostoc poseen hidrocoloides, los cuales
son capaces de reunir polisacaridos mejorando la estabilidad textural de
suspensiones, las propiedades reoldgicas de los alimentos y el tiempo de
conservacion (Guérin et al. 2020).

Todas las cepas de BAL, salvo L. pentosus AKTw332 exhibieron produccién de EPS
a las 24 y 48 h (tabla 10). Actualmente, existe un mayor interés en la producciéon de
EPS por medio de las BAL involucradas en la fermentacion de frutas y vegetales, ya
gue generan efectos positivos sobre las caracteristicas sensoriales del alimento y la
salud del consumidor. Ademas, al utilizarse en una matriz rica en fenoles como lo es
un fermento de brasicaceas, la presencia de EPS podria presentar un efecto
prebidtico, ya que los compuestos fendlicos juntos con los EPS tienen la capacidad
de influir en la estructura y funcionamiento de la microbiota (Guérin et al. 2020).

Tabla 10: Produccion de EPS de las cepas de BAL seleccionadas durante 24 h 'y 48
h de incubacion.

Cepas Tiempo de incubacién
24 h 48 h

RCTwl.1
RCTw13
AKTw35
RBTw100
RBTw102
RCTw106
RCTwlll
AKTw112
AKTw180
RBTw249
RBTw256
PCTw261
PCTw270
AKTw332
AKTw335
+ presencia de coloracién negra en la colonia; — ausencia de coloracion en la colonia.

I T T Ik T T T T e
+

S Ik TR R T T I s

+

Efecto de la sacarosa en la solidificacion de la leche

En el ensayo de solidificacién de leche a 37 °C se obtuvo que con 0% de sacarosa
solo las cepas de Lactiplantibacillus lograron solidificar el medio (figura 3A). Al 5% de
sacarosa la cepa Ln. mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100, fue capaz de
solidificar la leche, al igual que los Lactiplantibacillus (figura 3B). Cuando se
suplementd con 10%, la cepa de Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii AKTw35
solidifico la leche (figura 3C), mientras que al 20% solo la cepa Ln. mesenteroides
ssp. dextranicum RCTw13 fue incapaz de solidificar la leche (figura 3D).
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Estos resultados indicarian que las BAL estudiadas producen EPS capaces de
conferirle cambios de textura deseables a los alimentos fermentados y que una
mayor concentracion de azuUcares incrementaria la produccién de los mismos.
Nuestros resultados coinciden con lo reportado en trabajos previos para cepas
probidticas de los géneros Weisella y Leuconostoc de origen vegetal (Kim et al.
2008, Wang et al. 2019).

Figura 3: Porcentaje de cepas de BAL seleccionadas capaces de
solidificar la leche con 0% m/v (A), 5% m/v (B), 10% m/v (C) 20% m/v
(D) de sacarosa luego de 48 h de incubacién a 37 °C.

A B

0% m/v de sacarosa a 37°C 5% m/v de sacarosa a 37°C

Solidificada Liquida Solidificada

¢ 10% m/v de sacarosa a 37°C D 20% m/v de sacarosa a 37°C

Por otra parte, en el ensayo realizado a 18 °C, no se observé solidificacion en la
leche suplementada con 0% y 5% de sacarosa. Con 0% cuatro cepas, tres L.
argentoratensis (RBTw102, AKTw112 y RBTw249) y un L. plantarum (AKTw180),
consiguieron espesar el medio (figura 4A). Al 5% se observé una solidificaciéon
parcial de la leche por parte de todas las cepas de ambos géneros (figura 4B). En el
medio suplementado con 10% de sacarosa suplementada las cepas L.
argentoratensis AKTw112 y L. plantarum AKTw180 fueron capaces de solidificar
completamente el medio, las demas cepas del género lograron una solidificacion
parcial (figura 4C). En cambio, con 20% de sacarosa dos cepas de L.
argentoratensis (RBTw249 y PCTw261) mostraron una solidificacion completa
(Figura 4D). Las cepas del género Leuconostoc solo fueron capaces de solidificar
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parcialmente el medio al 5% de sacarosa. No se observo solidificacion parcial o
completa en ninguna otra concentracion por parte de este género.

Figura 4: Porcentaje de cepas de BAL seleccionadas capaces de solidificar la
leche con 0% m/v (A), 5 % m/v (B), 10% m/v (C) 20% m/v (D) de sacarosa
luego de 5 dias de incubacién a 18 °C.

A 0% de sacarosa a 18°C B 5% m/v de sacarosa a 18°C

= Liquida = Espesa = Solidificacién parcial

e o0

D

10% m/v de sacarosa a 18°C 20% m/v de sacarosa a 18°C

s Espesa = Solidificada = Solidificacién parcial m Espesa = Solidificada = Solidificacion parcial

¢ ¢

Esto indicaria que las cepas de Leuconostoc no son capaces de producir EPS a la
temperatura en la que se realiza la fermentacion de brasicaceas y que los
Lactiplantibacillus contindan produciéndolos, pero en menor medida. A diferencia de
lo informado en trabajos anteriores para la produccion de EPS en cepas probidticas,
gue se ha observado un aumento del mismo a bajas temperaturas. Sin embargo,
estos trabajos se han realizado a 20 °C y no a 18 °C (Kim et al. 2008, Wang et al.
2019). Otro factor que podria modificar la produccion de EPS es la acidez del medio,
ya que en trabajos realizados con Weisella mostraron un éptimo de produccién a 20
°Cy pH 5 (Kim et al. 2008).

Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y las especies
reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) se producen normalmente
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como consecuencia de los procesos metabolicos. Juega un importante rol en la
reaccion inmunoldgica contra microorganismos y regulan la comunicacion entre
células (Kim et al. 2022). Sin embargo, el exceso de ROS/RNS produce estrés
oxidativo, que puede ocasionar oxidacion de proteinas, peroxidacion de lipidos, dafio
al ADN y apoptosis (Lin et al. 2018, Kim et al. 2022). Estd comprobado que la
actividad antioxidante de BAL puede reducir el estrés oxidativo mediante diferentes
mecanismos (Kim et al. 2022).

Capacidad Antioxidante sobre el Cobre (CUPRAC)

Este ensayo se basa en la transferencia simple de electrones, midiendo el poder
reductor de los compuestos antioxidantes para convertir iones cupricos (Cu?*) a
cuproso (Cu*). Es utilizado como variante del ensayo FRAP, presentando reacciones
mas selectivas, debido al menor poder redox en comparacion con el hierro (Shahidi
& Zhong 2015). Comunmente la técnica CUPRAC se utiliza para evaluar matrices
alimentarias y extractos, emplearla para el analisis de actividad antioxidante sobre
células vivas es una novedad.

Las cepas L. argentoratensis RBTW102 y RCTwl11l y L. plantarum RCTw106 y
AKTw180 exhibieron una capacidad antioxidante mayor (p < 0,01) comparadas con
el resto. Sin embargo, al evaluar los géneros como conjuntos no se observaron
diferencias significativas (p > 0,01) (tabla 11).

Tabla 11: Actividad antioxidante segun CUPRAC de las cepas de BAL
seleccionadas.

Cepas Actividad antioxidante (en
equivalentes a milimoles de
acido ascorbico)

RCTwl.1 0,68+ 0,037B¢CD
RCTw13 0,66 + 0,07ABCD
AKTw35 0,67 + 0,12ABCD
RBTw100 0,49 £ 0,0748
RBTw102 0,75 + 0,078CP
RCTw106 0,77 £ 0,14¢P
RCTwlll 0,79 £ 0,09¢P
AKTw112 0,60 + 0,08ABCD
AKTw180 0,81 +0,12°
RBTw249 0,69 + 0,02A8CD
RBTw256 0,46 + 0,044
PCTw261 0,56 + 0,09ABDC
PCTw270 0,44 + 0,054
AKTw332 0,48 £ 0,0478
AKTw335 0,52 + 0,06AB¢

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Letras distintas indican diferencias
significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey.
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Reduccién de DPPH

El método de reduccion de DPPH se basa en la interaccion de estos radicales con
compuestos de caracter antioxidante donantes de protones, lo que produce un
descenso en la absorbancia respecto al control, evidenciando la actividad
antioxidante (Bhagwat & Annapure 2019).

De acuerdo al andlisis estadistico, las cepas de L. mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii RCTw1.1, L. argentoratensis RCTw111 y dos L. mesenteroides ssp.
dextranicum (RCTw13 y RBTw100) presentaron una capacidad antioxidante menor
al resto (tabla 12). En conjunto, el género Leuconostoc presentd un porcentaje de
actividad menor si lo comparamos con Lactiplantibacillus (p < 0,01). Los resultados
obtenidos en este estudio son similares con los observados en el trabajo de Lin et al.
(2018) para cepas de L. plantarum provenientes de alimentos fermentados. Por otra
parte, los resultados obtenidos para Leuconostoc resultan novedosos ya que no se
ha encontrado bibliografia donde se evalle esta capacidad.

Tabla 12: Porcentaje de actividad antioxidante segun DPPH de las cepas de BAL
seleccionadas.

Cepas Actividad antioxidante (%)
RCTwl.1 16,75 + 0,894
RCTw13 13,82 +2,554
AKTw35 24,18 +1,988BC
RBTw100 14,98 +1,21A
RBTw102 24,66 +1,43¢
RCTw106 25,33 +£0,77¢
RCTw111 13,81 +2,464
AKTw112 26,41 £1,45°¢
AKTw180 29,56 +1,20°¢
RBTw249 24,13 +0,598¢
RBTw256 18,54 +2,1148
PCTw261 27,09 £2,48°¢
PCTw270 26,33 +£1,49¢
AKTw332 25,26 +0,86°¢
AKTw335 23,92 +£1,21B¢

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Letras distintas indican diferencias
significativas entre las cepas (p < 0,01) segun test de Tukey.

La utilizacién de microorganismos probiéticos con capacidad antioxidante retarda el
deterioro de matrices alimentarias y reemplaza la utilizacion de compuestos
sintéticos, que pueden presentar efectos negativos para la salud de los
consumidores (Rezaei et al. 2020). Ademas, en matrices vegetales ricas en
compuestos antioxidantes como las brasicaceas, pueden producir un aumento de
capacidad antioxidante previniendo el envejecimiento celular, enfermedades
inflamatorias crénicas y degenerativas, cancer, etc. (de Pascual-Teresa & Sanchez-
Ballesta 2008).

Los métodos utilizados exhibieron resultados diferentes entre los géneros evaluados,
esto podria ser consecuencia de los distintos sistemas de barrido de radicales que
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presentan los microorganismos y el mecanismo de deteccion de las técnicas. Por lo
cual se debe tener en consideracién analizar la actividad antioxidante mediante dos
0 mas métodos. Ademas, las diferencias observadas entre métodos y entre cepas de
una misma especie indicarian que la actividad antioxidante es dependiente de la
cepa, no del género o la especie.

Conclusiones

v

Segun los resultados obtenidos en este estudio, las cepas de
Lactiplantibacillus presentan un mayor potencial tecnolégico y/o probiotico si
se las compara con las especies de Leuconostoc. Sin embargo, el género
Leuconostoc es esencial al comienzo de las fermentaciones controladas de
vegetales y no deberia descartarse su uso como starters.

Los resultados obtenidos son novedosos y sientan un precedente, ya que los
microorganismos pertenecientes al género Leuconostoc han sido poco
estudiados como potenciales probioticos, por lo cual la bibliografia es escasa.

Las cepas de L. plantarum AKTw180 y AKTw335 exhibieron una mayor
tolerancia a la simulacion in vitro de las condiciones imperantes durante el
transito gastrointestinal (pH 2,5 y 1% de bilis). Ademas, presentaron un
caracter moderado a fuerte de hidrofobicidad y una elevada capacidad de
auto y co-agregacion. Todas estas propiedades resultan de importancia para
la supervivencia de los microorganismos y la posibilidad de adherirse al
epitelio intestinal compitiendo con potenciales patégenos.

Por otra parte, las cepas L. plantarum RCTw106, L. argentoratensis PCTw270
y L. pentosus AKTW332, podrian ser utilizadas como probitticos si se las
emplea en microencapsulacién u otros mecanismos de proteccion.

La deteccion de genes de plantaricinas se determiné en nueve de las 10
cepas de Lactiplantibacillus que exhibieron actividad contra microorganismos
Gram positivos. A futuro se deberia optimizar la sintesis de bacteriocinas y
evaluar su produccion durante la fermentacion de matrices vegetales.

Las cepas de BAL evaluadas para conformar cultivos iniciadores o starters no
presentaron factores de virulencia y/o rasgos negativos. Sin embargo, se
debera evaluar el tipo de resistencia a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol
antes de su uso en la elaboracion de alimentos.

Las cepas de L. argentoratensis RBTw102, RCTwl111l, RBTw249, PCTw261 y
PCTw270, L. pentosus AKTw332 y L. plantarum AKTw335 exhibieron una
elevada actividad de p-gal, comparable con cepas de origen lacteo. En
consecuencia, los resultados obtenidos nos permiten considerar su uso para
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fermentar o formar parte de la flora acompafiante de productos lacteos
destinados a personas con intolerancia a la lactosa.

v Tanto la produccién de EPS y actividad antioxidante son propiedades
tecnolégicas de interés durante la elaboraciéon de alimentos fermentados.
Salvo la cepa L. pentosus AKTw332, todas produjeron exopolisacéaridos en las
condiciones evaluadas. La actividad antioxidante resulté variable entre los
géneros y especies, sin embargo, podria componer una caracteristica de
seleccidn, con el propésito de evaluar el potencial biotecnoldgico para su
utilizacién en procesos fermentativos.

v' Es importante destacar que, en comparacion con las fermentaciones de base
lactea, las que usan vegetales como materia prima se encuentran aun sub-
exploradas y representan nichos ecolégicos muy valiosos para el aislamiento
de microorganismos con potencial tecnologico y/o probiotico. EI conocimiento
del proceso con fundamento cientifico puede contribuir a mejorar la calidad de
los productos ya existentes y a innovar en el desarrollo de alimentos
funcionales de base vegetal, diversificando la oferta y abriendo nuevos
mercados.

Divulgacion de Resultados

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion fueron expuestos a
la comunidad cientifica en el VIII Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (CICYTAC 2022), mediante los trabajos: “Potencial probiético de cepas
lacticas proveniente de fermentaciones espontaneas de brasicaceas” y “Propiedades
tecnoldgicas de cepas de Lactiplantibacillus y Leuconostoc de origen vegetal”.
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