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RESUMEN. En este estudio, se evaluaron las
propiedades probioéticas in vitro de algunas
baterias acido l4cticas, aisladas de frutos
silvestres nativos de la selva subtropical del
Ecuador. Se aislaron méas de 100 colonias de
cada material biologico y se seleccionaron
cinco cepas: cepa uno (UTNFa37), cepa dos
(UTNFa38), cepa tres (UTNFa39), cepa
cuatro (UTNFa40) y cepa cinco (UTNFa41);
para ser caracterizadas fenotipicamente
mediante técnicas microbioldgicas baésicas:
tincion Gram, actividad de catalasa,
produccién de sulfuros, indol, movilidad y
gas (CO.). En funcion de sus propiedades
morfolégicas se identificaron dos grupos de
cepas: Lactococcus y Lactobacillus.

Las cepas seleccionadas fueron

caracterizadas  por  sus  propiedades
probidticas asi como: tolerancia a pH acidos
gue se asemejan a los jugos gastricos, bilis,

crecimiento a diferentes temperaturas de

incubacion y la tolerancia en condiciones

salinas.

Las cepas seleccionadas sobreviven a medios
acidos en el rango de pH de 2.5 hasta 4.5y
fueron tolerantes a 0.3% de bilis; propiedades
que indican su probable potencial probiético.
Las cepas seleccionadas fueron cultivadas a
diferentes temperaturas de 15 °C, 37 °C y 45
°C; con adicion de diferentes concentraciones
de sal. Las cepas: UTNFa37, UTNFa38,
UTNFa39, UTNFa40 y UTNFa41, crecen en
todas las temperaturas; mientras que
UTNFa39 crece mejor a la temperatura de 15
°C y todas toleran al cloruro de sodio.

La investigacion realizada es la primera
noticia sobre la presencia de bacterias acido
lacticas en nichos ecoldgicos nativos del
Ecuador. Los resultados muestran el valioso
potencial probidtico de las cinco bacterias
acido lacticas estudiadas, demostrando su
capacidad de tolerar la bilis, las condiciones



de acidez elevadas y a diferentes
concentraciones de sal. Por lo que se concluye
que las cepas de bacterias aisladas de frutos

silvestres poseen capacidad probidtica.

Palabras Clave. Bacteria acido lactica,

probidtico, potencial, tolerancia a bilis.

ABSTRACT. In this study were evaluated in
vitro the probiotic characteristics of some
lactic acid bacteria, isolated on native wild
type fruits of the subtropical forest of
Ecuador. More than 100 colonies were
isolated from each biological material, and
five selected strains: strain one (UTNFa37),
(UTNFa38), strain tree
(UTNFa39), strain four (UTNFa40) and
strain  five (UTNFa4l) were farther

strain  two

characterized phenotypically by basic
microbiological techniques: Gram stain,
catalase activity, sulfide production, indol,
mobility and gas (CO2). Based on their
morphological properties the selected strains
were conferred in two groups: Lactococcus

and Lactobacillus.

The selected strains were evaluated for their
probiotic properties as well as tolerance to
gastric juices, bile, growth at different
incubation temperatures and tolerance in

saline conditions.

The selected strains survived in acidic media

within the pH ranges of 2.5 to 4.5 and they

were tolerant at 0.3% bile; properties that
indicate to be considered as probiotics: each
of the strain grew in different temperatures of
15 °C, 37 °C y 45 °C as well as different
concentrations of medium chloride. The
strains assigned UTNFa37, UTNFa38,
UTNFa40, UTNFa41, grew at all temperature
tested while UTNFa39 grew better at
temperature of 15 °C and tolerance of

medium chloride.

The research is the first news about the
presence of lactic acid bacteria in native
ecological niches of Ecuador. The results
indicated valuable probiotic  potential,
demonstrated by its ability to tolerate bile,
conditions of high acidity, tolerance different
medium chloride concentrations. So it is
concluded that strains of bacteria isolated

from wild fruits have probiotic capacity.

Key Words. Lactic acid bacteria, probiotic,

potential, bile tolerance.

1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son
bacterias Gram positivas, conocidas como
probidticas debido a su resistencia en
condiciones de acidez, alta tolerancia a bilis y
cloruro de sodio y su capacidad altamente
antagoénica frente a bacterias patdgenas. La

presente investigacion tuvo como objetivo el



aislamiento, identificacion y evaluacion de
las capacidades probidticas de cepas de
bacterias acido lacticas obtenidas de frutos

silvestres nativos.
2. MATERIALES Y METODOS

Material biologico: Frutos silvestres nativos
de la estacion La Favorita, provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas, parroquia

Alluriguin Ecuador.
3. FACTORES EN ESTUDIO

FACTOR A: cinco cepas de frutos silvestres

y un mix de cepas de un probidtico comercial.

Al: BAL1

A2: BAL 2

A3: BAL 3

A4: BAL 4

A5: BAL S5

A6: Lactobacillus fermentum y L.
delbrueckii (probidtico
comercial)

FACTOR B: bilis.
B1l: 0.3%
FACTOR C: pH acidos

C1:25
C2:3.0
C3:35
C4:40
C5:45

FACTOR D: diferentes temperaturas de
incubacion.

D1:15°C
D2:37°C
D3:45°C

FACTOR E: diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NaCl).

El: 2%

E2: 4%

E3: 6%
Analisis funcional
Tratamientos: Tukey al 5%

Factores: DMS
significativa)

4. VARIABLES EVALUADAS

(diferencia  minima

Densidad optica a 605nm

Recuento de microorganismos en placas
(UFC)

Curvas de crecimiento: absorbancia (605nm)
Vs tiempo (minutos)

Gréficos de supervivencia de
microorganismos: recuento en placas (UFC)
vs tiempo (horas)

5. AISLAMIENTO DE BACTERIAS
ACIDO LACTICAS DE LOS FRUTOS
SILVESTRES

Los frutos nativos fueron transportados a los
laboratorios en fundas ziploc y refrigerados,
ubicados en agua destilada estéril dejando
fermentar durante tres dias a 25 °C. Para aislar
las bacterias acido lacticas utilizando medio
agar MRS y luego las bacterias seleccionadas
fueron purificadas y almacenadas a -80 °C.

6. IDENTIFICACION FENOTIPICA DE
LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

La identificacion fenotipica se realizd por
métodos béasicos como son: tincién Gram,

actividad de catalasa, produccion de HzS,



movilidad, produccién de indol, produccion
de gas CO», Aquiahuatl Ramos, et al., (2012)

7. EVALUACION DE LA CAPACIDAD
PROBIOTICA DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS

La capacidad probidtica de cinco cepas de
BAL seleccionadas y el probiotico comercial

fue evaluada mediante metodos bioquimicos.

Tolerancia a bilis

Esta evaluacién se realizd segin Pedersen,
Jonsson, Lindberg, & Roos, (2004); Ramirez-
Chavarin, Wacher, Eslava-Campos, & Perez
Chabela, (2013); (Aguirre Rodriguez &
Moreno Cardozo, (2012) con algunas
modificaciones. El disefio utilizado fue
completamente al azar (D.C.A); donde los
tratamientos son las cinco cepas en estudio y
un testigo comercial (FACTOR A) sometidas
a un medio de cultivo selectivo caldo MRS
con 0.3% de bilis e incubadas a temperatura

constante de 37 °C.

Tolerancia a diferentes pH acidos

Las guias o protocolos de Aguirre Rodriguez
& Moreno Cardozo (2012); Ramirez-
Chavarin, Wacher, Eslava-Campos, & Perez
Chabela, (2013); Victoria-Ledn, Totosaus,
Guerrero, & Pérez-Chabela, (2006) fueron
adecuados para realizar la experimentacion.
El disefio utilizado es el completamente al

azar (D.C.A) con arreglo factorial (AxC),

siendo los factores en estudio FACTOR A
(cinco cepas y un testigo comercial) vy
FACTOR C (pH 2.5-3.0-3.5-4.0 y 4.5).

Determinacion de la temperatura 6ptima
de crecimiento de las bacterias
seleccionadas

Las guias o protocolos utilizados para la
experimentacion fue el siguiente (Powthong
& Suntornthiticharoen, (2013). También se
realiz6 un disefio completamente al azar
(D.C.A), con arreglo factorial (AxD), donde
el FACTOR A (cinco cepas y un testigo
comercial) y el FACTOR D (temperaturas de
incubacidén 15°, 37°y 45° C).

Evaluacion de la tolerancia en cloruro de

sodio en relacién con la temperatura de
crecimiento

Se  realizd segin  Powthong &
Suntornthiticharoen, (2013) con algunas
modificaciones. Por ultimo se realizd un
disefio completamente al azar (D.C.A) con
arreglo factorial (AxDxE); donde el
FACTOR A (cinco cepas y un testigo
comercial), FACTOR D (temperaturas de
incubacién 15°, 37°, 45 °C) y el FACTOR E
(concentraciones de cloruro de sodio 2, 4,

6%).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fenotipica de las cepas

Los resultados obtenidos mostraron que las

cepas aisladas de los frutos fueron



identificadas como bacterias &cido lacticas
debido a su perfil fenotipico tales como:
Gram (+), actividad de catalasa (-),
produccion de sulfuros, indol y movilidad (-)
y la produccion de gas CO2 de glucosa (+);
ayudando a identificar a las bacterias en

cadena de cocos Yy bacilos vy, siendo

Determinacion de la capacidad probidtica

Tolerancia a bilis

clasificados en los géneros Lactobacillus y
Lactococcus

Agquiahuatl Ramos, et al., (2012) mantiene
que “las bacterias acido lacticas deben ser
Gram positivas, catalasa negativa, SIM
negativo como las pruebas con mayor

relevancia”

Bacterias viables en bilis al 0.3%

B LACT
10,000 9,352 9,512 9303 9,403 UTNFa37
z ’ 9,111
= 9,000
S o 8204 UTNFa38
?D 8,000 UTNFa39
o
7,000 W UTNFa40
.4
Tiembo (h) W UTNFa4l

Gréfico 1. Calculo de microorganismos vivos en 0.3% de bilis

El ensayo bioquimico de tolerancia a bilis
muestra que las cinco cepas en estudio son
tolerantes al 0.3% bilis, obteniéndose un
valor promedio en la supervivencia de 9.148
UFC/ml siendo un valor muy similar con el
probidtico comercial de 9.352 log UFC/ml; el
gréfico 1 presenta el nimero de bacterias que
sobreviven durante 4 horas de incubacion en
medio con 0.3% bilis de las cepas en estudio
y el probidtico comercial mediante el
recuento en placas (log UFC/ml). Todas las
cepas en estudio sobreviven en condiciones

de bilis siendo la mayor cepa asignada

UTNFa38. De acuerdo a lo que sostiene
Iranmanesh, et al., (2012) que “el desafio para
los posibles probidticos sobrevivientes en el
tracto gastrointestinal es exposicion a las
sales biliares en la parte superior del intestino
delgado. Siendo la concentracion de la bilis
humana de 0.3% a 0.5%, sin embargo 0.3%
se considera una concentracion critica para

identificar cepas de bacterias resistentes”.



Supervivencia a medios acidos (pH acidos)

Supervivencia a pH 2.5

3,000
2,000

log UFC/ml

1,000
0,000

Las cepas en estudio si se adaptan a medios
acidos, sobreviviendo a concentraciones
extremas de HCI como fue en el rango de 2.5
a 4.5. Los resultados en el grafico 2 indican
que a pH 2.5 la viabilidad de las cepas
disminuye debido al tiempo de exposicion. La
media calculada a la primera fue de 5.378 +
0.265 log UFC/ml y a la tercera hora fue de
2.238 £ 0.706 log UFC/ml lo que indica que
las bacterias perdieron estabilidad; llegando a
determinar la supervivencia de las mismas y
considerandose la mejor cepa UTNFa37, por

Tolerancia a temperaturas de incubacion

3 Tiempo (h)
Grafico 2. Viabilidad de BAL en pH 2.5 después de 3 horas de incubacion

B LACT

2,924 W UTNFa37

UTNFa38
UTNFa39
B UTNFa40
B UTNFa41

sobrevivir en mayor cantidad a esta condicién
con un valor de 3.228 log UFC/ml. Segun
Ramirez-Chavarin, Wacher, Eslava-Campos,
& Perez Chabela, (2013) “las bacterias son
generalmente sensibles a bajos valores de pH
en el estdbmago, sin embargo, algunas
bacterias acido lacticas pueden sobrevivir y
crecer a pH relativamente bajo porque tienen
un sistema que transporta simultaneamente
acido lactico y protones para el exterior de la

célula.
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Grafico 3. Curvas de crecimiento a temperaturas de incubacion A) 15y B) 45 °C

El grafico 3 se observa que las bacterias se
desarrollaron con mayor eficiencia en la
condicion de temperatura de 37 °C,
produciendo gran cantidad de biomasa.
Observandose que la bacteria UTNFa39, es la
mejor biomasa producida en condiciones de
temperatura de 15 °C y que a 37 °C el resto
de cepas se desarrollan de manera mas
°C su

produccion de biomasa es elevada en

acelerada, mientras que a 45
comparacion con el probidtico comercial. Las

cepas en estudio toleran temperaturas
extremas de incubacion que ayudarian a

posteriores estudios biotecnoldgicos.

De acuerdo a lo que sostiene De la Rosa
Fraile, Prieto Prieto, & Navarro Mari, (2011)

“el crecimiento de las bacterias en un nuevo

medio de cultivo liquido, comienza a
multiplicarse de acuerdo con las dindmicas,
teniendo como fase de latencia, exponencial,
estacionaria y declive”. Ademas menciona
Iranmanesh, et al., (2012) que “de ser
resistentes al acido y la bilis, otra propiedad
importante de algunos de estos aislamientos
fue su tolerancia a la temperatura. Resistencia
a temperaturas altas, las bacterias se ven
afectadas factores las

por genéticos,

diferencias entre especies, el estado
fisioldgico de las células y los factores
ambientales como pH, actividad del agua,
de de

conservantes”.

contenido cloruro sodio vy



Tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio en correlacion con las
temperaturas de incubacion.
Bacterias vivas a 15 °C Bacterias vivas a 37 °C
10,000 8,672 8,643 8,771
10,000 8,587 , ,
7,718 7,718 7518 W LACT 96 7,833 B LACT
8,000 6,730 ’ — 8,000 ,
IS m UTNFa37 S 55 ® UTNEa37
~. 6,000 S 6,000 )
8 m UTNFa38 el m UTNFa38
5 4,000 S 4,000
o UTNFa39 ap UTNFa39
< 2,000 M UTNFa40 2,000 B UTNFa40
0,000 0,000
6% W UTNFa41 6% B UTNFa4l
(]
A) Concentraciones de cloruro de sodio B) Concentraciones de cloruro de sodio
Bacterias vivas a 45 °C
10,000 8,383 B LACT
__8,000 m UTNFa37
€ 5,427
36,000 4,892 4,748 4 ¢5 4,763 = UTNFa38
% 4,000 UTNFa39
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6%
C) Concentraciones c(e cloruro de sodio
Grafico 4. Células vivas que toleraron al cloruro de sodio y temperaturas de
Incubacién A) 15°C, B) 37 °C y C) 45 °C.
El gréafico 4 se observa que las cepas en De acuerdo a Martins, et al., (2005)

estudio toleran elevadas concentraciones de
cloruro de sodio y que también influye el
parametro temperatura en su desarrollo. Con
la finalidad de determinar el nimero de cepas
que sobreviven al final del experimento, se
realiz6 un recuento en placas expresadas en
log UFC/mI de muestra. Las cepas con mayor
resistencia a la concentracion de 6% de
cloruro de sodio fueron UTNFa39 a 15 °C,
UTNFa40 a 37 °Cy UTNFa41 a 45 °C.

manifiesta que “una prueba muy importante
para considerar una cepa con capacidad
probidtica es su resistencia a los jugos
gastricos. El cual esta compuesto por pH
acidos y concentraciones de cloruro de sodio
junto con enzimas catabolicas”. Ramirez-
Chavarin, Wacher, Eslava-Campos, & Perez
Chabela, (2013) mencionan que “las bacterias
destinadas a ejercer efectos beneficiosos en
los intestinos deben sobrevivir el transito por
medio acido y salino del estdémago”. Hoque,

et al. (2010) sostiene que en “el experimento



utilizo cloruro de sodio (NaCl) ya que es una
sustancia inhibidora que puede inhibir el
crecimiento de ciertos tipos de bacterias y es
la sal con mayor presencia en el tracto
gastrointestinal”. Por lo tanto, el mejor
tratamiento no sera aquel que tenga mayor
crecimiento en menor concentracion de
cloruro de sodio en el medio de cultivo, sino
aquel o aquellos que resistan y se reproduzcan
a mayor concentracion de cloruro de sodio
durante el tiempo expuesto a las diferentes

temperaturas de incubacion.
9. CONCLUSIONES

Esta investigacion que muestra la presencia
de bacterias &cido lacticas en frutos silvestres

nativos.

De acuerdo con los analisis fenotipicos las
bacterias en estudio fueron clasificadas en

dos géneros Lactococcus y Lactobacillus.

Las cepas en estudio sobreviven y se
desarrollan en medios que contienen bilis ya
que utilizan los componentes como nutrientes

para su crecimiento.

Los resultados del ensayo bioquimico en
condiciones é&cidas, indican que las cepas
tienen la capacidad de sobrevivir en un rango
de pH é&cido de 2.5 a 4.5; por lo que se

concluye que las cinco cepas de estudio

sobrevivirian a las condiciones acidas

extremas en el tracto gastrointestinal.

De acuerdo con los resultados de evaluacion
del crecimiento a las diferentes temperaturas
de incubacion, se concluye que las cinco
cepas crecen a la temperatura de 37 °C; pero
que también crecen a las temperaturas
extremas (15 y 45 °C), por lo que indica que
las bacterias cumplen un requisito méas para

ser considerados como probioticos.

En la investigacion las cinco cepas en estudio
toleran diferentes concentraciones de cloruro
de sodio (2-6%) y diferentes temperaturas de
incubacion (15, 37 y 45 °C), se puede
concluir que las cinco cepas sobreviven
inclusive a la concentracion alta como (6% de
NaCl), ya que presentan valores promedios de
supervivencia a 15 °C de 7.385 log UFC/ml,
a 37 °C de 7.690 log UFC/ml y a 45 °C el
valor de 5.413 log UFC/ml siendo valores
similares  al probiético  comercial;
concluyendo que las cinco cepas soportarian
la supervivencia tanto en la digestion, en la
viabilidad de tratamientos térmicos asi como
también procesos de produccion ya que
cumplen con los requisitos imprescindibles a
ser considerados microorganismos

probioticos.

De acuerdo con los analisis funcionales la

cepa denominada UTNFa37 tiene las mejores



caracteristicas probiéticas debido a la alta
tolerancia a: acidos, bilis, temperaturas y

cloruro de sodio.

De los resultados del estudio in vitro se
concluye que las bacterias de interés,
presentan caracteristicas probidticas
deseables; demostradas por su capacidad para
tolerar la bilis a una concentracion fisiol6gica
y altas condiciones acidas, con lo cual se
acepta la Hi: “las cepas aisladas de frutos
silvestres  nativos  tienen  capacidad

probidtica”.
10. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios similares al
presente con otras cepas obtenidas de frutos
nativos de otros sectores para evaluar sus
caracteristicas probidticas y obtener un banco
de microorganismos que puedan ser una

valiosa fuente de diversidad genética.

Se recomienda realizar un estudio genotipico
para la identificacion precisa de las cepas de

bacterias a nivel de especie.

Se recomienda determinar la viabilidad de las
cepas en estudio a diferente temperatura de
almacenamiento, para su futuro uso en la

industria farmacoldgica y alimentaria.
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