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RESUMEN

La recuperacion de un cultivo puro liofilizado de Bifidobacterium spp, en caldo de MRS (Man
Rogosa and Sharpe), bajo dos condiciones de suplementacién, L-Cisteina-HCL y L-Cisteina, con
concentracion de 0,05% (p/v), se les evalué la densidad celular, mediante lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 600 nm. Adicionalmente, se realiz6 una
enumeraciéon de colonias, a través de un recuento en placa, utilizando como medio de
crecimiento el agar MRS, haciendo siembras en las diluciones 10°,107 y 10°®; manteniéndose, las
suplementaciéon antes mencionada. Al comparar si existia diferencia significativa entre los
suplementos utilizados se encontré que ambos son diferentes, es decir, el mayor crecimiento
microbiano, tanto en lecturas de densidad celular como Log de ufc/g, se debe al efecto de la L-
Cisteina bajo las condiciones de estudio.

Palabras clave: Cultivo puro liofilizado, Bifidobacterium spp, densidad celular, caldo MRS.
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SUMMARY

The recovery of liofilized pure cultive of Bifidobacterium spp, in broth of MRS (Man Rogosa
and Sharpe), undertows supplementation conditions, L-cysteine-HCL and L-cysteine, with
concentration of 0,05% (m/v), the cellular density were, by means of readings
espectrofotometricas to a wavelength of 600 nm. Additionally, was carried out by counting of
colonies, through a recount in badge, using medium of MRS the agar, making isolation in the
dilutions 10°, 107 and 10", maintaining the supplementation mentioned before. When
comparing if significant difference existed among the utilized supplements it was found that
both are different, that is to say, the biggest microbial growth, also in readings of cellular density
as ufc/gr Log, is due to the effect of the L-cysteine under the study conditions.

Keywords: liofilized pure culture, Bifidobacterium spp, cellular density, MRS broth
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INTRODUCCION

Las Bifidobacterias han sido frecuentemente descritas como “probiéticos”, palabra de origen
griego que significa “a favor de la vida”; término que se ha utilizado para definir aquellas
bacterias que tienen efectos benéficos sobre la salud del hospedero, manteniendo una relaciéon
simbi6tica, mientras habita en el tracto gastrointestinal.

Este grupo se caracterizan por ser bacilos gram-positivos, inméviles, no esporulados, y
catalasa negativo. Su morfologia celular se presenta como bacilos de forma variada
caracteristica como bastones tinicos o en cadena, en forma de “Y” o “V” agrupados, sus
extremos por lo general muestran protuberancias y pueden o no tener una o mas ramificaciones
(Salminen et al., 1.993). Es anaerobio estricto; pueden fermentar un amplio rango de sustratos,
incluyendo la lactosa. Pueden no crecer a temperaturas menores de 20° Cy en general no son
termorresistentes a temperaturas por debajo de los 46 °C. Presenta un estrecho rango de pH
6ptimo para el crecimiento comprendido entre 6,5 a 7 y no presenta crecimiento a pH inferiora 5
y superior a8 (Tamine, 1995).

Investigaciones desarrolladas en esta 4rea, han reportado que las Bifidobacterias compiten
por la colonizacion en el intestino (Hoover, 1993) y a través de ensayos realizados in vitro y en
animales, se ha demostrado que previenen la infeccién, estimulando el sistema inmunolégico,
sintesis de la vitamina del complejo B , mejora la tolerancia a la lactosa ademas de efectos
antitumorogénicos y anticancerigenos (Ishibashi and Shimamura, 1993). Por tal motivo es que
se han elaborado una diversidad de preparados a partir de probiéticos, con la finalidad de
combatir la diarrea en nifios y el estrefiimiento en ancianos. Estos preparados han sido
incorporados a varios productos de origen lacteos tales como: helados, yogurt, leches
fermentadas entre otros. También se han combinado con otros microorganismos como:
Streptococcus salivarus, Lactobacillus bulgaricus y acidophilus. Para el momento de consumo
de estos productos, se debe mantener una concentraciéon superior a 10° ufc/g del
microorganismo, confiriéndole las propiedades benéficas antes mencionados (Samona and
Robinson, 1991). Debido a ello, es importante conocer durante la elaboracién como al momento
de distribucién del producto, el recuento viable de Bifidobacterias.

Desafortunadamente, la viabilidad y recuperacién de las cepas liofilizadas de
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Bifidobacterias, ha sido dificil de evaluar ya que diferentes medios de cultivos reportados en la
literatura, no son suficientemente selectivos para estos; inhibiendo su crecimiento, resultando
recuentos inadecuadamente bajos (Payneetal., 1999).

Existen varios factores que pueden ocasionar lesion a las células, como lo es: la temperatura,
pH y principalmente el oxigeno pues la presencia de este altimo en el medio de recuperaciény
enumeracion es letal.

Su sensibilidad al oxigeno, se debe a su incapacidad de eliminar los productos téxicos
derivados del oxigeno metabolizado.

Cuando se reduce el oxigeno, se producen algunos elementos toxicos tales como: peréxido de
hidrégeno (H,0,), superéxido (O,-) y radicales hidroxilo (OH-). Muchos anaerobios estrictos son
ricos en enzimas flavinicos, que reaccionan espontaneamente con el oxigeno y de no presentar
enzimas como: Super-oxido dismutasa y la catalasa, el microorganismo esta indefenso ante
efectosnocivos del superéxido y del peroxido de hidrégeno acumulados.

Para solventar este inconveniente de autooxidacion, los medios deben ser prerreducidos, por
ello encontramos estudios realizados para comparar medios de recuperacién y enumeracion
selectiva para Bifidobacteria, que difieren en su composicion, pero enla mayoria delos casos son
suplementados con L-Cisteina HCL al 0,05 % (p/v) que acttia como agente reductor del conte-
nido de oxigeno. Ademas sirve como fuente esencial de nitrégeno, pero en estudios aislados, se
hareportado la aplicaciéon de otro suplemento como L-Cisteina en agar modificado VF-Bouillon
(extracto de higado y carne magra de vacuno), obteniéndose como resultado en este tltimo, el 99
% del organismo probiotico recuperado (Caliccia etal 1993., citado por Payne etal 1999).

Considerando todo lo antes discutido se realiz6 una investigaciéon para comparar el efecto de
los suplementos L-Cisteina HCL y L-Cisteina al 0,05 % (p/v) sobre el recuento de Bifidobacterium
sppencaldoyagar MRS.

MATERIALES Y METODOS

Partiendo de una cepa comercial de Bifidobacterium spp. (Chr. Hasen Laboratories), en forma
de cultivo puro liofilizado, el cual debia ser reconstituido, inoculando el 9 % (p/v) de dicha cepa
en cada de los tubos de ensayo con tapa de rosca (seis repeticiones), los cuales contenian caldo
MRS previamente estéril y al mismo tiempo se procedi6 a adicionar 0,05% (p/v) de L-Cisteina
HCL constituyéndose una unidad experimental. De igual manera fue inoculado otros seis tubos
con tapa de rosca que contenian el mismo caldo estéril, pero le fue afiadido L-Cisteina,
manteniendo la misma concentracién, conformdndose la segunda unidad experimental.
Posteriormente se procedié a incubar bajo condiciones anaerébicas a una temperatura de 37 °C
durante 24 horas. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se procedi6 a transferir todo el
contenido de los tubos incubados a otra bateria de tubos con tapa de rosca que contenian caldo

estéril y el suplemento correspondiente, manteniéndose la concentracién inicial de 9 %;
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incubandose nuevamente bajo las condiciones ya descritas. Transcurridas las 24 horas el
microorganismo ya se encuentra reconstituido, porlo tanto se comenz6 a estimar el crecimiento
bacteriano mediante espectrofotometria, realizando lecturas de absorbancia a 600 nm en un
espectrofotometro digital marca Baush Lomb modelo 20, a cada tubo que complementa ambas
unidades experimentales, obteniéndose asi la densidad celular y al mismo tiempo, se realiz6
una siembra por profundidad en placas de Petri desechables, a partir de las diluciones 10°, 107 y
10" preparados con agua peptonada al 0,1 % también para cada tubo de ensayo de ambas
unidades experimentales. En cada placa de aplicé una sobrecapa de agar para garantizar las
condiciones anaerdbicas, ademdas de adicionarle a dicha cubierta un agente antibidtico
denominado Polimixina B al 0,005 % (p/v), luego las placas fueron incubadas en condiciones
anaerébicas del sistema de jarra Gaspack BBL a 37 °C durante 72 horas, quedando asi

determinado el niimero de células viables.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1, se observa que las muestras donde se adicion6 el suplemento HCL- Cisteina
registra menores valores en; absorbancia y Log ufc/g de Bifidobacterium spp. que las unidades
experimentales tratadas con L-Cisteina, siendo esto indicativo que el mayor crecimiento
microbiano ocurri6 enlas unidades experimentales con el suplemento L-Cisteina.

Alrealizar un analisis de correlacién de pearson a las respuestas bajo estudio se encontré que
existia una alta correlacion negativa entre las respuesta Tramitancia y absorbancia (-0,9903);
mientras que la correlaciones de la tramitancia y absorbancia con respecto al Log ufc/ g no tenian
efecto significativo. (Probabilidad >5%)

Cuadro 1. Valores de espectrofotometria y recuentos del Bifidobacterium spp. por efecto de los

reductores de oxigeno.

Suplemento absorbancia Tramitancia Logufc/g

1,769 1,7 9,20

1,856 1,4 8,48

HCL- 1,866 1,4 8,48

Cisteina 1,894 13 8,60

1,856 1,4 8,48

1,888 1,3 8,48

1,872 1,4 8,90

L_ cisteina 1,950 L1 9,00

1,981 1,1 9,26

1,999 1,0 9,00

1,999 1,0 9,30

1,936 1,2 9,18




100 Revista AGROLLANIA Vol. 4 / Enero-Diciembre, 2007: 95-102

Analisis de larespuesta Recuento Bifidobacterium spp. (Log ufc/g).

Para comprobar si existe diferencia estadistica significativa se aplic6 la prueba no
parametrica de Kruskal Wallis (K-W), ya quelos datos delarespuesta Log ufc/gno cumplieron
con los supuestos del andlisis de la varianza. Cochran’s =0,92 y Bartlett's =1,84 tienen efecto
significativo, es decir no existe varianza constante en los datos. Al verificar la normalidad se
encontr6 valores superiores al rango -2 y 2. De curtosis y sesgo estandarizada expuesto por
ascombey tukey, (1953).

Losresultados del andlisis de varianza de KWy pruebas de medias de rangos se observa en el
cuadro 2 y 3, respectivamente. Del cuadro 2, se puede inferir que existe diferencia significativa
entre los suplementos utilizados para el crecimiento del Bifidobacterium spp. Con un nivel de
confianza del 5%. Al estudiar el cuadro 3. Se observa que no existe homogeneidad entre los
grupos, es decir, son diferentes estadisticamente. Esto indica que el suplemento L-Cisteina por
poseer el mayor rango de media es el que causa un efecto mayor sobre el crecimiento del
Bifibacterium spp., bajo las condiciones de estudio. Resultados semejantes encontré Caliccia et al,.
(1993) donde sustituyé HCL Cisteina por L- Cisteina como suplemento logré mayor tasa de
crecimiento de organismos probioticos. Payne et al,. (1999) contrariamente report6 un efecto

inhibidor de crecimiento en medios selectivos con L- Cisteina.

Cuadro 2. Analisis de varianza de K-W para rangos del recuento en log ufc/ g del Bifidobacterium

spp. Por efecto delos suplemento. HCL y L -Cisteina.

FV gl SC CM o p
Suplemento 1 65,53 65,53 9,05 0,01
error 10 72,17 7,22
Total 11 137,50

Anilisis delarespuesta Tramitancia y Absorbancia.

En el cuadro 4, refleja las pruebas de rangos multiples por Duncan al 95% aplicadas a las
variables tramitancia y absorbancia. Al visualizar la columna de grupos homogéneos se
observo que para ambas variables no existia diferencia entre grupo, es decir que no hay efecto
alguno de los suplementos adicionados sobre las respuestas tramitancia y absorbancia, lo cual

indica que estas variables no explican directamente el crecimiento del microorganismo.
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Cuadro 3. Comparacién de las medias delos rangos del recuento en log ufc/ g del Bifidobacterium

spp. Por efecto delos suplemento. HCL y L -cisteina.

Respuesta Suplemento Medias Grupo
Homogéneos
Absorbancia L -cisteina 1,85 1
HCL-cisteina 1,85 I
Tramitancia L -cisteina 1,42 1
HCL-cisteina 1,42 1

Cuadro 4. Comparacién de medias para las respuestas: Tramitancia y absorbancia aplicando
Ducanal 95%

Suplemento Rangos de medias Homogeneidad de grupos
L-cisteina 8,83 1
HCL-cisteina 4,17 11

CONCLUSIONES

o Existe diferencia significativa en el crecimiento de Bifidobacterium spp. por efecto del
agente reductor de oxigeno.

e Elmayor efecto sobre el crecimiento del microorganismo ocurrié enlas unidades tratadas
con L-Cisteina,

e No existe diferencia significativa entre el crecimiento (ufc/g) del microorganismo y la
tramitancia del medio.

e No existe correlacion significativa entre el crecimiento (ufc/g) del microorganismo y la
absorbancia del medio.

e Lasrespuestas tramitancia y absorbancia no poseen sensibilidad para indicar los cambios

por crecimiento del Bifidobacterium spp.
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