Agrociencia. (2005) Vol. IXN° 1y N° 2 pag. 431 -434

431

BIODIVERSIDAD DE BACTERIAS LACTICAS: CONSERVACION

ex situ DE CEPAS AUTOCTONAS ARGENTINAS

Font de Valdez, G.'; Martos, G.I.

RESUMEN

Las colecciones de cultivo de investigacion permiten resguardar la biodiversidad microbiana en todas sus
formas. La coleccion del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA), es altamente especializada y Gnica
en su tipo en Latinoamérica. Alberga 1.270 cepas de bacterias lacticas de las cuales 1.160 son cepas silvestres
de diversos origenes: alimentos de elaboracion artesanal como quesos, chacinados, encurtidos, etc; ecosistemas
caprinos, bovinos y buvalinos; plantas familiares de elaboracién de subproductos lacteos; suelos y pasturas de
altura; vegetales, etc, provenientes de regiones del NOA. La caracterizacion taxonémica y tecnologica de las
cepas, asi como los estudios sobre sus potencialidades probidticas y la bisqueda de condiciones apropiadas
para su conservacion a largo plazo, ha dado lugar a diferentes programas de investigacion. Los resultados
obtenidos evidencian la biodiversidad de este grupo de microorganismos y avalan el posible uso de las cepas en
industrias de diversa indole.
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SUMMARY

LACTIC ACID BACTERIA DIVERSITY: PRESERVATION
ex situ OF NATIVE ARGENTINIAN STRAINS

Research culture collections preserve microbial biosiversity. CERELA’s culture collection (Centro de Referen-
cia para Lactobacilos) is highly specific and unique in the subject at least in South America. It holds 1.270 lactic
acid bacteria strains, most of them (1.160) are mainly wild type, isolated from different sources and substrates:
home made dairy products, pickles, cured sausage; caprine, bovine and bubaline ecosystems; soil and flora in
highland areas; vegetables, etc., which in turn come from NOA regions of the country. The taxonomical and
technological characterization of the strains, their potential use as probiotic and studies on long term preservation
of lactic acid bacteria conducted to different research programs. Lactic acid bacteria biodiversity is evident from
the results and make possible the use ofthemin different industries.

KEY WORDS: lactic acid bacteria, biodiversity, preservation.

El término “bacterias lacticas” (BAL) describe un am-
plio grupo de microorganismos en forma de cocos y baci-
los, Gram-positivos, no esporulados, anaerdbicos o
microaerofilicos, usualmente inmoéviles, catalasa-negati-
vo, nitrato-reductasa-negativo que fermentan los
carbohidratos con formacién de acido lactico como prin-
cipal producto final.

Las BAL son exigentes en su nutricion y requieren
medios complejos para crecer, ricos en carbohidratos,
aminodcidos, péptidos, derivados de acidos nucleico, vi-
taminas y oligoelementos, y una baja tension de oxigeno.
Sin embargo, tienen una gran capacidad de adaptacion a
condiciones ambientales diversas lo que favorece su am-

plia diseminacion en la naturaleza y en nichos diferencia-
dos (leche y lacteos fermentados, carnes y chacinados,
vegetales, ensilados, masa panaria, tracto intestinal y
mucosas del hombre y animales, bebidas, entre otros). Esta
adaptabilidad y la produccion de lactato son aprovecha-
das por la industria en la elaboracion de diversos alimen-
tos fermentados.

La denominacion “bacterias lacticas” pone énfasis en
el aspecto comercial de su metabolismo. En los alimentos,
contribuyen al sabor y textura de los productos fermenta-
dos e inhiben el crecimiento de bacterias no deseadas por
la produccion de grandes cantidades de acido lacticoy, en
algunos casos, de sustancias inhibitorias (bacteriocinas).

!CERELA -Centro de Referencia para Lactobacilos- Chacabuco 145 (4000) San Miguel de Tucuman. Argentina.
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Son reconocidas por su empleo como cultivos iniciadores
(fermentos) en la manufactura de productos lacteos tales
como yogur, leches &cidas, quesos pasta dura (Cheddar,
Provolone, Romano, Edam), quesos pasta blanda (Brie &
Camembert) (Jay M.J., 1986; Daly C., 1998) y también en el
procesamiento de carnes, bebidas alcohdlicas y vegeta-
les. Estos productos incluyen embutidos, vinos, cervezas,
pickles, etc. Si bien constituyen un grupo bacteriano be-
néfico, algunas BAL son reconocidas como contaminan-
tes de alimentos procesados (Cai Y., 1998).

Muchas BAL ejercen un impacto positivo en la salud
del hombre y de animales estimulando su uso como
probiético (Rolfe, R.Z., 2000). Sin embargo, con menos fre-
cuencia también pueden actuar como patégenos oportu-
nistas (Struve J., 1988; Aguirre M., 1993). De alli laimportan-
cia de aplicar adecuados Criterios de Seleccion de cepas.

En las Gltimas décadas, el auge en el uso de cepas
lacticas, tanto en emprendimientos industriales como en el
area de salud, puso en evidencia la necesidad de conser-
var los recursos genéticos y la biodiversidad de este gru-
po. La coleccién de cultivos de CERELA, Unica en su gé-
nero, surge en respuesta a esta necesidad y retine un total
de 1.270 cepas de BAL y géneros relacionados como
Bifidobacterium y Propionibacterium, en un 90% aisla-
das por los diferentes grupos de investigacion del Centro,
partir de diversos nichos ecolégicos argentinos a lo largo
de 30 afios de trabajo. La caracterizacion taxonémicay tec-
nolégica de las cepas, asi como los estudios sobre sus
potencialidades probidticas y la busqueda de condicio-
nes apropiadas para su conservacion a largo plazo, ha dado
lugar a diferentes programas de investigacion. Los resul-
tados obtenidos permitieron configurar un Catalogo de la
Coleccion, la cual se define como una “coleccién mixta” ya
que si bien se originé como un cepario de investigacion,
brinda servicios al sector publico y privado.

El valor de la Coleccién aumenta y se enriquece con la
contribucion de las distintas lineas de investigacion. La
caracterizacién y optimizacién de las propiedades tecno-
légicas de cepas para su aplicacion en procesos industria-
les incluyen estudios metabolicos, fisiolégicos, genéticos
y moleculares. Actualmente la coleccidn esté estudiada en
ca. 40%, y los resultados obtenidos avalan la transferen-
cia de tecnologia al sector socio-productivo y el posible
uso de las cepas en industrias de diversa indole. Los as-
pectos mas relevantes estudiados, ejemplos de
biodiversidad, se detallan a continuacion:

Produccidon de exopolisacaridos (EPS). Es una caracte-
ristica deseable en cepas BAL que se incluyen en cultivos
iniciadores, starters, para la elaboracion de leches fermen-
tadas y quesos blandos porque estos biopolimeros mejo-
ran la viscosidad y la textura de la matriz y, consecuente-

mente disminuye la sinéresis (exudacion de suero) (Low,
1998). Se analizaron 200 cepas de BAL aisladas de produc-
tos lacteos y se estudid la produccion de EPS. Del total,
s6lo un 18% produjo EPS mucilaginoso y de éstas, un 8%
fue capsular. La formacion de biopolimeros esta
influenciada por varios factores extrinsecos como la fuen-
te de carbono (Mozzi, F.1995), la temperatura o el pH del
medio de cultivo (Mozzi, F., 1995b). La formacién de EPS
en BAL seria una estrategia de supervivencia en condicio-
nes ambientales adversas (Torino, M.1., 2001).

Actividad proteolitica. Algunas enzimas de BAL liberan
péptidos bioactivos al actuar sobre un sustrato proteico,
los cuales tienen efecto benéfico, por ejemplo, accion
hipotensora, anti-oxidante o son estimulantes del sistema
inmunoldgico. En otros casos, el sistema proteolitico de
las BAL se usa para acelerar la maduracion de quesos o en
la generacion de productos de aroma. Estudios del siste-
ma proteolitico de Enterococcus faecium (120 cepas) ais-
lados de quesos artesanales tucumanos de alta montafia
indicaron una gran variabilidad.

Reduccidn de alergenos y factores antinutricionales
en alimentos. Cepas de Lactobacillus y Pediococcus (30%
de 250 cepas) aisladas de masa panaria obtenida por fer-
mentacién natural utilizaron gluten como Unica fuente de
nitrgeno en medio de cultivo. Esta propiedad podria usarse
para reducir ciertos componentes alérgenos derivados de
gluten, como la gliadina, la cual estaria involucrada en la
enfermedad celiaca.

El elevado contenido de alfa-D-galactosil oligosacaridos
-factor antinutricional causante de flatulencia- en alimen-
tos de soja, como rafinosa y estaquiosa, limita su consu-
mo en Occidente. Una solucién potencial es el uso de ce-
pas BAL con buena actividad a-galactosidasa. La Figura 1
resume los resultados encontrados en distintas especies
y cepas demostrando una produccion variable de la enzi-
ma (Garro, M.S., 2004).

Produccion de bacteriocinas y acidos organicos con
efecto antifungico. Una propiedad poco comin en BAL es
la capacidad de producir bacteriocina, péptidos

Act. -Gal en mU
(nmol PNP . mg" . min")

Figura 1.

Cepas (CRL)
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antimicrobianos de bajo peso molecular. Un escaso por-
centaje (6%) de un total de 530 cepas ensayadas, aisladas
de distintos nichos ecoldgicos como alimentos (chacinados
y quesos artesanales), vagina humanay cavidad oral, pre-
sentaron esta caracteristica. Resultados negativos se ob-
tuvieron en este Gltimo caso.

Produccion de nutracéuticos. Las BAL requieren di-
versas vitaminas para crecer. Sin embargo, algunas cepas
son capaces de producir algunas vitaminas del grupo B
(&cido folico y riboflavina). En trabajos recientes, Taranto,
M.P. y col. (2003) encontraron una cepa de Lactobacilus
reuteri productora de compuestos tipo cobalamina (vita-
mina B12). Actualmente, se realizan estudios de caracteri-
zacion del compuesto y analisis bioquimicos y genéticos
de las rutas metabdlicas para optimizar su produccion.

Enzimas de interés en bioprocesos. Se han encarado
estudios de diversas enzimas tales como el sistema
proteolitico (proteasas y peptidasas) de BAL de masas
fermentadas y evaluando su capacidad de hidrolizar fitatos,
principal factor antinutricional presente en alimentos de
cereales y vegetales; hidrolasas de sales biliares; amilasas;
proteinas, ej. proteasas y peptidasas en la produccion de
quesos; lipasas, etc.

Biodiversidad de propiedades probidticas. La seleccién
de BAL como probidticos en alimentos tiene en cuenta la
resistencia de las mismas a las condiciones y enzimas del
tracto gastrointestinal como lisozima, pepsina, tripsina,
acidez y sales biliares, ademas de propiedades benéficas
intrinsecas de la cepay sus propiedades tecnoldgicas. Una
de las especies mas utilizadas en este contexto es L.
acidophilus. La Figura 2 muestra un estudio de las propie-
dades tecnoldgicas y probié6ticas de cepas de L.
acidophilus aisladas de distintas fuentes tales como
ensilado, intestino humano y leche (Lorca, G. 2001).

Un efecto probidtico importante es la capacidad de al-
gunas cepas BAL de reducir colesterol. Ensayos en mode-
lo animal murino (ratones Suizo-Albino) mostraron que la
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Figura 2. Dendograma.

administracion oral de bajas dosis de L. reuteri permite
reducir (28%) el colesterol total y LDL-colesterol en rato-
nes hipercolesterolémicos. La ingesta del probi6tico pro-
duce ademas, un aumento de HDL-colesterol, efecto tera-
péutico importante de aplicacion farmacéutica (Taranto,
M.P. 1998; Taranto,M.P., 2000).

Mediante el uso de modelos experimentales similares
utilizando ratones BALBY/c, se logrd seleccionar cepas BAL
con efecto inmunomodulador y estimulacién de formacion
de inmunoglobulinas (IgA e 1gG secretorias) en el sistema
inmune asociado a mucosa. Se estudiaron las relaciones
entre el consumo continuado de leches fermentadas con
ciertas cepas (L. casei, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus y S. thermophilus), la produccion de citoquinas
en intestino y sitios mucosos distantes (bronquios, glandu-
las mamarias) y de IgA, asi como la viabilidad de las cepas
probidticas, la participacion del nicho ecoldgico en la
estimulacion del sistema inmune y la interaccion de las BAL
con las células inmunes (Perdigdn, G,, 2002).

Estudios de conservaciéon ex situ

El uso de las BAL a escala industrial, tanto cultivos
iniciadores como probidticos, depende en gran medida de
las técnicas de conservacion que deben garantizar la esta-
bilidad de las células en términos de viabilidad y actividad.
Los procesos de manufactura y almacenamiento de los
alimentos someten a las BAL a situaciones de estrés tales
como congelamiento, secado, bajaa, acidez, bajas tempe-
raturas y altas concentraciones de sales, entre otras
(Bunthofy col. 1999). En el ambito de la Coleccion se han
estandarizado diferentes técnicas de conservacion a largo
(congelamiento, liofilizacion), mediano y corto plazo (en-
friamiento) para garantizar la actividad de los cultivos. Espe-
cial atencion se dispensé a especies particularmente sensi-
bles como L. acidophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus.

Un adecuado conocimiento de la fisiologia celular per-
mite generar “estrategias de supervivencia” lo que puede
lograrse a partir del control de factores ambientales como
latemperatura de crecimiento y el pH. Estas estrategias, entre
otras, son la sintesis de proteinas de estrés (CAPs, Cold
Acclimation Proteins) y el aumento de acidos grasos poli-
insaturados (Fernandez Murga,M.L., 2000; Lorca, G., 1999).

En el &mbito del proceso de conservacion, es importan-
te contar con una buena cantidad de biomasa activa, la
seleccion del medio de suspensién y los agentes
criprotectores (Font de Valdez, G., 1983). Entre estos Glti-
mos, glutamato de sodio al 5% en leche descremada
reconstituida permite obtener buenos resultados durante
el proceso de liofilizacion y posterior vida de estante de la
mayoria de especies de BAL, incluyendo L. delbrueckii
subsp. bulgaricus (Martos, G.1., 1999).
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CONCLUSIONES

La conservacion ex situ de BAL es un compromisoy un
desafio para preservar la biodiversidad del grupo. La ma-
yoria de las propiedades tecnoldgicas y probidticas de
BAL de aplicacién en la industria de alimentos y farmacéu-
tica es cepa-dependiente, lo que avala los estudios realiza-
dos y refleja la importancia de preservar y mantener las
colecciones de cultivo, apoyando la busqueda de nuevos
especimenes y los estudios de conservacion de
microorganismos.
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