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Resumen

La acidez es una condicion ambiental comunmente encontrada por las bacterias presentes en productos lacteos
fermentados y el tracto gastrointestinal. En este estudio, las células de Bifidobacterium infantis de 24 h de
fermentacion se inocularon en medios de cultivo con pH iniciales de 7.0, 4.0, 3.0 y 2.0 durante 24 h. Conforme el
pH inicial disminuye, la poblacion celular activa disminuy6 hasta tres 6rdenes de magnitud. A pH 4.0 las células se
mostraron estables durante las primeras 5 h de fermentacion. Ademas, las células adaptadas a pH acidos fueron mas
pequenias a diferencia de la cepa original. Las cepas adaptadas a pH acido mostraron un nivel de expresion reducida
de dos proteinas de membrana de aproximadamente 18 a 20 kDa.
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Abstract

Acidity is an environmental condition commonly encountered by bacteria in the gastrointestinal tract and fermented
foods. In the present study, Bifidobacterium infantis cells were inoculated in culture media with initial pH of 7.0,
4.0, 3.0 and 2.0 respectively for 24 h. As the initial pH decreases, the active cell population decreased to three
orders of magnitude. At pH 4.0 the cells were maintained stable during the first 5 h of fermentation. In addition,
cells adapted to low pH were smaller than the original strain. The acid pH-adapted strains showed low expression
levels of two membrane proteins of approximately 18 to 20 kDa.

Keywords: Bifidobacterium, acid resistance, probiotic.

1. Introduccion

Las bifidobacterias son habitantes naturales del
tracto gastrointestinal (TGI) que representan del 3-
10 % en la microflora del adulto y el 90% en los
infantes alimentados con leche materna. Este grupo
bacteriano tiene un papel vital en el balance
microbiano intestinal y en la modulacion de la
respuesta inmune del huésped. Los efectos de las
bifidobacterias de relevancia clinica incluyen la
prevencion de enfermedades diarreicas y la
proteccion de actividades carcinogénicas en el colon,
entre otras (Sanz, 2007). Durante la produccion de
probioticos o  alimentos  funcionales con
bifidobacterias, la viabilidad de las bacterias se ve

afectada por la acidez del medio de cultivo, los
procesos de secado por aspersion en frio, durante su
conservacion en anaquel y por la presencia de
oxigeno en el empaque. De éstos, el ambiente acido
derivado de los procesos de fermentacion es el
principal factor que limita la viabilidad de las
bifidobacterias. Durante el transito en el TGI las
bifidobacterias deben sobrevivir a las condiciones
extremas de acidez en el estbmago y a la inmediata
presencia de sales biliares del duodeno para asegurar
su funcionalidad (Collado y Sanz, 2007; Ventura y
col., 2007). El acondicionamiento de bifidobacterias
y bacterias lacticas a condiciones de estrés, al final
de la fase de crecimiento exponencial o durante la
fase estacionaria, permite a las bacterias presentar
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mayor resistencia a condiciones posteriores mads
extremas (Saarela y col., 2004; Takahashi y col.,
2004). Bajo estos tratamientos los microorganismos
son capaces de responder a condiciones de estrés,
sintetizando una gran variedad de proteinas
particulares, las cuales promueven el plegamiento
adecuado de ellas, asi como el mantenimiento del
pH interno por aumento de la actividad de la ATPasa
(Wickner y col., 1999; Ventura y col., 2005, 2006,
2007).

El niimero de bacterias vivas es importante en
la funcionalidad de un alimento. No todas las cepas
de bifidobacterias pueden usarse industrialmente,
debido al bajo rendimiento celular en el medio de
cultivo y también por la baja tasa de sobrevivencia a
las condiciones de estrés a las que son sometidas
durante el proceso. Por lo que la busqueda de
bacterias con caracteristicas de resistencia a
condiciones de estrés es importante en la industria
de alimentos por la posibilidad de tener mejores
productos, con mayor numero de bacterias
probiodticas viables que les permita un transito facil
por el tracto gastrointestinal y llegar a su sitio de
accion para colonizar y ejercer su efecto probiodtico
(Roy, 2005). Estudios a la resistencia al estrés se han
realizado durante la fase de crecimiento exponencial,
sin embargo, algunos autores reportan que exponer a
las células en condiciones de estrés durante la fase
estacionaria, que por si misma es una condicion de
estrés, se mejora la sobrevivencia de las células
cuando son sometidas a condiciones ambientales
menos favorables (Takahashi y col., 2004; Saarela y
col., 2004). El estudio de los probidticos en los
ultimos 20 afios ha presentado un crecimiento
exponencial y se conservan todavia conceptos
basicos como el que un probidtico debe ser de origen
al que va dirigido su consumo. Sin embargo, las
evidencias sefialan que deben presentar también la
propiedad de adhesividad a la mucosa intestinal para
aumentar la posibilidad de que colonice el tracto
gastrointestinal, aparte de presentar como
caracteristica adicional que resistan al estrés acido
del estomago y la presencia de sales biliares (Del
Piano y col, 2006). La busqueda de cepas
probiodticas por este procedimiento es invasiva por lo
que no es recomendable realizarla. Entonces, el
aislamiento de bifidobacterias autoctonas de origen
humano junto con el desarrollo de metodologias con
el propdsito de mejorar su viabilidad en ambientes
de estrés acido, se ha basado en exposiciones cortas
de las células a tratamientos en condiciones acidas,
en presencia de jugos gastricos y en sales biliares
para inducir la tolerancia al estrés. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue determinar la viabilidad
y expresion de proteinas de B. infantis bajo
condiciones de estrés 4cido.

2. Metodologia

2.1 Microorganismos

Bifidobacterium infantis ATCC 17930
2.2 Medio de cultivo

Para la activacion de las células, la fermentacion y
cuenta viable se utilizd6 medio TPY con la siguiente
composicion (g/L): peptona de caseina (10); peptona
de soya (5); extracto de levadura (2.5); glucosa (5);
tween 80 (1 ml); cisteina (0.5); K,HPO, (2); MgCl,
(0.5); ZnSO4 (0.25); CaCl, (0.15); FeCls (0.03). El
pH se ajustd a 7.0; 4.0; 3.0 y 2.0 con HCI IN
respectivamente, en frascos de 50 ml conteniendo 40
ml de medio. El oxigeno molecular de los medios de
cultivo se eliminé al burbujear CO; por un min. Los
frascos fueron sellados con tapones de hule y arillos
de aluminio y se esterilizaron a 10 Ib por 10 min.

2.3 Activacion del microorganismo

Un ml de la cepa B. infantis en caldo TPY con
glicerol al 30% conservada a -70°C en criovial, fue
resuspendido en un frasco vial con 40 ml de medio
TPY que se incubo a 39°C con agitacion de 150 rpm
en una incubadora orbital (Gallenkamp) durante 48
h.

2.4 Fermentaciones

Para la adaptacion de la cepa de B. infantis a pH
acido, se inocularon 2 ml de la cepa activada en un
vial de 40 ml de medio TPY pH 7.0, 39°C y 150 rpm
(Gallenkamp), se tomaron muestras cada 2 h hasta
que el medio de cultivo alcanzé pH de 4. Estas
células a pH acido se lavaron en solucion salina al
0.85 % estéril y se inocularon (10 %) a los viales de
40 ml con medio TPY a pH 4.0, 3.0 y 2.0. Se
tomaron muestras de cada frasco a diferentes
tiempos hasta las 24 h.

2.5 Determinacion de biomasa y pH

Las muestras de fermentacion se centrifugaron a
10,000 rpm a 4°C y el paquete celular se
resuspendio en agua destilada. La densidad optica se
ley6 a 600 nm (Cary 50 UV-visible
Spectrophotometer, Varian) la biomasa se leyo con
base a una curva estandar previamente realizada de
DO vs peso seco. Al sobrenadante se le determiné el
pH.

2.6 Cuenta viable

Se utilizo el método de diluciones decimales y 100
pl de las distintas diluciones se sembraron por
dispersion en placas con agar MRS. Las placas
inoculadas se incubaron en una camara anaerdbica
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Fig 1. Morfologia celular de un cultivo B. infantis
crecida en fase estacionaria a pH 7.0 (A) y 2.0 (B).

(Forma Scientific, USA) con una atmoésfera de 10%
CO,, 5% H, y 80% N,. Todas las muestras se
realizaron por triplicado.

2.7 Electroforesis

La liberacion de proteinas de la membrana exterior
se realiz6 de acuerdo a Pluger y col., (2007) y fue
determinada por electroforesis en gel de
poliacrilamida no desnaturalizante. Se agregd 1 ml
de cultivo conteniendo 1.94 pg de células (peso
seco) se agregaron a 200 pl de amortiguador de
carga (10% glicerol, 40 mM glicina, 5 Mm Tris pH
8.9 y 0.005% p/v de azul de bromofenol). Se
cargaron 10 pl de esta suspension en el gel (11% de
poliacrilamida) y se le aplicd un impulso eléctrico de
12.5 mA por 35 min a 4°C, para liberar proteinas de
las células. En ese momento se cargaron 8 pl de
marcador (Dual Color Bio Rad, 10-250 kDa) y se
corrié el gel bajo condiciones normales. El gel se
reveld con azul de Coomassie.

3. Resultados y discusion

El éxito de productos alimenticios con bacterias
probidticas depende de que estas puedan resistir las
condiciones de estrés tecnologico como son el pH
acido de la fermentacion, los procesos de secado con
calor para la produccion de polvos de fermentacion y
durante la vida de anaquel y posteriormente a las
condiciones de estrés fisiologico, como el pH acido
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Fig 2. Crecimiento y cambio de pH de B. infantis
durante la fermentacion para la obtencion de
biomasa.

del estdbmago y la presencia de sales biliares. La
resistencia del mayor ntimero de células es necesaria
para alcanzar su sitio de accion en nimero suficiente
que les permita ejercer su efecto funcional. Muchos
mecanismos de adaptacion a condiciones de estrés
han sido estudiados, uno de ellos es la modificacion
en la membrana celular (Sanchez y col., 2007). En la
Fig. 1 se muestran los cambios morfologicos de B.
infantis bajo las diferentes condiciones de acidez.
Cuando B. infantis creci6 a pH 7.0 mostro la
morfologia caracteristica de bacilos Gram positivos,
pleomorficos y largos (Fig. 1A). Al ser sometido a
condiciones acidas su morfologia cambié a bacilos
cortos (Fig. 1B). Esto probablemente se debe a los
cambios en el perfil de 4cidos grasos en respuesta a
la caida de pH, y a la alteracion en la deficiencia de
los polimeros anidnicos y a la permeabilidad relativa
de protones a través de su translocacion (Cotter y
Hill, 2003; Fozo y Quivey, 2004).

3.1 Crecimiento y tolerancia acida

Para la adaptacion a las distintas condiciones de
acidez, se realizd una primera fermentacion de 24 h,
donde llegd a un pH de 4.0, y con un crecimiento
alto de biomasa (Fig. 2). A partir de estos resultados
se realizd otra nueva fermentacion bajo las mismas
condiciones y la biomasa obtenida a las 24 h sirvid
para inocular a los medios ajustados a pH de 7.0, 4.0,
3.0 y 2.0. En la Fig. 3A, se muestran los resultados
de esta segunda fermentacion, donde es importante
observar que en la fermentacion con pH inicial de
7.0, disminuyé a pH 5.0 después de 24 h, que a
diferencia con los medios ajustados a pH inicial
acidos, no se observd una disminucion significativa
en el cambio de la acidez inicial. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Saarela y col.,
(2004); Takahashi y col., (2004) y Sanchez y col.,
(2007) donde encuentran que después de exponer a
las bacterias a condiciones de estrés, se mejora la
respuesta de las bacterias a las mismas condiciones
de estrés a las que fueron sometidas con anterioridad.
En la Fig. 3B se muestran los perfiles de biomasa
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Fig 3. Perfil cinético de pH y células viables (log10
UFC ml™") de B. infantis de las fermentaciones
realizadas a pH 7.0 (A), pH 4.0 (0), pH 3.0 (0) y pH
2.0 (o). Los inoculos de estas fermentaciones se
hicieron con células en estado estacionario
provenientes de la fermentacion previa.
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Fig 4. Analisis electroforético del perfil proteico de
B. infantis crecido en fase estacionaria a diferentes
pH. Las flechas indican la posicion de proteinas con
los diferentes niveles de expresion entre la bacteria
crecida a pH, 2.0, 3.0, 4.0 y 7.0. M = Marcador de
peso molecular en kDa.

activa a las diferentes condiciones de acidez inicial.
La viabilidad de B. infantis a pH 7.0 se increment6
hasta 2 ordenes de magnitud durante 24 h con
respecto a la viabilidad observada a los pH acidos.
La viabilidad de B. infantis a pH 4.0 y 3.0 muestra
que la biomasa activa se mantuvo relativamente
estable durante las primeras 5 h, posteriormente se
observé una disminuciéon de hasta 3 ordenes de
magnitud, debido a la acidez de los medios. A pH
inicial de 2, desde el inicio de la fermentacion, la
cuenta de células activas disminuyo
significativamente. La capacidad individual de las
bifidobacterias a sobrevivir en condiciones acidas
depende de la especie y su origen. Matzumoto y col.,

(2004) reportaron que la tolerancia acida de B.
longum y B. adolescentis fue muy limitada, ya que
mostraron una disminucion muy considerable en su
viabilidad después de 1 h de incubacion a pH 3.0.
Excepto a B. animalis subespecie lactis el cual se
mantuvo viable durante 3 h a pH acido. Charteris y
col., (1998) observaron en B. bifidum, B. animalis, B.
adolescentis, B.infantis y B. breve una resistencia a
condiciones acidas por 90 min. Muchos se estos
reportes se han basado sobre exposiciones cortas de
bifidobacterias a condiciones de estrés subletales
pero no se reportd si se mostré6 una mejoria en la
tolerancia a ambientes acidos en tiempos
prolongados. Cuando las bacterias son expuestas a
condiciones acidas, el pH homeostatico se mantiene
al liberar H' de la célula (Booth, 1985). Ademas este
proceso es dependiente de la actividad de ATPasa,
enzima responsable para mantener la concentracion
de H' entre la célula y el ambiente (Matzumoto y
col., 2004, Saarela y col., 2004).

3.2 Perfil proteico.

Bajo condiciones de estrés, E. coli presenta cambios
la estructura y composicion de lipidos y proteinas de
la membrana, que afectan sus caracteristicas fisicas y
quimicas (Lesley y col., 2002), asi como también se
activa la produccion y secrecion de chaperoninas y
proteasas que intervienen para estabilizar o remover
a las proteinas de membrana (Ami y col., 2009). Por
lo tanto, las posibles alteraciones de la composicion
de proteinas de membrana durante la adaptacion
acida de B. infantis fue examinada por electroforesis
no desnaturalizante. En la Fig. 4, se observan dos
bandas abundantes e intensas de aproximadamente
18 a 20 kDa que se presentaron cuando B. infantis
creci6 en condiciones 4cidas. Estas bandas
prevalecieron cuando el microorganismo se mantuvo
creciendo a pH 4.0, 3.0 y 2.0. Probablemente, la
resistencia acida adquirida de B. infantis resulto de
un incremento en la cantidad de proteinas en
condiciones acidas, en comparaciéon con las células
que iniciaron a pH 7.0, que no muestra estas bandas.
Este es el primer reporte sobre la presencia de este
tipo de banda con bifidobacterias cuando se
encuentran en condiciones de estrés acido. El
requerimiento de la sintesis de proteinas durante el
estrés, indica que el nivel de proteinas se debe de
incrementar para conferir resistencia al estrés acido
(Raja y col., 1991). Ademads, esta sintesis de
proteinas, probablemente ayudé a mantener la
homeostasis de pH intracelular, protegiendo a la
bacteria de estas condiciones extremas. Las cepas
tolerantes a la acidez, también han mostrado
tolerancia a otros estrés ambientales (sales biliares y
temperatura),  sugiriendo el  desarrollo  de
mecanismos de proteccion cruzada. Estudios previos
han demostrado asociaciones entre tolerancia acida,
temperaturas y concentraciones de sales biliares en
bifidobacterias (Schmidt y Zink, 2000; Saarela y col.,
2004). Ventura y col., (2006) reportaron que cuando
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las bifidobacterias son sometidas a condiciones de
estrés térmico, se induce la expresion de proteinas de
pesos moleculares pequeiios. Estas proteinas,
también funcionan en el plegamiento de proteinas
para su buen funcionamiento, ademas previenen la
desnaturalizacion de las mismas, cuando las bacterias
son sometidas a estrés (Lee y col., 1997). Foster
(1991) reportd estas proteinas como chaperoninas,
incluidas en la proteccion a la desnaturalizacion
acida de otras proteinas en Salmonella typhimurium.
Parece posible que la adquisicion a la tolerancia al
acido puede estar mediada por el incremento en los
niveles de expresion de algunas proteinas de
membrana. Estos cambios pueden también afectar a
otras propiedades celulares que mostro B. infantis
cuando crecié a pH 7.0 y en condiciones acidas, tal
como la morfologia que a pH de 7.0 aparecen como
células normales (Fig. 1A) y en condiciones acidas
son células regulares pero pequefias (Fig. 1B).
Margolles y col., (2003) reportaron cambios
morfolégicos en B. bifidum cuando adquirio
resistencia a las sales biliares.

La sobrevivencia de bifidobacterias a las
condiciones de acidez varia entre especies y cepas.
Berrada y col. (1991) determinaron en pruebas in
vitro que simulaban el jugo gastrico, el crecimiento
de dos cepas comerciales de bifidobacterias; una fue
inhibida en 0.5 unidades logaritmicas mientras para
la otra cepa, el crecimiento declind hasta en 4
unidades logaritmicas. En un modelo experimental
de simulacion del tracto gastrointestinal, B. bifidum
mostré ser tolerante a la acidez cuando el pH
disminuy6 de 5.0 a 1.8 en un periodo de 80 min, con
un 20% de disminucion en la biomasa activa
(Marteau y col., 1997). Sin embargo, la biomasa
activa de B. animalis subps. lactis permanecié sin
cambio a pH 3.0 durante 180 min, declinando
lentamente a pH 2.0 y hasta cero a pH de 1.0 en 60
min (Pochart y col., 1992). Charteris y col., (1998)
reportaron cepas de bifidobacterias resistentes a la
acidez cuando el jugo gastrico simulado fue
adicionado de proteina de leche y mucina ya que
estos ejercieron capacidad amortiguadora. Por lo que
la resistencia a la acidez depende del pH y el tiempo
de exposicion (Bezkorovainy, 2001).
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