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RESUMEN

La Bifidobacterium lactis Bb12 es considerada como un suplemento probidtico,
debido al efecto benéfico que le proporciona al hospedador, promoviendo un ecosistema
intestinal Optimo, regulando la composicion de las bacterias presentes. Las
lactobacterias se encuentran en el intestino de mamiferos, pero también han sido
reportadas en insectos. El coledptero Sitophilus oryzae constituye un novedoso modelo
animal para estudios nutricionales; el bioensayo con este insecto es econdmico y
sencillo de manipular, trabaja con poblaciones que tienen una emergencia alta en corto
tiempo. Otra ventaja radica, en la diferenciacion que presenta su tracto digestivo, lo que
permite localizar a los microorganismos presentes en el intestino. Debido a la
versatilidad que representa este modelo animal, en el presente trabajo se realizo la
transferencia de Bifidobacterium Lactis Bb12, al tracto digestivo del gorgojo de arroz
(Sitophilus oryzae), mediante peliculas comestibles a base de almidon de papa. En el
intestino del gorgojo no se encuentran presentes las bifidobacterias, sin embargo, se
logr6 identificar bacterias anaerobicas facultativas (Aerococcus viridans,
Staphylococcus chromogenes y Staphylococcus sp), que forman parte de la microbiota
del tracto digestivo.

La ingesta de peliculas comestible con o sin bifidos, durante 12 dias, no causaron
un efecto deletéreo sobre la supervivencia del animal. Estos alimentos promueven una
ganancia de peso de 20%, con respecto a su peso inicial, esto puede atribuirse a un
aumento en el contenido de grasa inducido por las dietas. Sin embargo, el estudio de la
composicion corporal (agua, grasa, nitrégeno proteico y cuticular) para 12 dias de
alimentacion con las peliculas comestibles antes mencionadas, no es esclarecedor de los
cambios producidos durante la transferencia de las bifidos. Con el fin de evidenciar
estos cambios, se realiz6 en paralelo con el ensayo de transferencia, el estudio de todos
los parametros corporales; cuando los insectos ingieren peliculas comestibles con
bifidos, se observé un aumento sustancial en el contenido de grasa y nitrégeno
proteico, que es independiente de la dieta inicial (arveja o pelicula sin bifidos) que se le
suministre a los gorgojos; indicando que estos cambios podrian producirse por la
biomasa aportada por las bacterias y/o porque ellas modulan positivamente la adsorcion
de nutrientes.

Por otro lado, se estimo la viabilidad de los bifidos en la pelicula, demostrando que
estas bacterias pueden sobrevivir durante los 14 dias de experimento, obteniendo un
recuento de 6,95 Log UFC/g al dia 0, ademas, el pH &cido de 5,19, en la solucién
formadora de peliculas, ayudé a mantener a las bifidos viables durante el tiempo del
ensayo. Se logro con éxito la transferencia de los bifidos al intestino del gorgojo de
arroz, ya que las peliculas comestibles resultaron ser un vehiculo de transferencia para
estos microorganismos; para los insectos que comenzaron alimentandose con peliculas
con bifido los primeros 4 dias, el recuento bacteriano fue de 3,7 Log UFC/g, y para los
insectos que se les cambi6 la dieta al 4 dia de peliculas sin bifido a peliculas con bifido,
también se produjo transferencia de estos microorganismos a los intestinos virgenes de
bifidos, obteniendo recuentos al dia 6 de 3 Log UFC/g. La prueba de Chi-X?, tanto para
los ensayos de viabilidad como para los ensayos de transferencia, no mostraron
diferencias significativas, demostrado que la variable periodo de tiempo en que se haga
los experimentos, no afecto la reproducibilidad de los mismos. Por Gltimo, se evidencid
la presencia de Bifidobacterium lactis Bb12, en cortes transversales del intestino medio
del gorgojo de arroz, observados bajo microscopia optica.
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1. INTRODUCCION

En la naturaleza las especies forman comunidades complejas debido a las
interacciones que se presentan entre ellas en un ambiente determinado, a estas
interacciones se les denomina simbiosis. La primera definicién fue dada por Anton de
Bary en 1879; se trata de una 0 mas especies que viven permanentemente en una
estrecha asociacion, durante al menos una parte de su ciclo de vida, ya sea con la

coexistencia de un individuo sobre otro o uno dentro del otro. (Gil y col., 2004).

Existen dos tipos: ectosimbiosis, donde el simbionte vive sobre el cuerpo en el
exterior del hospedador e inclusive puede estar en el interior de la superficie del
recambio digestivo y el endosimbionte que habita en el espacio intracelular del

anfitrion. (Margulis, 1986).

Dentro de la simbiosis, existen diversas formas de interaccion, siendo la més
relevante en esta investigacion el mutualismo, fundamental para el incremento de la

supervivencia entre las especies involucradas.

Un ejemplo de ellos puede ser la relacion evolutiva que presentan insectos y
bacterias como es el caso de los Isopteras (termitas), donde las bacterias que estan en el
tracto digestivo del insecto son capaces de degradar la lignocelulosa, parte estructural de
la madera, aportando al hospedador elementos como el carbono y nitrdégeno, los cuales

son esenciales para la sintesis de aminoacidos, vitaminas y esteroles. (Brune, 2003).

Los insectos representan un modelo apto para el estudio de las relaciones
simbioticas-mutualistas, debido a su gran diversidad, siendo la mayor de todos los
invertebrados, y a su gran tolerancia a organismos foraneos que les permite coexistir

con muchos microorganismos diferentes. (Dale, 2003).



Se han realizado estudios microbiolégicos, microscopicos y moleculares, para
clasificar a los simbiontes que estan presentes en los insectos, pudiendo llegar a una
caracterizacion fundamentada, tanto en la edad evolutiva evidente como el grado

obligado de codependencia entre el anfitrion y el simbionte. (Werren, 1997)

Existen dos tipos de transferencias por las cuales las bacterias pueden invadir y
permanecer en el interior de los insectos. La primera, tipo vertical, por via materna, en
donde se presenta una coevolucion especifica con poblaciones de células del anfitrion,
durante la colonizacién de la progenie y el desarrollo temprano del anfitrion. (Dale y
col., 2003). Estas bacterias han tenido una adaptacion tal, que ellas tienen poco o ningln
impacto negativo sobre la salud total del anfitrion y es conocido como simbionte

primario. (Finlay y col., 1997)

El simbionte secundario puede colonizar anfitriones ingenuos por la transmision
horizontal entre individuos de la misma especie. Estas asociaciones son tipicamente
facultativas desde la perspectiva del anfitrion, ellos pueden verse perjudicados o
beneficiados dependiendo de la tolerancia hacia la bacteria. Estos simbiontes deben
persistir y extenderse dentro de las poblaciones del hospedero y los organismos que
presentan el simbionte, poseen una ventaja sobre los no infectados. En algunos casos,
esta ventaja proviene de efectos beneficiosos sobre la supervivencia del anfitrion, esto
se traduce en mayor porcentaje reproductivo, proteccion del hospedero contra otros
parasitos, entre otros. (Moran y col., 2005; Oliver y col., 2003; Scarborough y col.,

2005)

En el coledptero Stophilus oryzae, se han aislado dos clases de simbiontes, uno de
ellos caracterizado como endosimbionte obligatorio, conocido como Wolbachia, que se

aloja en el aparato reproductor de la hembra produciendo induccién en la
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partenogénesis, elimina selectivamente a los embriones machos, favoreciendo el
desarrollo de embriones hembra en una poblacion. (Raverdy y col., 2008). Por otra
parte, dicho insecto presenta una asociacion simbiotica facultativa con una
Enterobacteriaceae, esta simbiosis ha sido investigada por mas de 70 afios. Se ha
demostrado que esta bacteria le aporta al S oryzae las vitaminas: riboflavinas, acido
pantoténico y biotina. También actia en la fosforilacion oxidativa aumentando la
actividad enzimatica mitocondrial, mejorando enormemente la capacidad de vuelo en
los insectos adultos. Este aumento en la fosforilacion oxidativa, también actua sobre el

metabolismo de los aminoécidos. (Heddi y col., 1993)

Los simbiontes proporpocionan a los insectos una amplia variedad de beneficios,
donde mas del 50% tiene que ver con la parte nutricional, hecho que se manifiesta, por
la presencia de estos microorganismos en el tracto digestivo de estos invertebrados.

(Grijalva y col., 2006, Brune y col., 2003, Lo y col., 2007).

En la nutricion humana se han desarrollado diferentes alternativas, para mantener en
condiciones Optimas, la composicion de la microbiota, que promueve la asimilacion de
ciertos nutrientes ingeridos. Una de ellas es el uso de probioticos, estos se definen
como, un conjunto de microorganismos que actlan como una parte esencial en el
mantenimiento de la salud del huésped humano (Barrio, 2006). EI mas utilizado hasta
ahora es la Bifidobacterium (Cagigas y Blanco, 2002) y las ventajas potenciales de
dichas bacterias como probidtico, estan relacionadas en particular a los efectos
benéficos en el intestino de mamiferos: antimicrobianos (Gibson y Wang, 1994; Misra 'y
Kuila, 1995); de inmunomodulacion (Amster y col., 1994) y de modulacién de la

microbiota. (Glen, 1999).



Dentro de este contexto, resulta prometedor estudiar la factibilidad de algunos
materiales que se emplean como empaques, coberturas comestibles o peliculas que son
utilizados como vehiculos de vitaminas, minerales y Bifidobacterias. La transferencia de
estas bacterias al intestino del hombre o en modelos nutricionales como mamiferos es
un hecho que ya ha sido estudiado. Sin embargo, en insectos la transferencia de dicha
bacterias al intestino del animal, es un campo que recientemente se ha comenzado a
explorar, (Rojas, 2007 y Ortiz, 2010) ya que, los insectos representan un modelo
sencillo y econémico en cuanto a su mantenimiento, mostrando resultados en corto

tiempo para dar explicacién a diversos procesos bioldgicos.

En el Laboratorio de Bioquimica Nutricional y Metabolismo del Instituto de
Biologia Experimental, se ha dedicado a la blusqueda de modelos bioldgicos para
estudios nutricionales, en este caso, el uso del coledptero Stophilus oryzae,
comunmente conocido como el gorgojo del arroz, constituye una opcion econémica y
novedosa. El bioensayo con este insecto es ventajoso, debido a que se trabaja con
poblaciones de insectos que tienen una emergencia alta en corto tiempo, esto le resta
variabilidad a los resultados a la hora de aplicar la estadistica, ademas que son
econdémicos en cuanto a su mantenimiento (Carmona y col., 1998). Otra ventaja
fisiolégica que debe considerarse en este trabajo, es la diferenciacion que presenta su
tracto digestivo, lo que permitiria una buena localizacion de los microorganismos

identificados, pertenecientes a la microbiota del insecto y a los transferidos.

Debido a la versatilidad que presenta el bioensayo del gorgojo de arroz, en este
trabajo se evalud la transferencia de la Bifidobacterium lactis Bb12 (microorganismo
probidtico en humanos) al tracto digestivo del gorgojo de arroz alimentado con

peliculas comestibles con el ingrediente probiotico y se dara continuidad al trabajo
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realizado por Rojas (2007), quien estudié el efecto que tiene las peliculas comestibles
con y sin probidticos sobre la supervivencia, variacién de peso y composicién corporal

(agua, grasa y nitrogeno).

Es por esto que el Laboratorio de Bioquimica Nutricional y Metabolismo en
conjunto con el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos del Instituto de
Biologia Experimental (IBE) se propone la identificacidn de las bacterias presentes en el
tracto digestivo del gorgojo del arroz. Asimismo, en colaboracion con el Laboratorio de
Nuevas Tecnologias del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) se
realizd peliculas comestibles de almidon de papa las cuales fueron empleadas como
vehiculo de transferencia de la Bifidobacterium lactis Bb12 al tracto digestivo del

gorgojo del arroz.



2. ANTECEDENTES
2.1 Insectos

El alimento de los insectos se compone de una gran variedad de materiales
organicos, alrededor del 75% de las especies son fitdéfagos, lo que indica que son
consumidores primarios de la materia vegetal que aporta gran cantidad de energia, el
25% restante pueden ser carnivoros, omnivoros o parasitan otros animales. Los insectos
son de gran importancia para los seres humanos, ya que éstos pueden comportarse como
plagas causando dafios en siembras de granos, cereales y diversos alimentos, afectando
directamente la salud de las personas, y por otro lado, pueden ser extremadamente
beneficiosos, actuando como polinizadores de plantas, y son utilizados como modelos
bioldgicos, manteniendo a las poblaciones en cultivos, que permiten por ejemplo, hacer
investigaciones bioquimicas en el campo de la absorcién y digestion de nutrientes

especificos, entre otros aspectos metabolicos. (Gillott, 2005).

2.2 Sitophilus oryzae

También conocido como el gorgojo de arroz, es un insecto que pertenece al orden
coleoptera, familia Curculionidae (figura 1). La apariencia que muestra este insecto es la
de una cabeza provista de una trompa larga con antenas acodadas en forma de maza. El
protorax estd densamente cubierto de depresiones circulares. Tiene alas acorazadas y
apergaminadas. El adulto mide de 2,5 a 3,5 mm y el color varia de café a negro. Los

élitros presentan cuatro manchas de color amarillento. (Cubillos, 1983).

El gorgojo de arroz presenta una metamorfosis completa llamada holometabola,
pasando por cuatro fases o estadios, los cuales son huevo, larva carente de patas, una
pupa inmavil y adulto. En cuanto a su ciclo reproductivo las hembras horadan el grano

y depositan en cada diminuta perforacion un huevecillo que posteriormente es cubierto
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Figura 1. Imagen del Coledptero Stophilus oryzae
http://www.biolib.cz/en/image/id32232/ [Consulta: 09 de octubre de 2009]

con una secrecion, por lo que su presencia pasa inadvertida. Cada hembra, deposita de
300 a 400 huevos que tardan entre 4 y 6 semanas en transformarse en adultos o imago.
El adulto vive de 4 a 5 meses. La hembra alcanza su maxima actividad de ovoposicion

después de 3 semanas de haber emergido. (Cubillos, 1983).

2.3 Tracto digestivo

El tracto digestivo de los insectos ha sido de gran importancia para los cientificos ya
que este representa la mayor superficie de contacto con el medio ambiente (Terra y
Ferreira, 1994; 2005). Por otra parte, la habilidad que presentan los insectos para
alimentarse, viene acompafiada de diversas estructuras bucales externas e internas, que
sirven para ingerir pequefios trozos de alimento y degradarlo en su interior. Las
estructuras presentes en el tracto digestivo (figura 2), se especializan dependiendo de la
dieta que consuma el insecto (Klowden, 2007). Es decir, no cambian la funcion, sino la
forma y el tamafio de las partes que conforma el tracto digestivo, dependiendo del
alimento. Por ejemplo, el buche puede ser mas grande o mas pequefio, el intestino

medio puede ser mas largo, entre otros cambios.
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Figura 2. Representacion del tracto intestinal de insectos. Tomado del Klowden, 2007.

2.3.1 Intestino anterior

El intestino anterior se forma durante la embriogénesis por invaginacion del
tegumento, estd revestido de cuticula que posee ciclos de muda y regeneracion. El
intestino estd conformado por células epidérmicas que estdn ancladas al musculo
longitudinal y al masculo circular, unido por tejido conectivo. (Gillott, 2005). Este se

diferencia internamente por faringe, eséfago, buche y proventriculos (figura 2).

En la faringe se encuentran musculos dilatadores. El es6fago usualmente es estrecho
pero posteriormente puede dilatarse por la reserva de alimento que se almacena en el
buche, en este momento, una vez que el alimento esté dentro del tracto digestivo, se
comienza a degradar por las enzimas predigestivas que contienen las glandulas

salivares, ademas de las que se regurgitan desde el intestino medio. (Vonk, 1984).

En la region posterior del intestino anterior se encuentra el proventriculo, que sirve
como véalvula de regulacion que controla la velocidad con que penetra el alimento pre-
digerido separando a los componentes liquidos y los materiales solidos (Chapman,
1995). Estos materiales se ven empujados al intestino medio por los movimientos

peristalticos que realizan las células del musculo longitudinal y circular. Posteriormente
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el intestino anterior es ligeramente invaginado. Su funcién es asegurar el alimento

incorporandolo en su interior. (Klowden, 2007).

2.3.2 Intestino medio

El intestino medio es de origen endodérmico y no presenta cuticula. Sin embargo,
estd revestido con la membrana peritrofica. La cual, estd compuesta por proteinas
ancladas que conforman una malla que contienen microfibrillas. La funcion de la
membrana peritréfica es proteger el epitelio del intestino medio de dafios mecanicos
(Lehane, 1997), también evita la entrada de microorganismos que desechan toxinas u
otros compuestos quimicos dentro de la cavidad del cuerpo. Ademéas la membrana
peritr6fica permite una compartimentacién que a su vez esta dividida en espacios
endoperitrofico y ectoperitréfico (Terra, 1996; Lehane, 1997). La separacion de los
epitelios, proporciona una mejor eficiencia para segregar enzimas entre dichos espacios,

permitiendo que algunas enzimas sean recicladas. (Lehane, 1997).

Las microvellosidades, que van desde las células del cardia hasta el final del
intestino medio, confieren permeabilidad a los nutrientes, una vez digeridos por las
enzimas digestivas. Sin embargo, esta permeabilidad es solo para moléculas pequefias,
puesto que las proteinas y los polisacaridos no son filtrados por la membrana

peritrofica. (Richards y Richards, 1977; Lehane, 1997).

De hecho, las peptidasas, lipasas y carbohidrasas secretadas en el intestino medio,
rompen las moléculas pre-digeridas que estan almacenadas en el buche. Por tanto, la
funcién del intestino medio es la absorcién y la secrecion de enzimas que sirven para la
digestion de los componentes basicos de las macromoléculas, como son: aminoacidos,

acidos grasos, dimeros mondmeros de glucosa. (Terra y Ferreira, 2003).



El intestino medio no presenta una diferenciacion estructural desde su desarrollo,
por tal razon, esto incrementa el area de superficie viable de secrecién de enzimas y
absorcion del material digerido. La region anterior puede contener diverticulos llamados
ciegos gastricos, éstos aumentan la superficie del intestino medio para la absorcion y
crean un flujo contracorriente como consecuencia de su absorcion diferencial del agua
(Barbehenn, 2004). Como el agua es secretada en el lumen del intestino medio
posterior, esta avanza para ser reabsorbida en la region cecal, permitiendo a los
productos de la digestion pasar por él mientras que los s6lidos no son digeridos. Los
ciegos gastricos pueden estar asociados con mecanismos detoxificantes, permitiendo al
insecto ingerir alimentos de plantas que contienen compuestos potencialmente toxicos

provenientes de su metabolismo secundario. (Klowden, 2007).

2.3.3 Intestino posterior

El intestino posterior es un derivado del ectodermo y como tal se encuentra
revestido por cuticula, aunque ésta sea mas delgada que en el intestino anterior. Las
células epiteliales que rodean la cuticula son aplanadas en las almohadillas rectales de
forma de columna, presentando abundantes mitocondrias y los masculos estan
débilmente desarrollados (Lang, 1999). Su funcidn esta asociada con la absorcion de

nutrientes. (Azuma, 1991).

Existen tres regiones bien definidas en el intestino posterior: piloro, ileon, y recto
(figura 2). El piloro puede tener una capa de muasculo circular bien desarrollada y regula
el movimiento del material del intestino medio al intestino posterior. El ileon es
generalmente un tubo estrecho que sirve para conducir el alimento no digerido al recto
para el tratamiento final de la digestion. En algunos insectos, se produce la absorcién de
iones y/o agua en el ileon. En esta region se encuentran los tabulos de Malpigi, los
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cuales representan la estructura de osmorregulacion en el insecto que produce una orina
primaria isosmoética que es rica en potasio, bajo en sodio, contiene otros iones,

aminoacidos y materiales superfluos. (Terra, 1996).

El recto se encuentra en la parte posterior del intestino, con frecuencia se dilata,
estd conformada de una pared delgada, e incluye de seis a ocho almohadillas rectales
gruesas y amuralladas, cuya funcion es absorber iones, agua y pequefias moléculas

organicas. (Azuma, 1991).

El intestino posterior es capaz de realizar una reabsorcion selectiva de los
aminoacidos, agua e iones para producir una orina hiperosmotica, por consiguiente, el
excremento de los insectos terrestres es expulsado como desechos semisecos por el ano.

(Terra, 2005).

2.3.4. Bacterias presentesen €l tracto digestivo de los insectos

Generalmente los microorganismos habitan el tracto digestivo de los insectos;
encontrdndose unos pocos en el intestino medio, hasta encontrar mayor concentracion y
variabilidad de especies en el intestino posterior. (Klowden, 2007). Se pueden ubicar en
diferentes regiones del intestino posterior, ya sea, adosados en el epitelio del intestino
mediante receptores de anclaje con las células epiteliales del proctodermo, como
también, pueden estar libres en el lumen intestinal. Igualmente, se pueden ubicar dentro
de una estructura celular, como células del epitelio o dentro de protozoarios que formen

parte de la microbiota del insecto, asi como en el epitelio del mismo. (Brune, 2003).

Entre las bacterias y los insectos se considera que existe una relacion simbidtica, ya
que el microorganismo le proporciona al insecto un beneficio metabdlico, aportando

enzimas y vitaminas que le brindan eficiencia nutricional al hospedador. Como por
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ejemplo, las termitas y escarabajos, insectos que se alimentan de madera, éstos tienen la
capacidad de dilatar el ileon (intestino posterior) y forman una masa fermentada de
particulas de madera, en donde se almacenan las bacterias que degradan
metabdlicamente lo que el insecto no puede. (Breznak, 1994). En las termitas
encontramos la bacteria llamada Actinomycetes, que ejerce un papel metabolico
rompiendo las cadenas de lignina y celulosa proveniente de la madera. (Brune y col.,

2003).

En &fidos se encuentra la bacteria Buchnera ubicada en el intestino medio, cuya
funcién es proporcionar los aminoacidos esenciales al insecto y la degradacion de
carbohidratos. Por otro lado también presenta en el intestino posterior a la bacteria
Hamiltonella que ofrece una proteccion al intestino de parasitos. (Vissotto y col., 2008).
Asimismo, la mosca TseTsé presenta dos bacterias Wigglesworthia glossinidia y
Sodalis glossinidius, la primera se encuentra en el intestino medio y le aporta al diptero
nutrientes y cofactores, y la segunda bacteria, defiende al hospedero de parasitoides.
(Grijalva y col., 2006). En el Stophilus oryzae, se han reportado Enterobactericeae que
cumplen diferentes funciones; aporte de fuente de vitaminas al insecto como la
riboflavina, &cido pantoténico y biotina, ademas altera el balance metabdlico de los
aminoéacidos, la fosforilacion oxidativa y afecta la habilidad del vuelo. (Thompson y

col., 2003).

2.4 Generalidades sobre las bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares, disponen de una pared celular que rodea
su membrana citoplasmatica. Dichas paredes bacterianas estan hechas de
peptidoglucano, esta sustancia estd compuesta por cadenas de polisacaridos enlazadas

por peptidos. (Van Heijenoort, 2001). Existen dos diferentes tipos, Gram+y Gram-.
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Estos nombres provienen de la reaccion de la pared celular a la tincion de Gram, un
método tradicionalmente empleado para la clasificacion de las especies bacterianas.
(Gram, 1884). Las bacterias Gram+, tienen una pared celular gruesa que contiene
numerosas capas de peptidoglucano en las que se inserta el &cido teicoico. En cambio,
las bacterias Gram-, tienen una pared relativamente fina, consistente en unas pocas
capas de peptidoglucano, rodeada por una segunda membrana lipidica (la membrana

externa) que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas. (Engelhardt, 1998).

A diferencia de los organismos superiores, las bacterias presentan una gran variedad
de metabolitos. (Nealson, 1999). La distribucion de estos metabolitos dentro de un
grupo de bacterias se ha utilizado tradicionalmente para definir su taxonomia. Sin
embargo, esta clasificacion no se corresponde a la definida por las técnicas moleculares.

(Xu, 2006).

El metabolismo bacteriano se clasifica en base a tres criterios importantes: el origen
del carbono, la fuente de energia y los donadores de electrones. Un criterio adicional
para clasificar a los microorganismos que respiran es el receptor de electrones usado en

la respiracion. (Zillig, 1991).

Dependiendo de la fuente de carbono, las bacterias se pueden clasificar como:
heter6trofas; cuando usan compuestos organicos. Por otro lado, estan las autétrofas,
cuando el carbono celular se obtiene mediante la fijacion del diéxido de carbono. Las
bacterias autotrofas tipicas son las cianobacterias fotosintéticas, las bacterias verdes del
azufre y algunas bacterias puarpura. Pero hay también muchas otras especies
quimiolitétrofas, por ejemplo, las bacterias nitrificantes y oxidantes del azufre

(Hellingwerf y col., 1994). Segun los donadores de electrones, las bacterias también se
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pueden clasificar como: litétrofas; si utilizan como donadores de electrones compuestos
inorganicos (CO;), organotrofas; si utilizan como donadores de electrones compuestos

orgéanicos (carbono). (Zillig, 1991).

Por ultimo, existe una clasificacion por fuente de energia utilizada y las bacterias
pueden ser fototrofas, cuando emplean la luz a través de la fotosintesis y quimidtrofas,
cuando obtienen energia a partir de sustancias quimicas que son oxidadas
principalmente a expensas del oxigeno (respiracion aerobia) o de otros receptores de

electrones alternativos (respiracion anaerobia). (Siunov y col., 1999).

2.4.1 Bacteriasaerobias

Se define como un microorganismo que tiene la capacidad de crecer en presencia de
oxigeno, un ejemplo de ello es el crecimiento sobre un medio de cultivo o sustrato que
este en contacto con el aire. EI término comdnmente es reservado para aquellos
organismos que, en la naturaleza, normalmente crecen en habitats aerdbicos; algunos
aerobios también pueden crecer en condiciones anaerobias y son llamados anaerobios
facultativos. (Singleton y col., 2006).
2.4.2 Bacteriasanaerobias

El reconocimiento de la naturaleza anaerobia de determinados microorganismos se
acredita a Pasteur, quien en 1863 observd que la motilidad de ciertas bacterias
desaparecia con la exposicion al aire. EI conocimiento sobre las bacterias anaerobias es
relativamente reciente, ya que para poder lograr condiciones de anaerobiosis en el
laboratorio se necesitaban equipos costosos y técnicas bacteriologicas muy dificultosas.
A partir de los afios 60, se comienza a introducir sistemas simples para producir
anaerobiosis con equipos y reactivos de bajo costo y de alli en adelante, el conocimiento

de los anaerobios se desarrolld intensamente. (Rivas y Mota, 2006).
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Las bacterias anaerobias se definen como aquellas que para crecer en la superficie
de un medio de cultivo necesitan una atmoésfera sin oxigeno, ya que este elemento es
toxico para ellas. Con este concepto se puede inferir que existe un amplio abanico de
microorganismos, desde los muy tolerantes y resistentes hasta los extremadamente

labiles a este gas. (Alcald, 2004).

El habitat de las bacterias anaerobias estd limitado a zonas corporales de los
mamiferos donde la tension de oxigeno es baja. (Kandler, 1986). Forman parte de la
microbiota normal como comensales y mutualistas, jugando un papel importante en la
resistencia inespecifica a la infeccion. Son particularmente frecuentes en la boca, en las
vias respiratorias altas, vagina e intestino, en especial en el colon, recto y en las heces,
donde superan a los aerobios y a los microorganismos facultativos. (Alcala, 2004).
Estos en general poseen un metabolismo de tipo fermentativo, es decir, es un proceso de
oxidacion incompleta, donde el producto final es un compuesto organico, que al
reducirse serd el receptor final de electrones. Las caracteristicas comunes a los
microorganismos anaerobios son sus requerimientos nutricionales complejos, su lento
crecimiento y su labilidad, lo cual, sumado a sus requerimientos atmosféricos estrictos

(de O, y CO,) hace que su aislamiento sea dificil. (Zumft, 1997).

En humanos, las bacterias se encuentran en mayor concentracion en el colon,
estimando unas 500 especies que realizan procesos fermentativos. (Felis, 2004).
Ademas, la mayoria de los carbohidratos que entran en el colon son fermentados y
disponibilidad de carbohidratos decrece y las proteinas y aminoacidos se convierten en

la principal fuente de energia metabdlica para las bacterias. (Macfarlane, 1992).
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Los alimentos ricos en fibra dietética incluyen vegetales, frutas, cereales, granos y
legumbres. La fibra alimentaria muestra diferentes grados de solubilidad. Algunas como
las pectinas, hemicelulosa, inulina forman geles en el tracto intestinal, esto facilita a su
fermentacion, ya que aumenta el area superficial disponible para el ataque enzimatico.
(Spratto, 2006). Ejemplos de compuestos reducidos producto de la fermentacion son; el
lactato (en la fermentacién lactica), etanol (en la fermentacion alcohdlica), hidrogeno,
butirato, etc. La fermentacion es posible porque el contenido de energia de los sustratos
es mayor que el de los productos, lo que permite que los organismos sinteticen ATP y
mantengan activo su metabolismo. (Drake y col., 1997). El proceso de fermentacion
presenta ciertas ventajas a causa de los productos finales, como son los &cidos grasos de
cadena corta, que disminuyen el pH del colon, estos valores impiden el crecimiento de
ciertas especies de bacterias patdgenas. Al igual que el proceso de fermentacion, las
bifidobacterias y otras bacterias acido lacticas promueven el control de especies
bacterianas patdgenas, disminuyendo el pH. Por lo tanto, la ingesta de fibra dietética y

la presencia de probioticos, facilitan la excrecion de carcindgenos. (Wollowski, 2001).

2.4.3 Lashbifidobacterias como probidticos

Elie Metchnikoff es considerado como el padre de los probidticos, él observo que
en las poblaciones de campesinos bulgaros, el consumo regular de bacteria acido-lactica
en productos lacteos fermentados, como el yogur, se asociaba con la salud y la
longevidad de dichas poblaciones. Metchnikoff trabajo con Bulgarian bacillus que fue
descubierto por un médico bulgaro Stamen Grigorov, manifestando que la bacteria en
el yogur al ser consumida ayudaba al transito intestinal y mejoraba el sistema

inmunolégico. Mas tarde, Metchnikoff publica en 1907 "la prolongacion de vida",
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donde se resaltan los beneficios que proporciona la bacteria acido-lactica (Kingsley,

2007).

La version cientificamente valida y mas usada hasta ahora es que un probidtico, es
un suplemento vivo microbiano que se encuentra en los alimentos que presenta efectos
benéficos en el hospedador humano, promoviendo el balance intestinal microbiano
(Fuller, 1992). Las bacterias probidticas han sido el foco de interés cientifico y
comercial, por la gama de efectos positivos en la salud que ofrecen estas bacterias,
desde el estimulo del sistema inmune, control del colesterol, hasta la posible prevencién
del cancer colo-rectal. (Elmer y col., 1996). Entre los probidticos mas utilizados se

encuentran los lactobacilos y las bifidobacterias.

Las bifidobacterias fueron aisladas por primera vez en 1899 de un infante sano
alimentado con leche materna por Tissier del Instituto de Pasteur en Francia. Es uno de
los microorganismos méas importantes del tubo digestivo y estan asociados con el estado
sano de las personas. (Bartram, 1994). Estas bacterias comprenden el grupo principal de
bacterias sacaroliticas presentes en el colon, y representan mas del 10% de la poblacion

total en intestino en el hombre adulto y 95% en recién nacidos. (Kawaze y col., 1981).

Morfol6gicamente eran consideradas como un bacilo, ellas pueden presentarse solas
0 en cadenas de muchos elementos, en agregados formando una estrella o en forma de V
o0 bifurcadas como una Y. Gracias a las técnicas moleculares, se ha podido determinar el
alto contenido de guanina + citocina en su ADN, y sobre la base de la secuencia del
ADNr 16S se la ha colocado en la familia Actinomycetaceae (Mitsouka y Kaneuchi,
1977; Mitsuoka, 1984; Matsuki y col., 1999). Esta familia estd compuesto por 5

géneros: Actinomices, Arachnia, Bifidobacterium, Bacterionema y Rothia. Ella se
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caracteriza por poseer células alargadas que tienden a formar filamentos ramificados, a

veces con micelio y esporas verdaderas.

Las bifidobacterias son estrictamente anaerobicas, sin embargo, la sensibilidad al
oxigeno varia notablemente entre cepas y especies. Esta variacion puede deberse a que
en condiciones aerobias, tienden a acumular peroxido de hidrogeno, el cual es reducido
por un sistema NADH peroxidasa, que varia dependiendo de la cepa. Como producto de
la utilizacion de los carbohidratos se forman acido acético y acido lactico en una
relacion molar de 3:2. (Ishibashi, 1997, Vasiljevic y Shah, 2008). Asimismo, son
bacterias Gram+, no producen gas, no forman esporas, no son moviles y son catalasa

negativa.

Actualmente se conocen, aproximadamente 30 especies de Bifidobacterium, las que
habitan el tubo digestivo humano son distintas de aquellas presentes en el intestino de
otros mamiferos (Mitsuoka, 1984). La razén de esta especificidad de anfitrion es
desconocida, pero se sospecha que es debido a diferencias en la estructuras del epitelio,
alimentacion, metabolismo, entre otros (Yaeshima y col., 1996). Las especies de
bifidos de origen humano incluyen a: B. longum, B. breve, B. infantis, B. bifidum, B.
adoltescentis y B. seudocatenulatum; y algunas especies aisladas en otros animales son:

B. pseudolongum, B. thermophilusy B. animalis.

Ahora bien, los probioticos deben cumplir ciertos parametros in vitro como: ejercer
un efecto beneficioso sobre el anfitrion, no ser patdgenos ni toxicos, contener un gran
namero de células viables, ser capaz de sobrevivir al metabolismo en el intestino,
permanecer viable durante el almacenaje y el empleo. Por otro lado, in vivo debe
competir con microbios patdgenos, tener actividad bactericida frente a otros patdégenos y

modificar el balance bacteriano del colon hacia la composicion mas favorable
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(Macfarlane y col., 2007). Se ha demostrado que el consumo de bifidobacterias (10-
10 UFC/d) acortd la fase diarreica en un promedio de 3,5 a 2,5 dias en nifios
hospitalizados, = aumentando la concentracion de anticuerpos IgA, los cuales

contrarrestan el rotavirus en nifios. (Saavedra y col., 1994).

Diversos autores han estudiado los efectos potencialmente positivos en la salud de los

seres humanos que promueven las Bifidobacterias, estos son resumidos a continuacion:

a. Producen acidos como productos finales (acetato, lactato). Estos bajan el pH
del medio y asi puede ejercer un efecto antibacteriano. (Kawase, 1982;
Rasic, 1983). Estos trabajos indican, que estas bacterias son capaces de
excretar acetato y lactato, productos inhibitorios para una amplia gama de
bacterias Gram+ y Gram- patdgenas, que pueden encontrarse en el intestino.
(Gibson y Wang 1994).

b. Un efecto anadido de la produccion de é&cidos, es la protonacion de
amoniaco potencialmente téxico (y aminas), para producir NH,", que no es
difusible y se encuentra en niveles bajos en sangre. (Hansen, 1985).
Ademas, esta bacteria no forma aminas alifaticas, sulfuro de hidrégeno o

nitritos. (Bezkorovainy y col., 1989).

c. Producen vitaminas, en gran parte las del complejo B. (Nishizawa, 1960,
Liescher, 1961), asi como enzimas digestivas como la caseina fosfatasa.
(Kawase 1982, Minagawa, 1970).

d. Ciertos componentes celulares de las  bifidobacteria  son
inmunomoduladores, promueven el ataque inmunoldgico contra células
malignas. (Mizutani y Mitsuoka, 1980, Sekine y col., 1985). Esta activacion
del sistema inmunoldgico también le provee resistencia al hospedero para

atenuar la concentracién de patdgenos.

e. Estas bacterias presentan un efecto terapéutico en los procesos fisioldgicos
del trato digestivo y en el metabolismo, uno de ellos es el

acondicionamiento intestinal, la accion es un efecto total de mejorar el
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entorno intestinal, que incluye la mejora de la microbiota, inhibicion en la
produccion de sustancias intestinales putrefactas, y mejora de las
propiedades y estado de defecacion (alivio de estrefiimiento o diarrea).

(Korshunov vy col., 1985, Araya-Kojimay col., 1995).

Las bifidobacterias comestibles se comenzaron a utilizar en Alemania desde una
larga data (Mayer, 1948) y activamente fue adoptado en Japén a principios de los afios
1980. (Ishibashi, 1993). Mas tarde fue extendido a Europa y ahora es usado por todo el
mundo. (Tamime y col., 1995). De hecho, se han incluido en alimentos para humanos
como yogures y la leche no fermentada. (Modler y col., 1990). La ingesta de estas
bacterias a través de los alimentos, favorecen su viabilidad durante el recorrido en el
transito gastrointestinal hasta alcanzar el colon, donde las condiciones fisicoquimicas
son Gptimas para su colonizacion. Por otra parte, también se utilizan en alimentos para

animales y en la industria farmaceéutica.

2.5 Pelicula Comestible
Una pelicula comestible es una capa delgada de material comestible (proteinas,

polisacaridos, hidrocoloides o lipidos) empleada en los alimentos para ofrecer una
barrera de proteccién y seleccion contra la transmisién de gases, vapores y solutos;
mientras que también ofrece proteccion mecanica. (Guilbert, 1988). La solucion
formadora de peliculas (SFP), se aplica sobre un alimento para formar una cobertura
comestible. Si la SFP es vertida como una delgada capa en una placa o superficie plana,
se habla en entonces de peliculas, las cuales pueden despegarse, y utilizarse como
objeto de estudio para investigar sus propiedades fisicas, mecanicas y nutricionales,
como ente separado del material a recubrir. (Rojas, 2007).

La idea de utilizar peliculas comestibles para preservar por mas tiempo los

alimentos no es nueva, ella surge por imitacién de la piel o concha de frutas y hortalizas

20



(Gennadios y col., 1991). Ejemplos de cubiertas comestibles lo constituyen las cubiertas
de embutidos de carne y las de azlUcar o chocolate para productos de pasteleria
(Guilbert, 1996). Reemplazando un empaque sintético convencional con polimeros
biodegradables, reduciendo el uso de recursos no renovables y contribuye al reciclaje

bioldgico (Gontard y col., 1993).

Un elemento importante en la preparacion de las peliculas comestibles es la adicion
de plastificantes en la SFP, éstos se afiaden en las peliculas para incrementar la
flexibilidad, resistencia al corte y dureza, asi como para reducir la quebrajosidad.
Actlan disminuyendo las fuerzas intermoleculares en la cadena del polimero,
produciendo una disminucion en la fuerza de cohesién, en la tension y en la
temperatura de transicion vitrea. El plastificante debe ser miscible con el polimero y de
ser posible, soluble en el solvente. Las peliculas requieren una concentracion de

plastificante entre el 10 y el 60% (base seca) (Guilbert, 1996).

Otra caracteristica que presentan las peliculas comestibles es que al emplearse como
un empaque funcional, puede servir como vehiculo de aditivos (antioxidantes, agentes
antimicrobianos) que mejoren la calidad del producto, pudiendo prolongar aun mas la
vida util del alimento (Krotchta, 1997). Asimismo, se utilizan como medio de transporte

para microorganismos probidticos como las bifidobacterias (Tapia y col., 2007).

Uno de los materiales que se utiliza para la preparacion de las peliculas comestibles
es el almiddn, éste es el mayor componente de las raices y tubérculos como la papa, el
cual constituye la mayor fuente energética de las plantas (Martin y Smith, 1995); sus
granulos tienen diferentes tamafios (diametros entre 10 a 100 pm) y formas,
dependiendo de la fuente biolégica de donde provengan y son parcialmente

semicristalinos e insolubles en agua a temperatura ambiente (Bello y col., 1998;
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Vandeputte y Delcour, 2004). Su contenido de amilosa y amilopectina, temperatura de
gelatinizacion, consistencia del gel y textura, comportamiento viscoso y propiedades
térmicas, permite su utilizacion en la industria alimenticia como estabilizante, agente de
relleno, adhesivo, ligante, enturbiante, formador de peliculas, estabilizante de espumas,
agente de antienvejecimiento de pan, gelificante, glaseante, humectante y espesante

(Singh y col., 2005).

Esta macromolécula es un carbohidrato, que se caracteriza por obedecer a la
formula empirica C,(H20),. En realidad estas sustancias quimicamente son
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas constituidas por una o mas unidades
fundamentales (monosacéaridos). Los carbohidratos constituyen, por volumen de
produccion y consumo, la parte mas importante de la tecnologia agroalimentaria;
especialmente teniendo en cuenta que, comparados con grasas Yy lipidos, muchos
carbohidatos requieren procesos de extraccion y/o purificacion (azdcar, almidon,

jarabes, dextrinas) (Cheftel, 1976).

La preparacion de la pelicula comestible a base de almidon de papa consiste en
calentar una solucién de almidon en exceso de agua, proceso denominado
gelanitizacion. Esto conlleva a la disrupcion del orden de las moléculas en los granulos
a consecuencia del rompimiento de los puentes de hidrégeno entre las cadenas de poli-
(1—4)-a-glucano que integran los cristales y, en menor proporcion, entre las moléculas
ubicadas en las regiones amorfas del granulo, trayendo como consecuencia la formacién
de una suspension constituida por granulos hinchados con un esqueleto de amilopectina
suspendido en una solucién de amilosa amorfa. (Blanshard, 1987). Cuando se enfria el

granulo gelatinizado, se genera una red tridimensional de grénulos vestigiales
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hinchados, embebidos en una suspensién de amilosa superenrollada, produciéndose la

recristalizacion, este fendmeno se denomina retrogradacion. (Kennedy y col., 1987).

Recientemente, se han reportado trabajos donde se valora la calidad de la pelicula
comestible. Pinotti (2004) realizo peliculas flexibles biodegradables a partir de almidén
de maiz y quitosano; evaluando sus propiedades mecanicas y de barrera. Por difraccién
de rayos X se observo que la estructura desarrollada en las peliculas era muy estable; la
microestructura se caracteriz6 ademas por microscopia electronica de barrido
observandose que las peliculas presentaban superficies suaves, homogéneas y
compactas. También demostré que las peliculas compuestas de almidon y quitosano

plastificadas con glicerol tuvieron valores de permeabilidad al vapor de agua bajos.

Fama y col. (2003) estudiaron el efecto de la presencia del sorbato (agente
antimicrobiano) en las propiedades mecanicas de peliculas compuestas por soluciones
de almidon de mandioca (yuca) y glicerol. Los resultados arrojaron que las peliculas sin
sorbato muestran un quiebre en sus propiedades fisicoquimicas, en las peliculas con
sorbato se puede apreciar un suave incremento en el almacenamiento y una disminucién

continua de la deformacion.

Rojas (2007), realizé peliculas comestibles a base de almidon de papa, evaluando la
transferencia de los bifidos contenidas en las peliculas al intestino de gorgojos de arroz.
Demostrando que el almiddn resulta un vehiculo apropiado para la incorporacion de los
bifidos en la pelicula y permite evaluar la capacidad de transporte de las bacterias al

tracto digestivo de los coledpteros.

Ortiz (2010) evalué la viabilidad de bifidobacterias en peliculas comestibles

elaboradas con almidones de yuca, batata y platano, concluyendo que las peliculas de
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almidon de platano sirven como medio de transferencia de las bacterias al tracto
digestivo del gorgojo de arroz mediante el cultivo microbiolégico de los insectos,

encontrando bifidos viables.

2.6 Bioensayo con el gorgojo dearroz

Partiendo de la premisa, que todos los organismos heterétrofos consumen el mismo
tipo de macromoléculas (carbohidratos, lipidos y proteinas), es decir, que poseen los
mismos requerimientos nutricionales, hace posible, la utilizacion de modelos animales,
para explicar el efecto que tienen los nutrientes sobre el metabolismo de los mismos.
Aungue los insectos no son un modelo experimental clasico, proporcionan informacion
valiosa sobre procesos bioquimicos; efectivamente, ellos han sido utilizados como

modelo para estudiar el metabolismo de los lipidos (Canavoso y col., 2001).

Para que las biomoléculas complejas de la dieta, puedan ser asimiladas, deben ser
hidrolizadas a sus bloques estructurales constituyentes. En consecuencia, los procesos
digestivos de los animales se basan en la existencia de sistemas enzimaticos que
catalizan reacciones similares. Desde el punto de vista nutricional los requerimientos de
los insectos y animales superiores, incluyendo a los humanos, son semejantes.
Igualmente, la digestion de los alimentos se realiza extracelularmente en el tracto

digestivo, hacia donde se secretan proteasas, amilasas y lipasas (Carmonay col., 1998).

Desde la perspectiva mas simple, la materia viva es el reflejo de los materiales que
le sirven de nutrimento (Carmona y col., 2001). Estudiar los cambios de la composicion
corporal permite obtener una vision de los cambios metabdlicos que se suceden en un
individuo a causa de los tratamientos a los que se somete, en particular de los
componentes mas variables como el agua, grasa y nitrégeno proteico (Millan y col.,

2007).
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El uso del gorgojo de arroz (Sthophilus oryzae) como ensayo bioldgico para
evaluar la eficiencia de utilizacion de diversos nutrientes, ha sido reportado por
Carmona (1998 y 2001) y Laurentin y col., (2008). En estos trabajos se ha demostrado
que los parametros corporales (agua, grasa y nitrogeno) son una evidencia indirecta del
metabolismo de los nutrientes ingeridos por el animal. Asimismo, la estimacion del
valor nutritivo de las proteinas, requiere del uso de otros biomarcadores como: cambios
de actividad de algunas enzimas digestivas, la excrecion de nitrogeno, el potencial

reproductivo y el crecimiento de larvas de los insectos.

Lopez (1999) utiliz6 el gorgojo de arroz para medir la calidad de la proteina
alimentaria, ensayando con diferentes dietas, preparadas con una dieta basal de almidén
de maiz y suplementadas con proteinas (caseina, gelatina nutritiva, gluten de maiz y
gelatina purificada) a diferentes concentraciones. Se determind el efecto de estas
proteinas sobre la supervivencia, la variacion de peso, la composicion corporal, la
excrecion de acido urico y la actividad de amilasas y proteasas del insecto. Los
resultados demostraron que la caseina tenia la mayor calidad proteica, causando el
aumento de peso en los insectos. Por otro lado, no se registrd pérdida del nitrégeno
proteico, como sucede al utilizar las otras dietas. También se demostr6 la importancia
de la concentracion del alimento ingerido, para obtener un balance nitrogenado
positivo. Sugiriendo que para mantener este balance, la calidad y la cantidad de proteina

son importantes.

En estudios sobre el efecto del etanol y de la dieta en Tribolium castaneum, se ha
encontrado que la administracion del etanol conduce a la disminucion del porcentaje de
agua y nitrogeno corporal, y al aumento del porcentaje de grasa (Millan, 2007). Ademas

por su contenido calérico el etanol puede desplazar a los nutrientes causando
25



malnutricién, incluyendo deficiencias de folato, tiamina y otras vitaminas (Lieber,

2004).

Lovera (2008) realiz6 estudios sobre el etanol y su efecto sobre la composicion
corporal. Por su alto contenido calérico, el etanol puede desplazar los nutrientes
causando malnutricion. Las dietas utilizadas en la investigacion fueron: etanol, agar,
almidon de maiz, Ne-nerina y Ensure. Los resultados obtenidos demostraron que la
supervivencia y la variacion de peso no parecieron ser buenos indicadores para evaluar
el efecto del etanol sobre el gorgojo de arroz; sin embargo, el agua y la grasa, si
resultaron ser excelentes biomarcadores. La dieta donde se verificaron los mejores
efectos fue la de almidon de maiz al 10%, en donde hubo una disminucién del agua y

del nitrégeno proteico y un aumento de la grasa corporal por el efecto del etanol al 1%.

Rojas (2007) realiz6 estudios con el bioensayo del gorgojo de arroz, ensayando
diversas dietas con peliculas comestibles a base de almidon de papa, gelano y alginato.
Los biomarcadores evaluados fueron: la supervivencia, variacion de peso y composicion
corporal. Los resultados observados, determinaron que la pelicula a base de almidén de
papa aumenta los niveles de grasa corporal en el gorgojo, lo cual es caracteristico en las

dietas ricas en carbohidratos y disminuye el nitrogeno proteico de forma atenuada.

2.7 Microscopia de transmision para la identificacion de bacterias en e tracto
digestivo
La microscopia electronica de transmision (MET) es una herramienta de gran
utilidad en microbiologia, tanto para fines de diagnéstico como en la investigacion de
las relaciones entre los agentes patdgenos y el huésped. La MET es particularmente
valiosa en el diagnostico de enfermedades viricas y a menudo proporciona una respuesta

mas rapida, que los métodos tradicionales de cultivo. (Taylor y col., 1994). Asimismo,
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mediante la MET se ha podido diferenciar con éxito diferentes especies de protozoarios.
Si bien la reaccion en cadena de la polimerasa también es una prueba determinante en
estos casos, a veces las contaminaciones cruzadas y el costo de los reactivos la hacen
poco factible. Esto sugiere que la MET es una herramienta de diagnéstico apropiada en

este campo y necesaria en muchos casos. (Cobo y col., 2003).

En bacteriologia, también la MET resulta ser un instrumento valioso,
fundamentalmente en lo que concierne a la determinacion de los procesos por los cuales
una bacteria entra a la célula y de su subsecuente destino intracelular. (Griffiths y col.,
2001). La caracterizacion estructural de las bacterias, ademas, puede combinarse con
inmunocitoquimica. (Beesley, 1985). Los estudios ultraestructurales de los
microorganismos, tanto para diagnostico como para investigacion, se abordan utilizando
dos de los métodos de procesamiento general para la MET, estos se realizan en este
orden; la tincidn negativa, la cual es una técnica fundamental para contrastar muestras
particuladas. (Carrascosa y col., 1998). Esta se aplica al estudio de microorganismos
(virus, bacterias, protozoarios), fragmentos celulares (membranas) y macromoléculas
aisladas (proteinas). (Hayat, 1986). El segundo procesamiento se refiere a cortes
ultrafinos, luego de tefiir la muestra se procede a su fijacién en glutaraldehido al 2% en
“buffer” de fosfato, posfijadas en tetrxido de osmio al 1%, deshidratadas en escala
creciente de alcoholes e incluidas en resinas sintéticas (Epon, Araldita, etc.). Los cortes
ultrafinos obtenidos por ultramicrotomia son montados sobre grillas de 3 mm de
diametro, contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo y examinados por

MET. (Caprony col., 1990).

Mediante esta técnica Rost-Roszkowska (2007), observaron los cambios

ultrestructurales del epitelio del intestino medio de la larva Allacma fusca, demostrando
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que las células que tenian la capacidad de absorcion, digestion y excreciéon fueron
observadas desde su formacion en el estado larval. Por otra parte, Ohlstein (2006)
trabajé con adultos de Drosophila, estudiando la formacién paso a paso de las células
del intestino medio, donde se observd la formacién de las células del enterocito,

mostrando sus microvellosidades, diploidia y el mdsculo circular.

Ishibashi (1997) demostrd la presencia de bifidobacterias en intestino de humanos
(infantes y adultos). Asimismo, Perdigon y col en 2003, demostraron la influencia de las
bifidobacterias en el sistema inmune del intestino en ratones, mediante micrografias de
las células del epitelio del intestino de un pequefio raton, y células a las que le fueron
incubadas B. animalis, que mostraron alta actividad lisosomal. También se pudo
observar dicha bacteria introduciéndose a través del intestino, previo a la administracién
oral, y la internalizacion de la bacteria en el epitelio, una vez que llega al microambiente

apropiado en el intestino.

2.8 Microscopia Electrénica de Barrido para la observacion de Bifidobacterium

lactis Bb12 presentes en peliculas comestibles

El microscopio electronico de barrido (SEM) es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos,
entregando informacién morfoldgica del material analizado. A partir de él se producen
distintos tipos de sefial que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar
muchas de sus caracteristicas. Con él se pueden realizar estudios de los aspectos
morfolégicos de zonas microscépicas de los distintos materiales. Las principales
utilidades del SEM son la alta resolucion (~100 A), la gran profundidad de campo que
le da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla preparacién de las muestras.

(Zegarra 2011)
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En general, la preparacion de las muestras es sencilla y los requisitos que deben
cumplirse son: fijacion, deshidratacion y secado; ademds, la superficie debe ser
conductora de la corriente eléctrica. Este tltimo requisito se cumple en los metales pero
no en las muestras bioldgicas, por lo que éstas se recubren con una capa de carbon o de
oro, segun las condiciones en las que se trabaje la muestra y el objetivo del estudio, es
decir, para ser analizadas y observadas mediante el microscopio. Antes de tratar las
muestras se debe tomar en cuenta el material a ser observado y guiarse por los

parametros especificos para cada muestra. (Torres y col., 2002)

Ortiz (2010) realiz6 microscopia de barrido a peliculas comestibles a base de
almidon de platano para observar las caracteristicas de algunas de las peliculas

obtenidas, ademas de observar la presencia de Bifidobacterium lactis Bb12.

Con base a las pruebas referidas en el texto anterior, se plantea la siguiente
hipdtesis: s se alimenta al gorgojo de arroz con peliculas comestibles a base de
almidon de papa formuladas con el ingrediente probidtico Bifidobacterium lactis Bb12,

selograra una transferencia de estas bacterias al tracto digestivo del insecto.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la transferencia de Bifidobacterium lactis Bb12 (microorganismo probiético
en humanos) al tracto digestivo del gorgojo de arroz alimentado con peliculas

comestibles con el suplemento probidtico.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 ldentificar los microorganismos aerobios y anaerobios presentes en el tracto

digestivo del gorgojo de arroz, mediante técnicas de microbiologia clésica.
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3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

Formular peliculas comestibles a base de almidén de papa con B. lactis Bb12
como ingrediente probiotico.

Evaluar el efecto de las peliculas formuladas sobre algunos biomarcadores como
son la supervivencia, la variacion de peso y la composicién corporal del gorgojo
de arroz.

Valorar con la pelicula formulada con el ingrediente probi6tico el contenido de
proteina como indicador del aporte de biomasa, la viabilidad y transferencia de
B. lactis Bb12 mediante recuento microbioldgico en las peliculas y en el tracto
digestivo del insecto.

Identificar la presencia de Bifidobacterium lactis Bb12 en el tracto digestivo del

insecto, mediante la técnica de microscopia electronica de transmision.

4. MATERIALESY METODOS

4.1 Cultivo de gorgojodearroz

Para el cultivo de Stophilus oryzae se emplearon individuos adultos, los cuales se

hicieron crecer en arvejas (Pisum sativum) peladas, contenidas en envases de vidrios

con mallas, mantenidos a temperatura ambiente, humedad ambiental y al resguardo de

la luz. Para cada experimento se utilizaron cohortes de individuos de aproximadamente

la misma edad. Para ello, se infestaron lotes de 300 g de arvejas con 70 individuos.

Luego de un mes, en donde se observd abundante material particulado en el fondo del

frasco, se procedio a eliminar a los padres y se esperd la emergencia de la generacién

F1, que ocurrio aproximadamente en 15 dias.
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4.2 Extraccion, maceracién y crecimiento bacteriano del tracto digestivo del
Sitophilus oryzae

Una vez que se obtuvo la Fy, se tomaron 30 individuos por triplicado tanto para la
siembra en aerobiosis, como en anaerobiosis. Los insectos se lavaron con NaClO al
3%, durante 5 min para eliminar agentes contaminantes de su exoesqueleto. El exceso
de NaClO, fue removido con agua destilada estéril. Después de lavar a los insectos, se
colocaron en una placa de Petri que contenia gotas de agua destilada estéril para evitar
la desecacion del intestino. Bajo un microscopio estereoscopico binocular (10X), se
coloco al insecto horizontalmente y con una tijera de punta fina se cortaron los extremos
anteriores (aparato bucal) y posteriores (Ultimos segmentos abdominales) del insecto.
Luego se introdujo la tijera de punta fina en el extremo posterior ya cortado y se
secciono al insecto de forma lateral exponiendo el interior del insecto con ayuda de una
pinza. Con una aguja de diseccion se removid el tracto digestivo y se colocaron en tubos
de ensayo que contenian 0,5 mL de medio de cultivo Luria Bertani (LB).
Inmediatamente se procedié a macerar mecanicamente los 30 intestinos con una varilla
de vidrio estéril y en presencia del mechero. A uno de los homogeneizados se le
burbujeo nitrégeno durante 20 min para garantizar la anaerobiosis y luego se colocé en
jarra de anaerobiosis incubandose durante una semana a 37 °C. El otro homogeneizado

se incubd bajo las mismas condiciones en aerobiosis.

Luego que transcurrié la semana de incubacion del macerado, se observo turbidez
en el caldo y se procedi6 a sembrar por rastrilleo y asada cada homogeneizado en
medios de cultivo LB, bajo condiciones de aerobiosis y anaerobiosis incubandose a

37 °C por 48 h.
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4.3 Cultivo de arvegas verdes partidas (Pisum sativum) para € crecimiento

bacteriano.

Se tomaron 10 granos de arvejas verdes partidas (Pisum setivum) por duplicado, se
lavaron con NaClO al 3% durante 5 min y el exceso fue removido con agua destilada
esteril, una vez realizado este proceso, se colocaron los diez granos sobre placas de agar

de medio LB en condiciones de aerobiosis. Se incubaron a 37 °C durante 24 h.

4.4 Tinciéon Gram

Para realizar la tincion Gram, se tomaron muestras de las colonias bacterianas, con
dicha muestra se realizd un frotis, sobre un portaobjeto que contenia una gota de
solucion salina estéril. El portaobjeto se coloco bajo mechero y se dejo secar la muestra.
Luego se afadio una gota de azul o cristal violeta, sobre la muestra por 1 min. Esta
solucidn tifie tanto las bacterias Gram+, como las bacterias Gram- de un color azul
intenso. Posteriormente se elimind el cristal violeta con agua destilada. Se coloco la
solucion de lugol (KI al 2%) durante 30 seg. Se realizaron lavados con acetona y
alcohol para remover el lugol. Por Gltimo, se cargo la muestra con solucién de safranina
al 1% (3,7-diamino-2,8-dimetil-5-fenil-fenaziniumcloro) (PANREAC QUIMICA,
S.A.U.) durante 1 min. Luego se enjuagd con agua Yy se puso a secar en estufa a 37 °C
durante 15 min. Por Gltimo se observé al microscopio 6ptico, con un aumento de
1000X. Las celulas Gram+ se observaron de color azul intenso y las bacterias Gram- de

color rosa (Aulton, 2004).

De acuerdo a los resultados arrojados por la tincion Gram, se realizaron las pruebas
bioquimicas, que determinan ciertas caracteristicas metabdlicas de las bacterias, en este
caso las pruebas catalasas y oxidasas se realizaron, tanto para las bacterias Gram+ como

para las Gram-. Las pruebas de la tabla 1, son para la identificacion de las bacterias
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Gram- y las pruebas de la tabla 2, se utilizaron para la identificacion de las bacterias

Gram+.

4.5 Pruebas microbiol 6gicas-bioquimicas.

Luego que se obtuvo el crecimiento bacteriano, se procedi6 a aislar las colonias de
la placa original. Se tomaron pequefas porciones de una colonia bacteriana crecida y
bien diferenciada con un ansa de metal, este material fue rayado con el ansa sobre otra
placa que contenia medio LB. El reaislamiento se realizd, para asegurar que la bacteria
no estuviese contaminada y evitar inconvenientes a la hora de la identificacion. Esto se
realizd para la bacterias obtenidas tanto del tracto digestivo del Sitophilus oryzae como

para las bacterias obtenidas de los granos de arvejas verdes partidas (Pisum sativum).

De acuerdo a los resultados arrojados por la tincion Gram, se realizaron las pruebas
bioquimicas, que determinan ciertas caracteristicas metabdlicas de las bacterias, en este
caso las pruebas catalasas y oxidasas se realizaron, tanto para las bacterias Gram+ como
para las Gram-. Las pruebas de la tabla 1, son para la identificacion de las bacterias
Gram- y las pruebas de la tabla 2, se utilizaron para la identificacion de las bacterias
Gram+. Los medios base utilizados para dichas pruebas Gram- se citan a continuacion:
medio citrato de Simmons, 24,2 g/L, (Biocen, Cuba), medio of basal, al 1% (Himedia,
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), agar con hierro de Kligler, 54,8 g/L
(Becton Dickinson, EE.UU.), medio para cultivo de motilidad, formula de Edwards y
Ewing, 20 g/L (Memmert, Schwabach, Alemania), caldo de urea de Rustigian y Stuart,

38,71 g/L (Fisher Scientific, Canadd).

Todos los ensayos para las pruebas bioquimicas se realizaran con cultivos puros de

18-24 h y se incubaron a 37 °C, segun lo propuesto por Macfaddin en el afio 2000.
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Tabla 1. Pruebas microbioldgicas y bioquimicas para la caracterizacion de bacterias

Gram -

L . Indicador de .
Determinacion Modo de Siembra oH Interpretacion
. . Prueba + burbujeo
Presencia enzimas  Se coloca una muestra de .
. (presencia de O,).
Catalasas catalasas en la colonia pura sobre una -
. Prueba— ausencia de
bacterias. gota de H,0, al 30%. - ;
burbujeo.
. Se coloca una muestra de Prueba + coloracion
Presencia de - .
. . . la colonia pura sobre un purpura.
Oxidasas  enzimas oxidasas !
- papel de filtro con agua Prueba— no se observa
en bacterias. g - s
esteéril. coloracion.
. Punuo_r] con aguja d_e Azul de Prueba + coloracion azul
. Fuente de carbono  inoculacion desde el bisel .
Citrato . - bromotimol Prueba— no se observa
citrato. hasta el taco (medio g
1 (BTB). coloracion.
solido).
L Prueba + coloracion
. Puncién con ansa Azul de .
Of- Fermentacion de S . amarilla.
bacteriol6gica en el taco bromotimol
glucosa glucosa. g L Prueba— no se observa
(medio semisolido). (BTB). s,
coloracion.
Prueba + fermentacion de
Fermentacion de Puncion con aguja de gluc. y lac. Color_a}mon
. . . . amarilla. Produccion de
Kliger glucosay lactosa.  inoculacion desde el bisel -
L . . burbujas.
Produccion de hasta el taco (medio Rojo fenol
- Prueba— no se observa
H,S. solido). . .
coloracidn ni burbujeo.
. . Prueba + migracion de
. Puncion con aguja de 4
. Presencia de . s bacterias.
Motilidad inoculacién en el taco
flagelos. S - Prueba— no se observa
(medio sélido). L
migracion.
Puncioén con aguja de Prueba + coloracién rojo-
Urea Hidrdlisis de urea  inoculacién desde el bisel . rosa intenso.
Rojo fenol

en amonio.

hasta el taco (medio
solido).

Prueba— no se observa
coloracion.

Para la identificacion de las bacterias Gram+ presentes en el Stophilus oryzae los

medios utilizados fueron; Bilis Esculina 64,5 g L. (Laboratorios Britania Argentina),

acidificacion de glucosa BBA 1% (Himedia, Oxoid, Basingstoke,

Hampshire,

Inglaterra), LB- manitol 25 grl (Himedia, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra),

Vogues-Proskauer 17 gr/’L (MCD LAB. México).
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Tabla 2. Pruebas microbioldgicas y bioguimicas para la caracterizacion de las bacterias

Gram+
Deter minacion Modo de Siembra Ingécggor Interpretacion

Bilis Hidrdlisis de la Sobre una placa de este Prueba + enegrecimiento

Esculina BE  esculinaa medio se raya una de la placa
esculetinay colonia con un ansa - Prueba- ausencia de color
glucosa en bacteriologica de metal.
presencia de bilis

Acidificacion  Fermentacion de Puncidn con ansa Prueba + coloracion

de glucosa glucosa. bacterioldgica en el amailla

BBA taco. (medio liquido). Rojo fenol  Prueba— coloracion roja.

LB- manitol  Crecimiento dela  Puncidn con ansa Rojo fenol  Prueba + coloracién
cepay bacterioldgica en el amarillo
fermentacién del taco. (medio Prueba- cloracion roja.
manitol. semisolido).

Novobiocina  Mide la Se coloca un disco del Prueba + halo de
sensibilidad o atibidtico sobre la Halo de inhibicion de la cepa
resistencia de la superficie del agar que lcm. Prueba- suceptible
bacteria previamente fue rayada

por la colonia.
Vogues- Produccion de Puncion con ansa Prueba + coloracion rjo,
Proskauer acetil-carbinol bacterioldgica en el rosado en lasuperficie del

(AMC, acetoina) a

taco. (medio liquido). -

medio.

partir de la Prueba — color amarillo
fermentacion de la en la superficie del
glucosa medio.

Ademas se realizaron las pruebas catalasas y oxidasas descritas en la tabla 1.

4.5.1 Sistema de I dentificacion APl TB Plus

El sistema de identificacion APl TB Plus (Vitek System ATB expresion Bio

Merieux, Francia), se utilizd para la identificacion de diversas cepas bacterianas,
Ilegando hasta la especie mediante la lectura de galerias. El equipo se compone de un
lector que detecta la degradacion, hidrolisis, fermentacion, sensibilidad o susceptibilidad
ante los sustratos presentes en la galeria una vez que haya sido inoculada la cepa. Luego
de la lectura, el equipo realiza una comparacion de forma computarizada con una base
de datos que contiene diversas cepas bacterianas de tipo clinico y ambiental, una vez
que se logra la comparacion entre los perfiles, la computadora muestra en pantalla la

bacteria que se desea identificar.
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Se utilizaron diferentes galerias de acuerdo a los resultados arrojados por las
pruebas bioquimicas (tabla 1 y tabla 2). Para ello se tomd una de las colonias Gram+
aislada en 24 h de incubacion, crecidas en placas. En condiciones de esterilidad, se
tomaron 4 Mc Farland (escala de concentracion de la cepa bacteriana), que se mide con
el densitometro ATB (Vitek System ATB expresion Bio Merieux, Francia) y se inocul6
en un tubo que contenia suspensién de medio, posteriormente, se homogeneiz6 hasta
observar turbidez y se afiadieron 55 pL en cada pozo de la galeria rapid ID 32 STREP
V2.0. Una vez culminado este paso, la galeria se cubri6 y se colocé en una cdmara de
humedad durante 4 horas. Pasado este tiempo, se introdujo la galeria en el sistema de

identificacion ATB Plus y se obtuvieron los resultados.

En la galeria ID 32 STAPH V2.0, que también mide hidrolisis enzimatica, se
realizd un procedimiento similar, con la diferencia que se utilizaron 0,5 Mc Farland del
inoculo, luego se sembrd un volumen de 55 pL por cada cupula. La galeria se incubd en

la camara de humedad durante 24 h para luego ser identificada.

Por altimo, para la galeria ID 32 GN V2.0, se evaluo el crecimiento de las bacterias
a partir de la degradacion de carbohidratos. La prueba se realizd con una cepa
bacteriana Gram-, se incubaron 0,5 Mc Farland, en una solucion de NaCl 0,85%.
Después de homogeneizar, se toman 200 pL del primer inoculd y se transfirieron a un
medio auxiliar, se homogeneizaron y se tomaron 135 pL de este medio, afiadiéndolo en
las cupulas de la galeria, esta se colocd en una camara de humedad y fue leida a las

24 h.

4.6 Formulacién y preparacion de las peliculas comestibles

Para realizar la matriz polimérica de las peliculas comestibles se requirid la

preparacion de la solucién formadora de pelicula (SFP). Ella consistid en:
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e Matriz polimérica: almidon de papa (Solanun tuberosum) en polvo, extraido
experimentalmente en el Laboratorio de Granos, Raices y Tubérculos (Mercedes
Baragafio de Mosqueda), del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA),

como se describe mas adelante.

e Agenteplastificante: glicerol, grado comestible.
e Agentedispersante: agua destilada.

La SFP se prepard mezclando el almidon de papa con agua destilada al 4% (p/v),
calentandolo durante 30 min a 98 °C (ebullicion) con agitacién constante. Luego se
agrego 1,5 % (v/v) de glicerol. Esta mezcla se disperso con un homogeneizador (Ultra-
Turrax, T 25 basic, lka® Werke, EE.UU.) a 18.000 rpm durante 3 min (segun

modificacion del método de Romero-Bastidas, 2005).

Para la preparacion de las peliculas sin bifidobacterias, se vertieron 20 mL de la
SFP en placas de Petri de 10 cm de diametro y secadas en incubadora a 60 °C por 1 dia.
Por otra parte, para preparar las peliculas con bifidobacterias, a la SFP se le afadid
asépticamente 1% (p/v) del sedimento obtenido durante la activacion y el crecimiento
de la cepa utilizada (ver mas adelante) y se agit6 suavemente evitando la incorporacion
de aire (Tapia y col., 2007). Luego, 20 mL de esta suspension se vertieron en placas de

Petri de 10 cm de didmetro y se secaron en un refrigerador a 4 °C por 4 dias.

4.6.1 Extraccion y purificacion del almidon de papa

Para la obtencion del almidon fue utilizada la metodologia descrita por Pérez y col.
(1993). Las papas blancas, segun la escala de Von Loesecke (1950), utilizadas para la
obtencion de almiddén fueron adquiridas en el mercado de Quinta Crespo, Caracas,
Venezuela. Se lavaron 8 kg de papa, se pelaron y se colocaron en el congelador durante

12 h. Posteriormente, se procedid descongelar las papas, se trocearon y se licuaron
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varios trozos, con una licuadora (Oster, Caracas, Venezuela). La mezcla obtenida se
separé con ayuda de mallas de muselinas y luego fue centrifugada en centrifuga
DAMON/IEC-Divisién Modelo CRV-5000 a 4000 r.p.m por espacio de 15 min y se
descart6 el sobrenadante. Esta centrifugacion se realizd 4 veces. El almidén obtenido
por este procedimiento se coloco en un deshidratador de bandeja (MITCHELL modelo

645159, EE.UU.) por 18 h a 45 °C, se moli¢ y tamizé (serie de tamices ASMT).

4.6.2 Activacion de la cepa Bifidobacterum lactis Bb12.

Las bifidobacterias liofilizadas de origen comercial (Christian Hansen, Dinamarca),
se mantuvieron congeladas hasta su uso. A 100 mL de caldo MRS (Man, Rugosa,
Sharpe) (Oxoid, Unpath Ltd., Basingstoke, Reino Unido), en esterilidad, se le agrego
1 g de bifidobacterias liofilizadas, adicionando HCI-cisteina al 10%. La preparacién se
incubd a 35 °C — 37 °C por 24 h, en jarra Oxoid (HP11), con sobres de anaerobiosis

(Oxoid, Unipath Ltd, Reino Unido).

4.6.3 Crecimiento dela cepa Bifidobacterum lactis Bb12.

Se prepararon 900 mL de caldo MRS estéril, al cual se le agregé HCl-cisteina al
10% y una solucién de antibidticos (sulfato de polimixina B, sulfato de kanamicina,
propionato de sodio, cloruro de litio, acido nalidixico, acetato de yodo y cloruro de 2,3,5
trifeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.). Los 100 mL de la preparacion que
contenian las bifidobacterias se agregaron a los 900 mL de caldo MRS, para luego
incubarlo durante 24 h a 35 °C — 37 °C. Finalizado este tiempo, este caldo con
bifidobacterias activas en crecimiento, se centrifugé a 6000 rpm por 15 min a 5 °C.
Luego se descartod el sobrenadante y el sedimento se incorporé en SFP como ya se

describid.
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4.6.4 Determinacion del pH dela solucién formadora de pelicula

El pH de las peliculas comestibles a base de almidédn de papa con Bifidobacterium
lactis Bb12 se realiz6 para determinar si estos microorganismos eran capaces de
sobrevivir y mantenerse viables bajo esta condicion en la pelicula y asi, ser transferidas
al tracto digestivo del gorgojo de arroz. Para ello, se midié el pH utilizando un
potenciometro (pH-metro) DIGITAL (Modelo Hanna), calibrado con soluciones buffer

apH 4,0y pH 7,0. Esta determinacion se realiz6 solo una vez a la SFP.

4.7 Bioensayo con el gorgojo dearroz

Una vez obtenida la F; del gorgojo de arroz (seccion 4.1), se tomaron 30 individuos
y se colocaron en un vial de vidrio, que contenia 2 g de alimento por cada vial. Los
insectos se alimentaron con las dietas experimentales por 12 dias. Dichas dietas fueron:
ayuno y arveja, como controles de calidad del bioensayo; peliculas de almidon de papa
con el probidtico y peliculas de almidon de papa sin el probidtico. Cada dos dias, se
descartaron los individuos muertos, para evitar el canibalismo entre los insectos. Al
finalizar los doce dias, los insectos que sobrevivieron fueron sacrificados por
congelacion y se midieron diversos biomarcadores como se describe mas adelante. Cada

dieta se estudié por triplicado.

Ademas se estimaron los cambios en la composicion corporal a los dias 0, 4 y 12

durante el recuento de bifidobacterias en el experimento para estimar la transferencia.

4.7.1 Determinacion dela supervivenciay lavariaciéon de peso

Para determinar la supervivencia y la variacion de peso se llevaron registros

interdiario del ndmero y el peso de los individuos sobrevivientes. EIl peso se registro,
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como peso promedio por individuo. Se emplearon las siguientes férmulas para la

determinacion de la supervivencia (S) y la variacion de peso (VP):

S% = (numero total de individuos - nimero de muertos) x 100/ nimero total de

individuos.

VP % = (peso final — peso inicial) x 100/ peso inicial

4.7.2 Determinacion dela composicion corporal

4.7.2.1 Contenido de agua

Los cadaveres de 30 insectos fueron pesados y luego deshidratados en una estufa a
100 °C durante una hora y media. Se calculé el contenido de agua por diferencia entre el

peso total y el peso seco (AOAC International, 1984).

4.7.2.2 Contenido de grasa

Los insectos deshidratados se homogeneizaron en un Potter-Evelhem, con 2 mL de
éter de petroleo durante 2 min a temperatura ambiente. Se colocé la solucién éter-grasa
en un vidrio de reloj, previamente tarado y se dejo evaporar el solvente a temperatura
ambiente alrededor de una hora bajo una campana de extraccion de gases.
Posteriormente se peso el vidrio con el material seco y se estimé el contenido de grasa

por diferencia entre los pesos final e inicial (AOAC International, 1984).

4.7.2.3 Contenido de nitr égeno proteico y nitrogeno cuticular

Para determinar el contenido de nitrégeno corporal es necesario separar el nitrégeno
proveniente de la cuticula del insecto, del nitrégeno de las proteinas corporales. Para
ello, se realizo la extraccion de las proteinas corporales en medio alcalino, para luego

mineralizar la materia orgénica (digestion). De esta manera, se determind el contenido
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de nitrégeno (proteico y cuticular) mediante un método colorimétrico, como se describe

a continuacion.

4.7.2.3.1 Extraccion de proteinas corporales

Para extraer las proteinas se incubd el material seco y desgrasado, con 2 mL de
NaOH (0,5 mol/L) por 24 h, con agitacion constante a temperatura ambiente. Luego se
centrifugé a 16000 x g por 15 min en tubos Eppendorf, para recuperar la proteina
solubilizada en el sobrenadante y la cuticula (material insoluble en alcali) en el residuo.
Se agreg6 1 mL de NaOH al residuo y se repitio la extraccion por 24 h bajo las mismas
condiciones. Luego se realizd una centrifugacién, se combinaron los dos sobrenadantes
(conteniendo el nitrégeno proteico, NP) y se recupero el residuo, el cual se filtro al
vacio realizando varios lavados con agua destilada. El papel de filtro con el residuo
(conteniendo el nitrégeno cuticular, NC) se secé en la estufa a 100 °C por 1 h. Tanto el
sobrenadante como el residuo filtrado se utilizaron para la mineralizacion de la materia

organica (digestion).

4.7.2.3.2 Digestion dela materia organica

Las muestras de 1 mL del sobrenadante anterior (NP) y todo el residuo cuticular
(NC) se colocaron en tubos grandes de digestion. Luego se mezclaron con 2 mL de
H,SO, concentrado. A cada tubo se le afiadid una pizca (58-61 mg) de catalizador de
cobre (sulfato de cobre: sulfato de potasio, 1:9) previamente pulverizado con un
mortero. Luego se realiz6 la mineralizacion de la materia orgéanica en un digestor
Kjeldhal a 350 °C hasta lograr la transparencia total de las muestras (usualmente 4 h).
Finalmente, se dejaron enfriar las muestras digeridas, se les afiadié 5 mL de agua
destilada a cada una y se registro el volumen final para luego determinar el contenido de

nitrégeno, con el reactivo de Nessler.
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4.7.2.3.3 Determinacion del contenido de nitr6geno con €l reactivo de Nessler

Para determinar el contenido de nitrégeno con el reactivo de Nessler, se tomaron
alicuotas de 20 pL de NC digerido 6 50 uL de NP digerido, se mezclaron con 2,5 mL de
agua destilada y 0,4 mL de KOH (4 mol/L). Una vez agitado en vortex se agregaron 0,1
mL del reactivo de Nessler (Fluka) a cada muestra. Transcurridos 10 min, se midi6 la
absorbancia a 490 nm en un espectrofotdmetro. Se estimé el contenido de nitrégeno,
utilizando una curva estandar de sulfato de amonio, construida usando una solucién
patrén a una concentracion de 47,19 pg/mL (10 pg/mL de nitrégeno). (Cherry, 1973,

modificado por Gémez-Sotillo, 1997).

4.7.2.3.4 Determinacion de proteinas presentes en las peliculas comestibles

Con el fin de estimar el aporte de biomasa de las bifidobacterias de la pelicula,
se cuantifico el contenido de proteina cruda, segun el método establecido por la AOAC
Internacional (1990). Se pes6 un gramo de la pelicula que contiene el ingrediente
probidtico sobre un papel de filtro sin cenizas, el cual se colocé en tubos de digestion y
se introdujo en un digestor tipo Kjeldahl. Luego se vertié una cantidad pequefia de
catalizador (sulfato de cobre: sulfato de potasio 1:9) y 25 mL de &cido sulfirico
concentrado. El tubo y la mezcla, se colocaron en el equipo de digestion a temperatura
baja hasta que finalice la formacion de espuma. Luego se aumento la temperatura y se
calentd hasta que la mezcla quedara incolora. Posteriormente se destilo el material
digerido (125 mL). Se utilizdé el equipo de destilacion Velp® Scientifi C.A. La
destilacion se realizo en una solucion de acido bdrico al 4 % y entre 5 a 7 gotas de
solucion indicadora de rojo de metilo y, este se adapto a la salida del destilador. El

destilado fue titulado con H,SO,4 0,098 N, hasta que la solucion indicadora se torno gris.
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El volumen final de la titulacién se utiliz6 para estimar el porcentaje de proteina cruda

en la pelicula mediante la siguiente formula:

Proteina cruda(%)= volumen del &cido x [4cido] x 14,007x10° x 6,25 x 100 Ec. 3

El volumen del acido fue el volumen en mL utilizado en la titulacion, [&cido] 0,098 N,
14,007x10° es el peso equivalente del nitrégeno y 6,25 es el factor de transformacion

para las proteinas.

4.8 Recuento de Bifidobacterium lactis Bb12 en la pelicula y en gorgojos
alimentados con esta pelicula.

A las peliculas comestibles con y sin bifidobacterias y los intestinos de los insectos
alimentados con dichas peliculas, se les realizd diluciones seriadas desde 10 hasta 10™**
con agua peptonada. Como las bifidobacterias son microorganismos anaerobicos la
homogenizacion se realizé manualmente y en condiciones anaerobias. Luego se sembrd
1 mL de cada dilucion, la siembra se realizé en tubos de cara plana Miller Pricket.
Todas las siembras fueron realizadas en agar MRS, HCl-cisteina y la solucion de
antibioticos descrita anteriormente, luego se agrego una sobrecapa del medio como lo
describe el método de Payne (1999) y Arroyo (1995). Fueron incubados a 37 °C por 24
h. La siembra y el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) segun el criterio
elegido entre 25 y 250 UFC, se realizaron cada dos dias, durante el periodo de
experimentacion. Se tomo6 un vial por dia, que contenia peliculas comestibles con
bifidos para determinar la viabilidad de los probioticos, y un vial que contenia gorgojos
alimentados con peliculas comestibles para comprobar la transferencia del probiético al

intestino del gorgojo del arroz.

En este experimento se realiz6 un cambio de dieta a los cuatro dias para demostrar

la transferencia, es decir, a la poblacion inicial alimentada con peliculas con bifidos se
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les aliment6 con peliculas sin bifido y viceversa. Se tomaron los viales de los insectos
con peliculas comestibles con o sin bifido y se realiz6 el contaje de bacterias
transferidas, de acuerdo a lo descrito en el parrafo anterior, hasta culminar el
experimento. Para realizar este cambio de dietas, las peliculas con bifidos se
conservaron en refrigeracion a 4° C, desde el dia cero del experimento hasta el cambio

de la dieta, para garantizar la viabilidad de los bifidos.

4.9 Inclusion del tracto digestivo de Sitophilus oryzae para la microscopia

electr 6nica de transmision.

Se extrajo en tracto digestivo del insecto y se colocod en solucion PBS 2X.
Posteriormente, se fijo la muestra por 45 min hasta 2 h a 4 °C, en soluciéon de
Karnovsky, 0,1 mol/L. Se lavd 3 veces por 1 min, con tampén fosfato Milloning (TFM)
0,2 mol/L (Sigma-Aldrich). Posteriormente, la muestra se fijé en solucion de OsO, al
1% en TFM por 2 h a 4 °C. Luego se realizaron lavados con agua destilada, durante 15
min a 4° C. La muestra fue pasada por una bateria de deshidratacion (5 min c/u) con
etanol al 50%, 70%, 95%, a 4 °C. Finalmente, se deshidrat6 la muestra con CH3;CO,0OH
al 100%, por 5 min a 22 °C, en dos cambios. Se afiadié 6xido de propileno puro, por 15
min, se realizaron 2 cambios a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se colocé el
Oxido de propileno y la mezcla resina epoxica LX-112resin (Sigma-Aldrich, MO,
EE.UU.) (1:1) a la muestra, por 30 min a temperatura ambiente. Se realizaron 2 cambios
a la muestra, con una mezcla de resina pura epdxica LX-112, durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente se incluyé la muestra en moldes de plastico
debidamente etiquetados y se dejé endurecer en una estufa a 60 °C durante 48 h. Una
vez que se tuvo la muestra polimerizada, se pasé por un micrétomo para realizar cortes

ultrafinos, y asi, la toma de micrografias.
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4.10 Preparacion parala microscopia de barrido (SEM) dela pelicula comestible
con Bifidobacterium lactis Bb12.

Una vez que se obtuvo la pelicula comestible con los bifidos incorporados, se
colocaron en un desecador con silica durante 24 h para deshidratarlas. Luego de este
tiempo se cortaron tres trozos pequefios de diversas partes de la circunferencia de la
pelicula para garantizar la presencia y observacion de las bacterias en el microscopio de
barrido. Posteriormente los cortes se colocaron en un porta muestra y se afiadio grafito
liquido en los bordes del porta muestra hasta la colocacion de los trozos de pelicula con
bifido para que se generara la conduccion de la electricidad. Una vez seco el grafito, se
coloco el porta muestra con el montaje en un sistema de vacio (Eiko Engeneering), a
107 Torr, durante 1 h. Luego de este tiempo, se comenzo el recubrimiento de oro sobre

la muestra durante 15 min a 5 mA.

4.11 Andlisisestadistico

Los analisis estadisticos para la composicion corporal se realizar6 mediante el
programa Statistica v7.0.61.0 de Statsoft ®. A los resultados obtenidos se les aplicd el
andlisis de varianza (ANOVA de una via); para verificar la homogeneidad de varianza
se realizard una prueba a priori de Bartlett y para comparar los diferentes grupos se

utilizara la prueba a posteriori de Duncan.

Para los analisis estadisticos de la viabilidad y transferencia de Bifidobacterium
lactis Bb12 se realizé la prueba del Chi-cuadrado, prueba no paramétrica, partiendo de
la prueba de Bondad de Ajuste; esta consiste en determinar si los datos de una muestra
corresponden a una distribucién poblacional. En este caso, es necesario que los valores
de la variable en la muestra y sobre la cual queremos realizar la inferencia esté dividida
en clases de ocurrencia, o equivalentemente, sea cual sea la variable de estudio,
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deberemos categorizar los datos asignado sus valores a diferentes clases o grupos. Para

ello utilizamos el siguiente estadistico de prueba:

k
X?=75 (O, -E))%2 con k-1 (grados de libertad) con un nivel de confianza 95%
i=1 Ei

Definiendo como hipdtesis nula: la no existencia de diferencias significativas en la
variable estudiada (Ho =O = E => X* —0); y como hip6tesis alternativa: existen

diferencia diferencias significativas la variable estudiada (H;= O # E => X* —).

Hipdtesis para la viabilidad:

Ho = no existen diferencias significativas de la viabilidad de Bifidobacterium lactis
Bb12 en la pelicula a través del tiempo del ensayo 1 al y el ensayo 2.
H,= si existen diferencias significativas de la viabilidad de de las Bifidobacterium lactis

Bb12 en la pelicula a través del tiempo del ensayo 1 al y el ensayo 2.
Hipotesis para la transferencia:

Ho = no existen diferencias significativas en la transferencia de Bifidobacterium lactis
Bb12 de la pelicula comestible al tracto digestivo del gorgojo del arroz entre el ensayo 1
y el ensayo 2 a través del tiempo.

Hi,= si existen diferencias significativas en la transferencia de Bifidobacterium lactis
Bb12 de la pelicula comestible al tracto digestivo del gorgojo del arroz entre el ensayo 1

y el ensayo 2 a través del tiempo0.
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5 RESULTADOSY DISCUSION

5.1 Caracterizacion morfologica de las bacterias encontradas en el tracto digestivo

del Sitophilus oryzae

Una vez obtenido el crecimiento bacteriano en medio liquido, posterior a la
extraccion de los intestinos, se pasaron a placas con medio LB mediante la siembra por
rastrilleo, para verificar crecimiento bacteriano sin contaminacion y un rayado con ansa
bacterioldgica, para obtener las colonias aisladas, 48 h mas tarde. De este aislamiento se
obtuvieron tres posibles cepas, morfolégicamente diferentes: una de las colonias era
translucida y de pequefio tamafio (cepa A); las otras dos presentaron un crecimiento
abundante pero variaban de acuerdo al color, siendo una marrén clara (cepa B) y la otra

mas oscura (cepa C).

En la figura 3 se encuentran representadas las cepas A, B 'y C, provenientes del
intestino de Stophilus oryzae. La cepa A, B y C fueron cultivadas medio LB. Estas
cepas se desarrollaron en condiciones de anaerobiosis y aerobiosis, pero se observo que
el crecimiento se vio favorecido en ausencia de oxigeno, demostrandose que las
bacterias son anaerobias facultativas debido al mayor nimero de colonias que crece en

dicha condicion.

Figura 3. Colonias aisladas del tracto digestivo del Stophilus oryzae observadas bajo lupa
esteroscépica binocular a 3X. A; B; C colonias crecidas en medio LB.

47



La tincion Gram revela que todas las cepas son Gram +, de color azul como se
observa en la figura. 4. La diferencia entre ellas, es la forma como se agrupan: la cepa A
presenta, cocos alargados formando cadenas largas de aproximadamente 25 células y
cadenas cortas de 3 a 6 (figura 2A); La cepa B (figura 2B) y la cepa C (figura 2C), las

células forman racimos de 10 a 15 células.

Figura 4. Tincién Gram de las colonias aisladas del tracto digestivo del Stophilus oryzae
observadas bajo Microscopio a 1000X.

Estas cepas son Gram+, debido a la cantidad de peptidoglucano que se encuentra en
un 90% en las paredes de las bacterias. Al realizar la tincién con el cristal violeta,
colorante catidnico, este penetra en todas las células bacterianas (tanto Gram+ como
Gram-). La solucion es absorbida y atrapada en la pared de las células. El lugol,
formado por I, (yodo), entra en las células y forma un complejo insoluble en solucién
acuosa con el cristal violeta. La mezcla de alcohol-acetona realiza la decoloracién del
complejo I,/cristal violeta, asi los microorganismos Gram+ no se decoloran
manteniendo un color azul, mientras que los Gram- si se decoloran y obtienen un color

rojo, por la utilizacion de la safranina. (Bergey, 1994).

Las cepas B y C se sembraron en placas de agar LB-manitol con disco de
Novobiocina (antibi6tico). Los resultados indicaron que estdbamos en presencia de dos
cepas diferentes, debido a que la cepa marron clara (B) no degrada el manitol, mientras
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que, la marrdn oscura (C) si degrada este azUcar, ya que, se produce un viraje del pH del
medio de rojo a amarillo, sin embargo, ambas crecieron en agar LB, ya que este es un
medio rico, y fueron sensible a la Novobiocina, por la formacion de un halo alrededor

del disco, como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Crecimiento de la cepa B y cepa C sembradas en placas de LB-manitol con disco de

Novobiocina

La novobiocina es un antibiotico producido por el Streptomyces niveus, Sreptomyces
spheroides u otros organismos relacionados, que inhibe la sintesis de la pared de la
célula bacteriana por inhibicion de la ADN girasa y bloguea la actividad de la
Adenosina trifosfatasa (ATPasa). Tiene un espectro de accion contra bacterias Gram+
como el Saphylococcus aureus, y algunos organismos Gram- incluyendo el

Haemophilus influenzae (Dangel, 2009)

5.2 Caracterizacion morfolégica de las bacterias encontradas en los granos de
arve as ver des partidas (Pisum sativum)

Los granos de arvejas verdes partidas (Pisum sativum) fueron colocadas en medio
LB, bajo condiciones aerobias. Las colonias presentaron un color amarillento y un
tamario de aproximadamente entre 3-4 mm. Ambas colonias, eran parecidas en color y

tamano, variando la viscosidad entre ellas.
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En cuanto a la tincion de Gram, se encontraron dos tipos de células, una Gram+, la
cual presentaba cocos pequefios agrupados en racimos (cepa D). La otra bacteria era una
Gram-, sus células son bacilos alargados (cepa E), lo que nos condujo a la
diferenciacion mediante esta prueba. De acuerdo a la agrupacion de las células
observadas en el Gram para la cepa D, indica que estamos en presencia de un

Saphilococcus, mientras que los bacilos se identificaran con las pruebas bioquimicas.

Figura 6. Tincién Gram de las cepas D y E que se encontraron en las arvejas verdes

5.3 Caracterizacion Bioquimica de las bacterias encontradas en €l tracto digestivo

de Sitophilus oryzae.

Una vez obtenido el aislamiento de las cepas bacterianas, se realizo el repique de
las colonias en placas, en condiciones aerobias y anaerobias, incubandose a 37 °C, por
24 h. A partir de estas colonias frescas y de acuerdo al resultado obtenido en la tincion
Gram, se realizaron las pruebas bioquimicas, representadas en la tabla 3. Efectivamente
se identificaron 3 tipos de cepas diferentes. La prueba de la catalasa es negativa para la
cepa A, mientras que, es positiva para las cepas B y C. Esto puede observarse por la
formacion de burbujas al agregar el reactivo de la catalasa sobre el frotis bacteriano en

el portaobjeto
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas bacterianas
encontradas en el tracto digestivo del Stophilus oryzae.

Pruebas CepaA CepaB CepaC
Gram + + +
Catalasa - + +
Infusion cerebro-corazon (ICC) + NR NR
Bilis Esculina (BE) + NR NR
LB-manitol NR -/IG +/G
Novobiocina NR S S
Vogues-Proskauer (VP) - NR NR
Nitrato - NG NG
Acidificacion de glucosa (BBA) NR + +

NR: no se realizd; G: crecimiento; S: sensible; NG: sin crecimiento

Cuando las flavoproteinas reducidas se unen con el oxigeno y las oxidasas
presentes en la cadena respiratoria de las bacterias, se forman dos compuestos toxicos
como son; el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical superéxido O, . Las enzimas
catalasas, eliminan de forma catalitica los intermediarios de la reduccién del oxigeno,
actuando como defensa bioldgica contra la toxicidad del oxigeno. (Chelikani y col.,

2004).

Las enzimas responsables de la captacion y reduccion de oxigeno y de la
produccion de H,0,, son las flavoproteinas oxidasas, también se encuentran las NADH
oxidasas que pueden producir O," y H,0, o H,, como las NADH peroxidasas que
pueden reducir el H,O;, a H,. (Ho y col. 2004). La catalasa esta presente en la mayoria
de las células bacterianas anaerobias facultativas, que contienen citocromos a excepcion
de las Sreptococcus. Estos resultados podrian indicar que la cepa A es un

Sreptococcus.
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Bajo condiciones de anaerobiosis, se hizo crecer la cepa A en medio LB, pero las
colonias crecidas, eran pequefias y poco abundantes. Se decidi6 colocarlas en medio de
infusién corazon cerebro, ya que es un medio mas rico que el medio LB, sin embargo,
las colonias presentaban el mismo comportamiento que con el medio LB. Se decide
cultivar las bacterias en agar sangre, este medio favorecio el desarrollo de las colonias y
sirvid para realizar repiques del cultivo bacteriano a agar Bilis Esculina y realizar

tincién Gram.

La Esculina, es un glucosido, que es un derivado acetal de un monosacarido simple.
Cuando una sustancia que no es un hidrato de carbono se une a un azlcar por una union
acetal, el acetal resultante es denominado glucésido y la porcién no glacida, aglucoma.
La base de la prueba es la hidrolisis de la esculina por la enzima B-—glucosidasa
constitutiva (enzima esculinasa), que actia sobre la unionf del aglucoma con el

monosacarido, liberando dos moléculas: glucosay esculetina. (Paula, 2006).

Tal y como se muestra en la figura 7, la cepa A crece en agar bilis esculina
mostrando un color castafio, demostrando la degradacion de la esculina a esculetina en

presencia de bilis.

Figura 7. Crecimiento de la cepa A en medio de bilis esculina y
representacion de la hidrélisis de la esculetina
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Ademas, a la cepa A se le realizo la prueba de Voges-Proskauer, que determina el
acetilmetilcarbinol (AMC, acetoina), como producto final de la fermentacion de la
glucosa. El resultado de esta prueba fue negativo, lo que nos indica que la bacteria
pertenece al grupo Streptococcus, como lo demuestra la agrupacion de las células en la
tincion Gram, la prueba de la catalasa negativa y la hidrdlisis de la esculina en

presencia de la bilis. (Macfaddin, 2000)

Para las cepas B y C, se realizd la prueba de la acidificacion de la glucosa (BBA),
debido a que sus células son redondeadas y agrupadas en racimos, podriamos asociarlas
a los géneros, Saphylococcus y/o Micrococcus, por lo tanto, se procedi6 a descartar en

cual de los dos grupos se ubicaba estas cepas.

Figura 8. Prueba de la acidificacion de la glucosa en las cepas By C

En la figura 8, observamos la acidificacion de la glucosa, representado por el tubo
de caldo amarillo, bajo condiciones anaerobias. Al realizar el inoculo bacteriano en el
caldo, esta hace virar el color del caldo de rojo a amarillo, ya que tiene un indicador que
es rojo fenol. Ambas cepas (B y C) acidificaron el medio, infiriéndose que se

encuentran en el género de los Saphylococcus.
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5.4 ldentificacion de las cepas bacterianas del tracto digestivo del Sitophilus oryzae
mediante e Sistema de Identificacion ATB Plus

Cepa A

La identificacidn de la cepa A, se realizd mediante la galeria rapid ID 32 STREP

V2.0, los resultados se observan en la tabla 4:

Tabla 4. Resultados de la galeria rapid ID 32 STREP V2.0 de la cepa A

Pruebas en contra
Pruebas de la Galeria Gemdlla Aerococcus Gemella
Morbillorum viridans haemolysans

ADH (-) SOR (-) BNAG (-) | SAC(-) BGLU 1% MAN 75% BGLU 0%
BGLU (+) |LAC() |GTA() |LARA() PYRA 25% HIP 92% BMAN 0%
BGAR(-) | TRE(+) [HIP() DARL (-) BMAN 0% BMAN 1% TRE 0%
Bgur (-) RAF (-) GLYG(-) | MBDG(-) | TRE 9% LAC 79% -
aGal (-) VP () PUL(-) TAG () SAC 81% SAC 100% -
PAL (¢) APPA () | MAL (+) | BMAN (+) - - -
RIB (-) BGAL(-) | MEL () | CDEX (") - - -
MAN (-) PYRA (+) | MLZ (-) URE (-) - - -

Arginina Dihidrolasa, fglucosidasa, Bgalactosidasa, Bglicuronidasa, agalactosidasa, Fosfatasa Alcalina,
Manitol Sorbitol

Trehalosa (acidificacion), Rafinosa (acidificacion), Sacarosa (acidificacién), L-Arabinosa (acidificacién),

Ribosa (acidificacion), (acidificacion), (acidificacion), Lactosa (acidificacion),

D-Arabitol (acidificacion), Ciclodextrina (acidificacion), Produccion de Acetoina, Alanina-Fenilalanina-
Prolina Arilamidasa, BGlactosidasa, Acido Pyroghmico Arylamadasa, N -Acetil-BGlucosaminidasa,

Glycyl-Triptofano  Arylamidasa, Hidrolisis de Hipurato, Glycogeno (acidificacion), Pullulan

(acidificacion), Maltosa (acidificacion), Melibiosa (acidificacion), Melezitosa (acidificacion), Metil-B-D
Glucopiranosidasa (acidificacion), Tagatosa (acidificacion), B Manosidasa, Ureasa.
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En esta prueba se obtienen tres posibles resultados, que describen el
comportamiento de las diferentes enzimas bacterianas al degradar los diferentes
sustratos: negativo (-) para la bacteria que no pueden degradar el sustrato y positivo (+)
para la bacteria que tiene la capacidad de utilizar estos sustratos para sus procesos

metabolicos.

La especie que se identifica como cepa A, es Aerococcus viridans. Una de las
pruebas que apoya la identificacion de este género, aparte de la galeria, es el
crecimiento de la bacteria en un medio de Bilis Esculina (Park y col., 1990),
descartando asi las otras opciones debido a que las especies de Gemella no hidrolizan la

esculina, gelatina y la urea. (Berger, 1992).

La Aerococcus viridans esta representada por células redondeadas en forma de
tétradas, no motil, Gram+. Su crecimiento es relativamente bajo, produciendo colonias
pequefas, traslicidas. Fermenta la manosa y el manitol. (Pien vy col., 1984). Esta
bacteria esta distribuida en todo el mundo y es contaminante del aire. Pueden
encontrarse en alimentos como la carne, vegetales y en pequefias proporciones, en la
piel de los seres humanos. También se encuentra en los hospitales, causando infecciones
nocosomiales. (Kristencen vy col., 1995). En muchas circunstancias, Aerococcus es una
bacteria saprofitica, considerada también como microorganismo oportunista, donde
carecen las condiciones de esterilidad en hospitales, alimentos, produciendo

bacteriemia, endocarditis, meningitis. (Colman, 1967).

Este género bacteriano fue aislado por primera vez en langostas, produciendo la
enfermedad de Lobsters, estudiada en varias especies de langostas por Stewart en el afio
1966, desde alli hasta el afio 2004, se han creado muchas representaciones de modelos

para entender este padecimiento en los crustaceos. Esta bacteria es un parésito
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facultativo, se encuentra en la microflora de las langostas y produce letargo, anorexia y
quitindlisis, ocasionando una necrosis en su exoesqueleto. (Lavallée y col., 2001). Los
métodos de control para esta enfermedad incluyen la prevencion al dafio del
exoesqueleto de las langostas, higiene y reduccion de la temperatura del agua. (Bower y

McGladdery, 2004).

CepaB.

Para la cepa B se utilizo la galeria especifica para Stafilococos (ID 32 STAPH V2.0).
En la tabla 4, se muestra que el perfil de la bacteria, coincide con las enzimas y sustratos
presentes en la galeria, por lo tanto, define a esta cepa como Staphylococcus

chromogenes.

El género Saphylococcus es muy amplio, ya que esta bacteria es ambiental, puede
crecer en presencia o ausencia del oxigeno, y se considera patdgena para los seres
humanos, siendo la especie mas virulenta Saphylococcus aureus. (Gutiérrez, 2006).
Este puede encontrarse en la piel, adhiriéndose a superficies corporales y en conjunto
los acidos teicoicos y el péptidoglicano tienen la caracteristica que activan el sistema
inmune del complemento y sirven ademas de evasores de la fagocitosis (Engelhardt y
col. 1998), también invaden las vias respiratorias de los seres humanos y pueden estar

dentro de los tractos digestivos de una variedad de animales.

En el murciélago existe una relacion simbidtica con el género Saphylococcus,
encontrandose como parte de la flora bacteriana presente en su tracto digestivo. Al igual
que los seres humanos pueden presentar especies de Saphylococcus en la piel, las

presas de los vampiros también las poseen en todo su cuerpo y posiblemente esta
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bacteria invade el tracto digestivo del quirdptero por el contacto entre presa y predador

(Caverri, 2006).

Bacot (1914), hizo estudios similares sobre las bacteria que se encontraban en el

canal alimenticio de pulgas durante su metamorfosis, y demostrd que el canal

Tabla 5. Resultados de la galeria ID 32 STAPH V2.0 para la cepa B

Pruebas de la Galeria

URE (+) LAC (+) | PAL(-) RIB (+)
ADH (+) |TRE() |PYRA() |CEL()
ODC(?) |MAN(-) |NOVO() -
ESC () RAF() |SAC(#) -
GLU(+) [NIT(+) |NAG(+) -
FRU() | VP() TUR () -
MNE () | BGAL(-) | ARA(-) -
MAL (+) ArgA (-) | BGUR (-) -

Ureasa, Arginina Dihidrolasa, Ornitina Descarboxilasa, Esculina (hidrélisis), Glucosa (fermentacion),
Fructosa (fermentacién), Manosa (fermentacion), Maltosa (fermentacidn), Lactosa (fermentacion),
Trehalosa (fermentacion), Manitol (fermentacion), Rafinosa (fermentacién), Nitrato (reduccién), Voges
Proskauer, B Galactosidasa, Arginina Arylamidasa, Fosfatasa Alcalina, Pyrrolidonil Arylamidasa,
Novobiocina, Sacarosa (fermentacion), N-acetyl-Glucosamina, Turanosa (fermentacion), Arabinosa

(fermentacién), B Glucuronidasa, Ribosa (fermentacidn), Celiobiosa (fermentacion).

alimenticio de las larvas de pulgas pueden ser infectadas con las bacterias que se
encuentra en el alimento, estas bacterias son Bacillus pyocyaneus, Bacillus enteritidis,
Staphylococcus aureus, y Staphylococcus albus. El también mostré que una infeccion
de bacterias en el tracto digestivo de la larva, puede persistir hasta el periodo que
descansa la larva en el capullo, y no existen pruebas satisfactorias que tal infeccion

pueda hacer que la larva sobreviva al estado pupal.
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CepaC

A diferencia de la cepa B, el sistema de identificacién API sélo pudo caracterizarla

a nivel de género, porque cada especie definida por este sistema, tiene pruebas en

contra. En la tabla 6 se observa el perfil de este microorganismo.

Tabla 6. Resultados de la galeria ID 32 STAPH V2.0 para la cepa C

Pruebas en contra
Pruebas de la Galeria Saphylococcus | Saphylococcus | Staphylococcus

haemolyticus simulans xylosus
URE (+) LAC (+) PAL (-) RIB (+) URE 1% ODC 0% ADH 0%
ADH (+) TRE (+) PYRA (+) | CEL (-) VP 95% BGAL 79% MNE 76%
oDC (+) MAN (+) | NOVO (-) - RIB 18% ARA 1% PAL 83%
ESC (-) RAF (-) SAC (+) - ODC 0% MAL 8% RIB 19%
GLU (+) NIT (+) NAG (+) - ARA 1% TUR 0% ODC 0%
FRU (+) VP (-) TUR (+) - - RIB 21% BGAL 88%
MNE (-) BGAL (-) | ARA (+) - - - NOVO 85%
MAL (+) ArgA (-) BGUR (+) - - _ -

Ureasa, Arginina Dihidrolasa, Ornitina Descarboxilasa, Esculina (hidrélisis), Glucosa (fermentacién),
Fructosa (fermentacion), Manosa (fermentacién), Maltosa (fermentacion), Lactosa (fermentacién),
Trehalosa (fermentacion), Manitol (fermentacién), Rafinosa (fermentacién), Nitrato (reduccion), Voges
Proskauer, B Galactosidasa, Arginina Arylamidasa, Fosfatasa Alcalina, Pyrrolidonil Arylamidasa,
Novobiocina, Sacarosa (fermentacion), N-acetyl-Glucosamina, Turanosa (fermentacion), Arabinosa

(fermentacién), B Glucuronidasa, Ribosa (fermentacion), Celiobiosa (fermentacion).

Para Staphylococcus haemolyticus, existen 5 pruebas en contra, donde la urea y la
L-arabinosa como sustrato, no son utilizados por la bacteria, la ribosa es utilizada
débilmente, al igual que la enzimas ornitina descarboxilasas, mientras que la via Voges-
Proscauer, para producir acetil-carbinol es utilizada en la bacteria en un 95% y la galeria

muestra que es negativa. Este se relaciona con diferentes patologias como;
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bacteriemias, sepsis, infecciones de heridas, infecciones urinarias y conjuntivitis. La

denominacion de S haemolyticus se debe a su capacidad de hemolisis. (Airbeit, 1997)

Otra opcion para la cepa C que se identifica en la galeria es S. simulans, pero
encontramos que la L-arabinosa, D-maltosa, D-turanosa no son sustratos utilizados por
la bacteria, encontrandose en un rango de 0% y la ribosa es utilizada en un 21%.

S. Xyloxus es la Gltima opcion que muestra el programa de identificacion con 7
pruebas en contra. Se observa que las enzimas ornitina descarboxilasa y arginina
hidrolasa en dicha bacteria no se expresan y en la galeria aparecen positivas. Caso
inverso, sucede con la f-galactosidasa y la fosfatasa alcalina, la bacteria las produce en
un rango del 80%, mientras que la galeria las reconoce como pruebas negativas. La

ribosa en débilmente utilizada como sustrato.

Para la prueba de sensibilidad a la novobiocina, tenemos que la bacteria es
susceptible en un 85%, la galeria la lee como prueba negativa, sin embargo, en las
pruebas de sensibilidad que se realizaron con discos de novobiocina en agar LB-

manitol, se registro alta sensibilidad (figura 3).

Las tres especies reportadas por los ensayos realizados con la galeria ID 32 STAPH
V2.0 estan involucradas en patologias humanas y se les reconoce primariamente por la
asociacion a infecciones nosocomiales endogenas o exdgenas. (De Paulis y col. 2003).
Sin embargo, cualquiera de estas especies de Staphylococcus pudieran ser la cepa C, ya
gue éstas son especies ambientales, se caracterizan por presentar plasticidad para invadir
cualquier habitat y desarrollarse bajo condiciones de anoxia 0 en presencia de oxigeno,

pueden desarrollar simbiosis como sucede en los mamiferos, encontrandose en la piel de
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muchos de ellos (cerdos, vacas, hombre) (Holt y col., 1994), y en insectos como lo

describe Bacot.

5.5 Caracterizacion Bioguimica de las bacterias encontradas en los granos de

arve as verdes partidas (Pisum sativum)

Una vez obtenido el crecimiento de las bacterias presentes en las arvejas verdes
partidas (Pisum sativum), en condiciones aerobias, se procedi6 a realizar la
identificacion mediante pruebas bioquimicas. En este grano se obtuvieron dos bacterias
diferentes. De acuerdo a los resultados de las pruebas bioquimicas (tabla 7), existe una
similitud con la cepa C del tracto digestivo de los gorgojos de arroz. Ambas bacterias

degradaron los mismos sustratos, acidifican la glucosa y son catalasa positiva.

Tabla 7. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas bacterianas
encontradas en los granos de arvejas verdes partidas (Pisum sativum).

Pruebas CepaD CepaE
Gram + -
Catalasa + +
LB-manitol +/G NR
Novobiocina S NR
Oxidasa NR -
Kliger NR R/IR
SIM NR -
Urea NR -
Citrato NR -
Acidificacién de glucosa (BBA) + NR

NR: no se realizg; G: crecimiento; S: sensible; R: rojo.
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No obstante, la cepa E es una Gram-, a diferencia de las demas bacterias
encontradas. Su catalasa es negativa, esto es indicativo que la bacteria no contiene la

enzima catalasa para la reduccion del oxigeno.

En cuanto a la prueba de la oxidasa, se determind que el microorganismo si
presenta esta enzima a nivel intracelular. La reaccion se debe a un sistema de citocromo
oxidasa que activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno molecular. El que
a su vez actla como un aceptor de electrones en la fase terminal del sistema de
transferencia de electrones. (Macfaddin, 2000).

El medio Kkliger (agar con azlcar triple y hierro), resultd ser alcalinoalcalino, lo
que indica que no fermenta la glucosa por ser una bacteria aerobia. Es un medio de
cultivo diferencial que cumple dos propositos; 1) determinacion de la fermentacion de
carbohidratos; 2) determinacién de H,S. Para la determinacion de la fermentacion, este
medio presenta dos azlcares, 1% de lactosa y 0,1% de glucosa. La fermentacion se lleva
a cabo en anaerobiosis (en el pico de flauta) como en la aerobiosis (en el taco). En el
pico de flauta, la glucosa es catabolizada por la via anaerobia de Embden-Meyerhof-
Parnas, usado por microorganismos aerobios y anaerobios para producir el
intermediario clave, el &cido pirtvico. Este acido luego es degradado a través del ciclo
de Krebs por aerobios y anaerobios facultativos para producir energia, CO, y H,0

(figura 7). (Macfaddin, 2000).

Cuando la fermentacion es so6lo de la glucosa, el resultado de la prueba es alcalino
en el pico de flauta y 4cido en el taco (rojamarillo). En la fermentacion de glucosa y
lactosa tanto el pico de flauta como el taco son acidos (amarilloamarillo). Puede que no
exista la fermentacion de ambos carbohidratos y ese es el resultado de nuestra prueba,
dando alcalino-alcalino (rojotojo). Ciertas bacterias no pueden fermentar carbohidratos,
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estas pueden estar presentes en el tracto intestinal, solo degradan peptonas que tenga el

medio para su nutricion. (Macfaddin, 2000).

Con respecto a la produccion de H,S, se produce por los indicadores de este
compuesto presente en el medio como el citrato de amonio férrico y tiosulfato de sodio.
Al estar presente el H,S, se observa una coloracion negra dentro del tubo de ensayo,
que no es mas que sulfuro ferroso, también puede formarse burbujas y gases. En nuestro
caso, no se obtuvo esta coloracién, por lo tanto la cepa E no es capaz de producir &cido
sulfhidrico. (Macfaddin, 2000).

A su vez, esta bacteria no es métil, por la ausencia de cilios o flagelos. Por otra
parte, es indol negativa, no presenta las enzimas triptofanasas, involucradas en la
produccion del indol, es decir, la bacteria no es capaz de separar el indol a partir del

triptofano.

Con respecto a la urea, la cepa E no es capaz de hidrolizar la urea en amoniaco, por
la ausencia de la enzima ureasa, una importante enzima microbiana que descompone los
compuestos inorganicos. Esta enzima se considera constitutiva, debido a que es
sintetizada por ciertas bacterias sin tomar en consideracion la presencia o ausencia del

sustrato, en este caso, la urea. (Lainey col., 1996).

Por altimo, tenemos el citrato, que actla como un sustrato como Unica fuente de
carbono en el medio, para determinar si la bacteria es capaz de crecer en condiciones de
alcalinidad, dicha cepa no degrada el citrato, probablemente, sea un microorganismo
gue no contenga un mecanismo de transporte 0 permeasas que permitan que el citrato

penetre en el interior de las células. (Terragno y col., 2007).
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5.6 Identificaciéon de las cepas bacterianas encontradas en los granos de arvejas

ver des partidas (Pisum sativum) mediante e Sistema de Identificaciéon ATB Plus.
CepaD

La cepa D encontrada en la arveja, por su morfologia, pruebas bioquimicas e
identificacion por el sistema APl TB Plus, resultd ser la misma que la cepa C obtenida
en el tracto digestivo del gorgojo del arroz, mostrando tres posibles especies del género
Saphylococcus como son S haemolyticus, S. ssimulans y S. xyloxus. Por lo cual, esta

cepa sera considerada como Staphylococcus sp.

Nuestras arvejas, fueron previamente tratadas con un lavado de 5 min en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3%, demostrando que el tiempo de lavado es corto,
para lograr la esterilidad total y evitar el crecimiento microbiano. Ademéas que la
siembra bacteriana de las arvejas se realiz6 como un control, para probar si el
Saphylococcus era una contaminacion ambiental, o podia estar presente en el alimento,
asi que se realizo el experimento bajo los mismos parametros de siembra del intestino

del gorgojo de arroz.

Es un hecho bien conocido, que las bacterias pueden transferirse mediante el
consumo de alimento, al tracto digestivo de diversos organismos de la escala zoologica.
En el caso de neonatos lactantes, a traves de la leche materna suelen transferirse
bacterias lacticas al intestino virgen, que promueven el bienestar metabdlico del infante
a largo plazo. Estos microorganismos pueden establecerse en el hospedero mientras se

suministre el alimento. (Ishibashi y col., 1997).

CepaE
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Mediante la galeria ID 32 GN V3.0 se pudo identificar la cepa E, obteniendo un
resultado con perfil aceptable, identificando a la bacteria como Acinetobacter Iwoffii,

como se observa en la tabla 8.

Esta bacteria Gram-, pertenece al grupo de las proteobacteria. Las especies de
Acinetobacter son cocobacilos estrictamente aerobios, no fermentadores, no moviles,
oxidasa negativos que se presentan en pares al microscopio. Se distribuyen ampliamente
en la naturaleza, siendo importantes en el suelo contribuyendo a su mineralizacion.
(Ledermann, 1971). Acinetobacter es también una importante fuente de infeccion en los
hospitales para los pacientes debilitados. Son capaces de sobrevivir en diversas
superficies (tanto humedas como secas) en el ambito hospitalario. Ocasionalmente son

aislados de los productos alimenticios y algunas cepas son capaces de sobrevivir sobre

diversos equipos médicos e incluso sobre la piel humana sana. (Gerischer, 2008).

Tabla 8. . Resultados de la galeria ID 32 GN V3.0 para la cepa E

Pruebas de la Galeria

RHA () MNT () | FUC () 5KG (-)

NAG (-) ACE (+) | SOR(-) GLYG (+)

RIB (-) LAT(+) | ARA(-) mOBE (+)
INO () ALA(¥) | PROP () 2KG (-)
SAC (-) MAN () | CAP() 30BU ()

MAL (-) GLU (-) VALT (-) pOBE (-)

ITA (-) SAL (-) CIT (-) SER ()

SUB (+) MEL() |HIS() PRO +

Ramnosa, N-Acetyl Glucosamina, D-Ribosa, Inositol, D-Sacarosa, Maltosa, Itaconato, Suberato,

Malonato, Acetato, DL-Lactato, L-Alanina, Manitol, D-Glucosa, Salicina, D-Melobiosa, L-Fucosa, D-
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Sorbitol, L-Arabinosa, Propionato, Caprato, Valerato, Citrato, Histidina, 5CetoGluconato, Glicdgeno, 3-

hidroxiBenzoato, 2-CetoGluconato, 3-hidroxibutirato, 4-hidroxiBenzoato, L-Serina, L-Prolina.

Acinetobacter woffii (cepa E) no se transfirié al interior del gorgojo del arroz,
probablemente porque la bacteria no puede sobrevivir a las condiciones de anaerobiosis

parcial o total del tracto digestivo del coleoptera.

6 Formulacién de peliculas comestibles a base de almidon de papa con
Bifidobacterium lactis Bb12 como ingrediente probi6tico.

La materia prima utilizada para realizar la base de las peliculas comestibles fue el
almidon de papa y este fue extraido del tubérculo de manera convencional (AOAC,
2003). El anico parametro de la composicion proximal estudiado fue la humedad que
nos da una idea de la estabilidad del almidon en el tiempo. El almidon de papa nativo
posee unos valores de humedad que se encuentran en el rango de 7,00% a 13,30%. En
nuestro caso fue de 7,45%, este resultado concuerda con lo reportado por Hoover (2001)
y Sangeetha (2006). El valor obtenido se encuentra dentro del rango Optimo para
realizar peliculas comestibles (Singh y col., 2005), ya que, disminuye la probabilidad de
crecimiento de microorganismos y permite una mejor secado, brindando una mayor

integridad al vehiculo. (Kester y Fennema, 1986).

El plastificante usado para las peliculas comestibles a base de almidén de papa fue
el glicerol, a una concentracion del 1,5% (v/v). Rojas (2007) realizd ensayos
preliminares y describe que cuando se agregaba las bifidodacterias a la solucién
formadora de peliculas (SFP), observaba un cambio en la matriz del gel, retardando el
tiempo de gelificacion adecuada de las peliculas servidas en placas, por esto se procedio
a colocar a la mezcla el glicerol, obteniendo peliculas més gruesas, firmes, elasticas y

flexibles, debido a que reduce la formacion de enlaces de hidrdgeno entre las cadenas
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poliméricas del almidon incrementando asi el espacio intramolecular. (Laohakunjit y

Noomhorm, 2004).

Figura 9. Peliculas comestibles con el ingrediente probidtico Bifidobacterium lactis Bb12

En la figura 9, se puede apreciar que las peliculas comestibles con glicerol y
bifidos, secadas en refrigeracion a 4 °C durante 4 dias, se despegan facilmente de la
placa de Petri por la flexibilidad conferida por el glicerol, ademas que a esta

temperatura se logra mantener la viabilidad de las bifidobacterias.

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 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 intestinal en
seres humanos, las bifidobacterias deben sobrevivir a 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 pH es considerado como un indicador directo de la viabilidad de las

bifidobacterias, se ha reportado que el rango de pH de 6,5 - 7 es dptimo para el
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crecimiento de la bacteria, no crece a valores menores de 4,5 - 5 0 mayores de 8 - 8,5
(Medina, 2002). Sin embargo, la sobrevivencia de las bifidobacterias a las condiciones
de acidez varia entre especies y cepas. En nuestro caso el pH medido en la SFP que
contenian ingrediente probidtico es de 5,19, un ambiente acido para las bifidos, de

acuerdo a lo descrito anteriormente.

No obstante, Berrada (1991) reporta el crecimiento de dos cepas comerciales de
bifidobacterias, in vitro en medio que simula al jugo gastrico (pH 1- 2), se encontrd, que
una cepa fue inhibida en 0,5 unidades logaritmicas, mientras que para la otra, 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 disminuyé de 5,0 a 1,8 en un periodo de 80 min, con un 20% de activa de B.
lactis permanecid 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).

6.1 Microscopia electronica de barrido de las peliculas a base de almidén de papa

con Bifidobacterium lactis Bb12.

Para demostrar la presencia de Bifibobacterias lactis Bb12 en las peliculas
comestibles a base de almiddn de papa, se realizd la técnica de microscopia electronica
de barrido (MEB), que caracteriza la topografia de una muestra. Debido a su gran
profundidad de campo hace que pueda observarse en foco, los componentes de la

muestra contenida en dicha distancia (Urbina y col., 1997).

En esta imagen (figura 10A), podemos observar la integridad de la superficie de la
pelicula comestible, mostrando una textura casi lisa, lo que permite distinguir
facilmente a los bifidos que se encuentran dispersas en la pelicula. Esta figura, también

muestra que el ingrediente probidtico se encuentra tanto expuesto en la superficie (ver
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circulos) de la pelicula como en el interior de la misma, mostrando pequefias

elevaciones del rastro de la bacteria (ver flechas).

En la figura 10B, observamos una bifido en forma de bacilo bien definida,
encontrandose solitaria sobre la superficie de la pelicula. A pesar de que los dos gramos
de bifidos fueron homogeneizados en la solucion formadora de peliculas, las bacterias
toman una distribucion al azar dentro de la mezcla y al secarse, se pueden encontrar en
muchas disposiciones, ya sean dispersas, solitarias o agrupadas, como es el caso de la
figura 10C, (ver recuadros), donde las bifidos se encuentran formando racimos,

encontrando gran concentracion de estos microorganismos.
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Figura 10. Microscopia electronica de barrido de las peliculas comestibles con el ingrediente
probidtico BifidobacteriumlactisBb12. A, B 'y C, superficie de la pelicula. D, parte posterior de
la pelicula.

En la figura 10D, observamos un campo repleto de bifidos, se encuentran
dispuestas en forma de cadenas y se puede apreciar la bifurcacién que caracteriza a
estos microorganismos (ver tridngulo). Esta parte de la pelicula, es la cara posterior, que
se encuentra pegada a la capsula de Petri, a diferencia de las imégenes anteriores,
podemos observar que la pelicula presenta una textura rugosa, con una mayor
concentracion aparente de bifidos. En esta cara, la mayor parte de las bacterias, se
depositan en el fondo, lo cual es un comportamiento esperado, ya que estos
microorganismos son anaerobios y al estar sedimentados en la pelicula, se encuentran

en un ambiente anaerobio parcial, que favorece la viabilidad de las bacterias.

Figura 11. Microscopia Electrénica de Barrido de las peliculas comestibles con el ingrediente
probidtico Bifidobacterium lactis. Observacion del canto de la pelicula (corte transversal)

En la figura 11A, observamos un racimo de bifidobacterias en la seccion transversal
de la pelicula (canto), se distinguen bacilos expuestos y otros en el interior de la pelicula
(ver rectangulo, figura 11A), encontrandose dispuestas de varias maneras. En la imagen
11B, se observa la cara frontal de varios bifidos, donde el resto de su cuerpo se

encuentra embebido en el interior de la pelicula, por lo tanto, estamos viendo la cara
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transversal de la bacteria, es por esto que visualizan en formas redondeadas (ver

circulos, figura 11B).

7 Efecto de las peliculas formuladas sobre algunos biomarcadores como son la

supervivencia, la variacion de peso y la composicion cor poral del gorgojo de arroz.
7.1 Supervivencia

Una vez formuladas las peliculas comestibles a base de almidon de papa con y sin
el ingrediente probiotico, se procedio a evaluar el efecto que tienen estas dietas, junto a
los controles de calidad para el experimento, representados por el ayuno (control

negativo) y la arveja (control positivo).

En la figura 12 se muestra, la supervivencia de los gorgojos para cada una de las
dietas ensayadas durante 12 dias. La mayoria de los experimentos llevados a cabo con el
bioensayo, tienen una duracion de 8 dias, este tiempo es suficiente para que ocurran
cambios metabolicos en el animal, como una consecuencia del tipo de alimentacion
suministrada. Sin embargo, se extendio los dias de estudio, para ubicarlo dentro del
mismo tiempo de los experimentos de transferencia de las bifidobacterias al interior del

intestino del animal (ver mas adelante).
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Figura 12. Supervivencia del Stphilus oryzae alimentados con peliculas comestibles a base de
almiddn de papa con y sin Bifidobacterium lactis Bb12. PSB= Peliculas sin bifidos;

PCB= Peliculas con bifidos

Al observar la supervivencia de los insectos para cada dieta (figura 12) nos damos
cuenta que en el ayuno, la mortalidad se manifiesta a partir del sexto dia. En este
tiempo, la reserva de alimento contenida en el buche se agota (Carmona y col., 2001) y
comienzan los procesos de degradacion de metabolitos, que conlleva un ayuno
prolongado (Carmona y Gémez-Sotillo, 1997; Carmona y col., 1998). La supervivencia
para el dia 12 es de un 80%, sin embargo, los resultados reportados por Ortiz (2010),
muestran una elevada mortalidad para el mismo tiempo del bioensayo, obteniendo una
supervivencia del 9%. Probablemente la diferencias observadas se deban al peso del
animal, para nuestro ensayo se tomaron individuos adultos de 1,8 mg de peso
promedio. Esta elevada supervivencia, solo significa que los insectos pueden resistir a
la falta de alimentos y agua, por periodos prolongados. Esto es posible por el
almacenamiento de alimentos en el buche y por la utilizacion de la grasa y el glucégeno,
presentes en los cuerpos grasos, que constituyen un centro metabolico importante para
el animal, sobre todo en condiciones de estrés. (Terra, 2003).

La arveja representa un alimento con alta calidad nutricional, debido su elevado
contenido de nutrientes. No es tdxica para el animal, por lo cual se utiliza como un
alimento, en donde se mantienen a los insectos en el laboratorio satisfactoriamente
(Carmona y Gomez-Sotillo, 1997). Los insectos alimentados con dicha leguminosa,
presentan una supervivencia del 97% a los 12 dias de experimento (figura 12), esto
significa que el 3% de la poblacion muere y en valores absolutos, 1 de cada 30
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individuos muere. No obstante, la supervivencia observada para experimentos de 8 dias
es de 100% (Rojas, 2007), esta pequefia variacion de dicho pardmetro puede deberse al
estado fisiologico intrinseco de un individuo dentro de la poblacion, que no es posible

detectarlo al inicio del experimento cuando se pesan los animales.

En cuanto a las peliculas comestibles a base de almidon de papa, observamos que la
supervivencia disminuye a partir del segundo dia, manteniéndose estable hasta el final
del experimento, con una supervivencia de 93% (figura 12). Esta tendencia muestra que
las dietas a base de almiddn de papa no tienen un impacto deletéreo sobre los insectos si
lo comparamos con el ayuno (Rojas, 2007). Lo que permite inferir que esta dieta rica en
carbohidratos disponibles (Hernandez, 2006), es aprovechada por el insecto y sirve
como una buena fuente de energia para su mantenimiento, sin embargo, la presentacion
del alimento es importante para la ingesta del mismo. (Acciacaferri, 2001), ya que los
gorgojos del arroz estan adaptados a alimentarse del grano y lo aprovechan para
depositar sus huevos una vez que lo horadan. Probablemente cuando se les presenta la
pelicula comestible como alimento, pueden pasar por un periodo de adaptacion vy

dependiendo del individuo, pueden o no comerla.

En el caso de los insectos que estan consumiendo peliculas comestibles con el
ingrediente probiotico, observamos una supervivencia que es igual que el control
positivo (97%), este valor es mayor que el registrado para la pelicula sin bifidos. El
ingrediente probidtico tiene un efecto positivo sobre los gorgojos, que se puede ver bajo
dos puntos de vistas; de un lado, el hecho de incluir bifidos en las peliculas comestibles,
se puede considerar que el insecto estd consumiendo una mayor cantidad de biomasa,

como se discute mas adelante. Por otro lado, si estas bacterias son transferidas al tracto
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digestivo del insecto, podria estar repercutiendo en el aumento de la absorcion de los

nutrientes en el S oyzae, al igual que sucede en humanos. (Gibson y Wang, 1994).

7.2 Variacion de Peso

El peso corporal es un parametro, que permite evaluar el aprovechamiento de los
nutrientes de la dieta. Este se determind, relacionando el peso de las poblaciones
dividido entre los individuos que sobrevivieron a las diferentes dietas, con el peso al dia
cero para cada tratamiento, expresado en porcentaje (Carmona y col., 1998). La
variacion de peso fue registrada cada 48 horas hasta el final del experimento y se

encuentra representada en la figura 13.

En dicha figura, se observa que la mayor disminucion de peso se encuentra en los
gorgojos bajo la condicion de ayuno, mostrando una variacion de peso del 68% de su
peso inicial, ademas, el ayuno resulto ser estadisticamente diferente al resto de las dietas
(tabla 9). A pesar de que los insectos utilizan sus reservas, de trehalosa, glucogeno,
lipidos para el sustento de la vida, estas no son suficientes para impedir la disminucion

del peso corporal.

Variacién de Peso (%)

8 1

o 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)
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Figura 13. Variacion de peso del Stphilus oryzae alimentados con peliculas comestibles a base
de almiddn de papa con y sin Bifidobacterium lactis Bb12. PSB= Peliculas sin bifidos;
PCB= Peliculas con bifidos

Con respecto a la arveja (figura 13), se observo un aumento de peso de 3%, con
respecto a los valores iniciales. El incremento de peso reportado para experimentos de 8
dias varia entre un 3% - 10%, Galeno (2006), Lovera (2008), Rojas (2008) y para
experimentos de 12 dias de duracion Ortiz (2010), reporto valores de peso se ubican en
el rango antes mencionado. Asimismo, los resultados de supervivencia y variacion de
peso indican, que la ingesta de nutrientes proporcionados por la arveja, son utilizados
por los insectos para mantener las condiciones fisiologicas Optimas para el

funcionamiento del organismo.

En cuanto a las peliculas comestibles con y sin bifido, observamos en los insectos
una ganancia de peso mayor que el control positivo, llegando casi al 20% de aumento de
peso por individuo (figura 13). Asimismo, Rojas (2007) destaca que las peliculas
comestibles con y sin ingrediente probidtico, presentan un incremento de peso superior
al control positivo, sin embargo las diferencias entre estas dietas, no son significativas.
Por el contrario, en este trabajo si se encontrd diferencias significativas entre las

peliculas antes mencionadas y la arveja (tabla 9).

7.3 Variacion de la composicion corporal en Sitophilus oryzae alimentados con
peliculas comestibles con y sin Bifidobacterias lactis Bb12

La composicion corporal, representa el estudio del contenido de agua, grasa,
proteinas y carbohidratos, en el insecto. Estos parametros son utilizados para medir los
cambios fisioldgicos producidos en el organismo, que varian de acuerdo a los nutrientes
ingeridos por la dieta (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997). De hecho, ellos constituyen
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una medida indirecta del metabolismo (Carmona y col., 1998; Millan y Carmona,
2005), ya que, el alimento una vez ingerido, es atacado por la accion de enzimas
digestivas y los mondmeros conformacionales béasicos obtenidos, son absorbidos en el
intestino, siendo transportados por diferentes rutas metabdlicas. Dependiendo de las
condiciones fisioldgicas del animal, estos pueden utilizarse: para la obtencion de energia
0 para moléculas de reserva de energia, para el recambio tisular y para la formacién de
metabolitos.

La tablas 9 muestra los valores de obtenidos de los parametros medibles de la

composicion corporal con sus respectivas desviaciones estandar.

7.3.1 Contenido de agua cor poral

El agua corporal es un parametro que representa el 50% del peso del insecto
(Forbes, 1997). La pérdida de agua puede ser compensada de varias formas: por el
consumo de agua propiamente dicha, de la ingesta de alimentos y por la produccion de
agua metabdlica. Esta se produce cuando el oxigeno, aceptor final de la cadena
transportadora de electrones, comparte sus electrones con los hidrogeniones producidos
durante dicho proceso. (Lehningher, 2000).

En la figura 14, se muestra el contenido de agua corporal para las diferentes
dietas, en ella se puede observar que no hay diferencia significativa (tabla 9), entre el
agua corporal de los gorgojos que fueron alimentados con arveja (57,00% = 2,30) y los
gue se mantuvieron en ayuno (55,69% + 1,22). Por otro lado, también se observa un
incremento del agua corporal (9,75%), en los insectos que ingirieron peliculas
comestibles sin  bifidos. Este incremento del agua corporal es significativamente

diferente de todos los demas tratamientos (tabla 9).
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Figura 14. Porcentaje de agua corporal en gorgojos de arroz alimentados con diferentes
dietas. PSB: peliculas sin Bifidos; PCB: peliculas con Bifidobacterium lactis Bb12
Los insectos poseen un sistema osmorregulador del agua muy eficiente, debido a
que poseen 6rganos especializados como los Tubulos de Malpigi. (Klowden, 2007),
como 6rganos excretores, reabsorben agua y sales de la hemolinfa del insecto (Terra y
Ferreira, 2003). Los insectos que se encontraban en ayuno, provenian de arvejas verdes
partidas, quizas, la reserva de nutrientes que presentaban estos animales se tradujo en
agua corporal metabdlica de reserva, evitando la mortalidad de todos los individuos,
esto podria explicar el hecho de que no se haya encontrado diferencias significativas

entre las poblaciones de insectos sometidos a la condicion de ayuno y la arveja.

Por otro lado, el aumento de agua encontrado en los insectos alimentados con
peliculas comestibles sin bifidos, se corresponde, con el contenido de agua
proporcionada por la pelicula. Es probable que los espacios intramoleculares de las
peliculas sin bifido presenten mayor cantidad de agua, lo que significa un mayor
suministro de agua para los insectos, en cambio, en las peliculas con el suplemento
probidtico, dichos espacios estarian ocupados por las bifidobacterias, restandole el agua

a la pelicula.
76



7.3.2 Grasacorporal.

El contenido de grasa corporal es un biomarcador importante para el estudio de los
efectos producidos por el contenido de nutrientes de las dietas, particularmente en el
estudio de la biodisponibilidad de almidones nativos y modificados de apio y platano
(Galeno, 2006) y en larvas de Tribolium castaneum, donde se demuestra el efecto del

alcohol sobre la acrecion grasa. (Millan, 2005).

En la figura 15, se observa que los insectos en ayuno, disminuyeron el contenido
de lipidos en un 35% (3,90% + 0,69), con respecto a aquellos alimentados con arvejas
(6,08% + 0,50), esto es indicativo de la movilizacion de la grasa para mantener las
funciones vitales del gorgojo. Asimismo, estos dos tratamientos son estadisticamente

diferentes (tabla 9).

Para los gorgojos alimentados con las peliculas comestibles, hubo un aumento de
grasa de aproximadamente 50%, si lo comparamos con la poblacion del control positivo
(dietas arveja) (figura 15). Este incremento significativo de la grasa podria atribuirse a:
1) La gelatinizacion del almidon para la fabricacion de las peliculas, lo hace mas
biodisponible; 2) El glicerol contenido en la SFP. Por otra parte, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones de insectos alimentados
con peliculas comestibles con bifidos (10,78% + 1,18) y aquellas alimentadas con

peliculas sin bifido (11,45% + 2,90) (tabla 9).
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Figura 15. Porcentaje de grasa corporal en gorgojos de arroz alimentados con diferentes dietas.
PSB: peliculas sin Bifidos; PCB: peliculas con Bifidobacterium lactis Bb12

Rojas (2007) reportd para experimentos realizados en 8 dias, que los insectos
alimentados con peliculas con bifido mostraron un aumento en el contenido de grasa del
animal, mientras que, los insectos que consumian peliculas de almidén de papa
disminuian su contenido graso (21,1% * 1,07 PCB/ 20,2% * 2,36 PSB), encontrando
diferencias significativas entre los dos tratamientos. En nuestro trabajo, no existen
diferencias significativas entre los tratamientos antes mencionados, ademas, el
contenido de grasa de las peliculas ensayadas y en el tiempo de duracion del

experimento (12 dias) son diferentes, como se muestra en la figura 15.

7.3.3 Contenido de nitr égeno proteico.

Las proteinas de una dieta sirven como combustible metabolico, compensan las
pérdidas obligatorias de nitrégeno y suministran aminoacidos suficientes para que
ocurra la sintesis de proteinas corporales (Torun, 1989, citado por Carmona y col.,
2001). EI método maés asequible para determinar el contenido de proteinas corporales, es
medir el nitrégeno corporal y establecer una proporcionalidad entre esta medida y el

contenido de nitrogeno de las proteinas (Lopez y col., 2002).

La figura 16, muestra que en gorgojos bajo la condicion de ayuno, los valores de
nitrégeno protéico son mayores (1,11% + 0,06), que en las poblaciones de insectos

alimentados con arvejas (0,94% + 0,12) y estas dietas son estadisticamente diferentes
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(tabla 9). Analizando este resultado en conjunto con el obtenido para la grasa corporal,
se puede inferir que los insectos que sobreviven a los ayunos utilizan primero la grasa
corporal y preservan las proteinas, con lo cual aseguran el mantenimiento de las

funciones vitales para su supervivencia.

Por otra parte, el contenido de nitrgeno proteico en insectos alimentados con
peliculas comestibles con bifidos (0,82% + 0,17) es similar al contenido de nitrégeno de
los gorgojos que ingieren arvejas. Sin embargo, es menor al de los insectos alimentados
con peliculas comestibles sin bifidos (1,26% =+ 0,42), siendo este valor diferente

estadisticamente al de las peliculas con bifidos.

Carmona (1997), demostraron que los gorgojos alimentados con dietas aproteicas
cubren los requerimientos energéticos, mas no los proteicos. Asimismo, al no ser
utilizadas las proteinas corporales con fines energéticos, los carbohidratos de la dieta,

ejercen un efecto protector sobre dichas proteinas. (Millan y Carmona, 2005).
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Figura 16. Porcentaje de nitrégeno proteico en gorgojos de arroz alimentados con diferentes
dietas. PSB: peliculas sin Bifidos; PCB: peliculas con Bifidobacterium lactis Bb12
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Las peliculas comestibles estudiadas, son dietas donde existe un desbhalance de
nutrientes, una de ellas, esta constituida Unicamente por almiddén de papa, es decir, una
dieta aproteica, y la otra al contener bifidos, podria considerarse esencialmente proteica.
Esto se observa claramente, en experimentos de 8 dias de duracion, realizados con
peliculas comestibles de papa, donde el contenido de nitrogeno es mayor en las
peliculas con bifidos (Rojas, 2007). Sin embargo, cuando se realiza un experimento de
mas larga duracion no parece cumplirse lo anteriormente expuesto, probablemente por

la disminucion de la viabilidad que sufren los bifidos, en el tiempo que dura el ensayo.

Por Gltimo, el nitrégeno cuticular y la variable “otros” son parametros estudiados en
la composicion corporal. El nitrégeno cuticular es una estimacién del nitr6geno
proveniente de la quitina y/o proteinas que conforman el exoesqueleto del insecto. Este
no tiene significado metabolico per se, ya que, no se ve influenciado por la dieta si no
por la edad del animal. Es por esto que no se discute en este trabajo, sin embargo, los

valores se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Peso promedio y composicion corporal de los gorgojos alimentados con peliculas comestibles a base de almidon

Peso promedio

Dietas al dia 12 (mg) Agua (%) Grasa (%) NP (%) N C (%) Otros (%)

Ayuno 1,23 +0,09° 57,00+2,30°  3,90+0,69°  1,11+0,06*° 4,42 +0,45° 37,11 + 3,03

Arveja 2,42 +0,11° 55,69 +1,22°  6,08+0,50°  094+0,12°  3,44+0,07° 37,45 + 3,83*
PSB 2,18+0,10° 68,28 +4,60° 10,78+1,18°  126+0,42®  331+0,18" 20,79 +527*
PCB 2,12+0,12°  5853+1,59 11,45+290°" 0,82+0,17® 5,28 +0,05" 26,64 +2,13™

El peso promedio al inicio del ensayo (dia 0) fue de 1,88 + 0,13 mg para todas las dietas. Los valores representan X = DS (n = 4). PSB: peliculas

comestibles sin Bifidobacteriumlactis Bb12, PCB: pelicula comestible con Bifidobacterium lactis Bb12, NP: nitrégeno proteico, NC: nitrogeno

cuticular. Diferentes letras indicas diferencias significativas (p < 0,05). Anova de una via.
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Por otra parte, la variable “otros”, agrupa todos los parametros que no fueron
medidos (esqueletos carbonados de los compuestos, carbohidratos, cenizas y minerales).
Este parametro no fue discutido porque es variable entre las dietas estudiadas y no

aporta una informacion especifica, de los cambios producidos por la dieta (tabla 9).

8 Valoracion con la pelicula formulada con € ingrediente probidtico € contenido

de proteina como indicador del aporte de biomasa.

Para estimar la biomasa de bifidos presentes en las peliculas comestibles, se realizé
el analisis de proteina cruda, encontrandose 3,26% * 0,06 de proteina que para 2
gramos de peliculas con bifidos. Dicho resultado se aproxima al valor reportado por
Rojas (2007), de 3,5% para la misma pelicula. Este autor considera, que el elevado
contenido en proteinas proporcionado por las bacterias a la pelicula, es prometedor para

incluirlas en la fabricacion de diversos alimentos.

A la fecha existen pocos reportes en la literatura relativos a la adicién de
probidticos con el objeto de disefiar peliculas y coberturas comestibles funcionales. La
demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los Gltimos afios una
nueva linea de alimentos funcionales probidticos, productos alimenticios que, ademas
de su valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener el estado de salud general del
organismo Yy a la vez pueden tener un efecto benéfico adicional, terapéutico o preventivo
en el huésped. El uso de probidticos constituye un intento deliberado de modificar la
relacion con nuestro medio ambiente microbiano inmediato, de formas que beneficie la

salud humana. (Tapia, 2007).
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8.1 Viabilidad de Bifidobacterium lactis Bb12 mediante recuento microbioldgico en
las peliculas comestibles.

Para medir la viabilidad de las Bifidobacterium lactis Bb12 en las peliculas
comestibles a base de almidon de papa, se realizd un recuento bacteriano, expresado
como el logaritmo de la unidad formadora de colonia (UFC) por gramo de pelicula, en

funcion del tiempo.

Bifidos Log UFC/g
L= — L] L = w o ~d ==}

Bifidos Log UFC/g

Dias i 5 10 15
Dias

Figura 17. Viabilidad de las Bifidobacterium lactis Bb12 en la pelicula comestible a base de
almidén de papa. A: ensayo 1; B: ensayo 2

Podemos observar en la figura 17 A 'y 17 B, dos ensayos de viabilidad realizados.
Para ambos experimentos se partié de un inoculo de 10® bacterias/mL. El criterio que
se tomo para el contaje de los bifidos fue de 25 a 250 colonias por cada dilucion. El
recuento obtenido para el dia cero para los ensayos 1y 2 fue de 6,8 Log UFC/g y 6,95
Log UFC/g respectivamente. A medida que trascurre el tiempo la viabilidad de estas
bacterias fue disminuyendo paulatinamente hasta el dia 14, donde se encontraron

apenas, un centenar de colonias viables.

Rojas (2007) reporta que el titulo inicial (dia 0) para las bifidos incluidas en el
almidon de papa fue de 11,3 Log UFC/g y para el dia 8 no se encontraron bacterias

viables. Estos resultados difieren a los observados en el presente trabajo, donde el titulo
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inicial fue méas bajo y la viabilidad en el dia 8 fue 4,8 Log UFC (ensayol) y 4,47 Log
UFC (ensayo 2). Estas diferencias probablemente, se deban a la cantidad de
bifidobacterias utilizadas por Rojas (2007), efectivamente, este tomd 2% de bifidos para
fabricar las peliculas. Por lo cual podriamos inferir, que un sustrato pobre con una
elevada concentracion de bifidos, conduciria mas rapidamente a la mortalidad de las
mismas. Este hecho se evidencia, cuando la concentracion de los bifidos es de 1% y en
la pelicula son incluidos prebiéticos (inulina y oligofructosa), que son utilizados como
alimento por las bacterias. Esto trae como consecuencia que la viavilidad mejora en un
ciclo logaritmico, y las bifdobacterias se mantienen vivas en la pelicula durante 15 dias.

(Ortiz, 2010).

Con el fin de comprobar si nuestros resultados de viabilidad son iguales para
diferentes periodos de tiempo, se aplicé la prueba no paramétrica de Chi-cuadrado (X?).
El valor de X? fue de 0,999, para 7 grados de libertad y 95% de confianza. Como el
valor del estadistico de prueba estd muy por debajo de los grados de libertad, se acepta
la hipétesis nula; no existe diferencia significativa de la viabilidad de Bifidobacterium
lactis Bb12 entre los dos ensayos. Podemos concluir que la variable periodo de tiempo

no afecta la reproducibilidad de los mismos.

8.2 Transferencia de Bifidobacterium lactis Bb12 mediante recuento microbiol 6gico
en €l tracto digestivo del gorgojo dearroz

La trasferencia de bifidobacterias al intestino del gorgojo de arroz se realiz6 en
paralelo con la viabilidad de las bacterias, para garantizar el mismo contenido del
microorganismo en las peliculas. Para este experimento, se midié la concentracion de
bifidos que se transfieren de la pelicula comestible al intestino del Stophilus oryzae.

Ademas, 2 grupos de insectos fueron alimentados con peliculas con bifidos y con
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peliculas sin bifidos simultaneamente. Al cuarto dia se realizé un cambio de dieta, es
decir los que comian peliculas con el probiotico, se alimentaron con la pelicula sin
bifidos y viceversa (figura 18). El tiempo de 4 dias, fue elegido para el cambio de dieta

porgue en anteriores investigaciones se demostré que la maxima cantidad de bacterias

transferidas se encontraban en el rango de 3 - 5 dias. (Rojas, 2009; Ortiz, 2010).

Al igual que en los ensayos de viabilidad, la transferencia se realiz6 2 veces y se
encuentran representadas en la figura 18. Cuando el insecto consume peliculas con
bifidos al inicio del experimento (circulos llenos), vemos que la cantidad de bacterias

que son transferidas al tracto digestivo del gorgojo aumenta rapidamente en dos dias, y

se alcanza un platé a los 4 dias. Con el cambio de dieta (circulos vacios), se puede
observar que el titulo de bacterias que se encuentra en el intestino del animal disminuye

sustancialmente hasta el dia 14. Esto sugiere un efecto de lavado de las bifidos parecido

al que ocurre en humanos (figura 18B). (Gibson y Wang 1994).
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Figura 18. Transferencia de las Bifidobacterium lactis Bb12 de la pelicula comestible a base de
almidén de papa al tracto digestivo del gorgojo de arroz. Las flechas indican el cambio de dieta.
PSB= peliculas sin bifidos; PCB= peliculas con bifidos; A= experimento 1; B= experimento 2.
La dieta se intercambi¢ al dia 4.
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Por otro lado, la curva representada por cuadros (figura 18), simboliza a los
insectos que inicialmente comen la pelicula sin bifidos por 4 dias. Cuando se les cambid
la dieta a peliculas con bifido, se comienza a observar el incremento en el titulo de la
bacteria transferida al intestino de los gorgojos (cuadros llenos). Esta segunda
transferencia, para el dia 4, es aproximadamente igual a la de los gorgojos alimentados
inicialmente con peliculas con bifidos (3 Log UFC/g), en el dia 2, sin embargo, no se
alcanza los valores de transferencia del dia 4, para la misma pelicula. Esto podria
explicarse porque la viabilidad de los bifidos en las peliculas va disminuyendo a partir

del dia 6, de un ciclo cada 2 dias (figura 18).

Mediante la prueba de Chi-cuadrado se compararon los resultados de transferencia
de bifidos al tracto digestivo del gorgojo de arroz del ensayos 1y 2 (figura 18 Ay B),
ya sea, cuando comenzaron a alimentarse con peliculas con bifidos los primeros cuatro
dias y con pelicula sin bifido en el resto del experimento; como aquellos alimentados
con pelicula sin bifidos los primeros 4 dias y con bifidos el tiempo restante del ensayo.
En ambos casos el X? fue 0,999, para 7 grados de libertad y un 95% de confianza,
indicando que son similares estadisticamente. Al igual que para la viabilidad, esta
prueba se realizé con el fin de saber si el factor periodo de tiempo en la realizacion de

los ensayos afectaban el experimento.

Garcia y col. (2006) cultivaron el contenido del tracto intestinal de la Apis mellifera
(Hymenoptera) y del polen. De acuerdo a las caracteristicas macroscopicas,
microscopicas y las pruebas bioquimicas de utilizacion de sustratos, se identificaron
bacterias de los géneros Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus,
Klebsiella, Proteus, Yersinia y Arthrobacter. Los resultados obtenidos sugieren que el
contenido del tracto intestinal de las abejas recién nacidas muestra una baja diversidad
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de bacterias en relacion con las forrajeras, que sugiere un incremento a medida que la
abeja asume su papel de obrera. En cuanto al intestino de las abejas adultas y el polen
maduro, algunas de las bacterias aisladas (Pseudomonas, Streptococcus, Micrococcus)
son comunes para ambas muestras, sugiriendo que las abejas pueden ir adquiriendo su

microbiota normal por medio del alimento.

De acuerdo con varios autores (Guilliam, 1997; Jeyaprakash y col., 2003),
Lactobacillus se encuentra registrado como parte de la microbiota bacteriana de A.
mellifera. Esta bacteria se aisl6 de las muestras de polen joven, donde este
microorganismo participa en las primeras etapas de su fermentacion. La importancia de
la microbiota en este insecto, tiene que ver con el proceso de transformacion del polen

para hacer posible su digestion por parte de las abejas. (Guilliam, 1997).

Podemos concluir, que las peliculas comestibles actian como un vehiculo para
transferir las Bifidobacterium lactis Bb12 al tracto digestivo de los gorgojos de arroz,
asi como, las Lactobacillus se transfieren al tracto digestivo de las abejas mediante el

polen.

8.3 Experimento piloto

Los resultados antes mostrados de composicién corporal para un experimento de
12 dias con gorgojos alimentados con peliculas con o sin bifidos, nos dan una idea de
lo que ocurre con los parametros corporales, en un periodo de ingesta mas prolongado
que los experimentos habituales para dicho bioensayo. Sin embargo, dichos resultados
no pueden explicar lo que ocurre durante la transferencia. Para ello se realizé la

composicion corporal de insectos en el dia 0, a los 4 dias y a los 12 dias del experimento
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en paralelo con el ensayo 2 de la transferencia, siendo un valor agregado en el trabajo,

ya que se realizd una sola vez y no presenta desviacion estandar (figura 19 y figura 20).

Una manera de vislumbrar los cambios observados por algin tratamiento en
particular, es comparando los valores observados, con los valores basales del insecto
antes de comenzar el experimento o en el cambio de dieta. Los valores basales estan
representados por el dia 0, insectos alimentados con arveja y los valores obtenidos
cuando se cambid la dieta (dia 4), gorgojos alimentados con pelicula bifidos (figura 19)

o sin bifidobacteria (figura 20).
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Figura 19. Variacion porcentual de la composicion corporal en gorgojos alimentados con
peliculas con bifidos (PCB) y con peliculas sin bifidos (PSB). NC= Nitrégeno cuticular; NP=
Nitrégeno proteico. La linea cero, representa los niveles basales de los parametros corporales, al
dia 0 o los niveles basales de los gorgojos alimentados con PCB,al dia 4.

En la figura 19, podemos observar el efecto sobre la composicion corporal de los
insectos alimentados con la pelicula con bifido. De hecho, observamos que el cambio
porcentual de grasa (74%) y de nitrégeno proteico (2 6%) incrementan con respecto a
los valores basales de los gorgojos alimentados con arveja. Sin embargo, el contenido

de agua disminuye en un 3%. Por otra parte, cuando se comparan los valores basales
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alcanzados por los parametros corporales a los 4 dias (peliculas con bifidos), con
aquellos valores obtenidos para 7 dias de alimentacion con pelicula base (dia 12 del
experimento), observamos que tanto para la grasa, como para el nitrogeno proteico se
produce un aumento del 6%. El agua y el nitrégeno cuticular presentan valores similares
a los basales. De acuerdo a lo antes descrito, los cambios mas importantes
cuantitativamente, ocurren cuando se pasa de una dieta de arvejas a una con pelicula

con bifidos.

4 40 | F40 4
° ., F E =
© o . E ©
o 30 F S0 o
S5 5| 0 8%
%g 20 :—20 %g
) L F o ©
= O 10 F F10 - n
TN P
SN\ F0 o2
c [ o ]
22 0 f 0 2 E
82 L N g
S© 20 F 20 2o
%) C o © o
Q.g‘ F F Q.a
S 9o 30 =30 c o
= D - E ° 5
g o - u g o
= (@)} -40 | :‘40 =
3 X o 3
> 50 C Leg 2

PSB Dia4 PCB Dia 12

Tratamientos
vz NC [INP [ 1Grasa I Agua

Figura 20. Variacion porcentual de la composicidn corporal en gorgojos alimentados con
peliculas sin bifidos (PSB) y con peliculas con bifidos (PSB). NC= Nitrégeno Cuticular; NP=
Nitrégeno Proteico. La linea cero, representa los niveles basales de los parametros corporales

del dia 0 o los niveles basales de los gorgojos alimentados con PSB al dia 4.

Ahora bien, cuando los gorgojos ingieren pelicula sin bifido por 4 dias y se
compara con los valores basales en el dia 0, observamos en la figura 20, que hay una
pérdida de agua de 44% y una disminucion de la grasa de un 20%. En contraste, los

valores basales de nitrogeno proteico se mantienen, esto es un claro ejemplo del efecto

89



protector que tiene los carbohidratos de la dieta sobre el nitrégeno corporal. Cuando se
alimentaron a los insectos con peliculas con bifidos todos los valores de nitrégeno
proteico, agua, grasa aumentan. Para este experimento los cambios son notorios en las
dos dietas suministradas (sin bifidos y con bifidos) y pone en evidencia que la
alimentacion con bifidobacterias produce cambios en los pardmetros corporales en los
insectos. Sin embargo, lo que todavia no se puede saber, si estos cambios son
producidos, por la biomasa ingerida o por algiin cambio de tipo fisiol6gico inducido por
esta bacteria. Para ello, se deberia hacer un ensayo donde se alimenten los insectos con
peliculas que contenga bacterias no viables, de manera de demostrar si los cambios

producidos, se deben a la biomasa ingerida.

9 Microscopia Electronica de Transmision dd tracto digestivo del S. orizae parala
observacion de las Bifidobacterium lactis Bb12 transferidas mediante la pelicula
comestible

Existen diferentes técnicas para comprobar la presencia de microorganismos en el
canal alimentario de los insectos, una de ellas, es la identificaciébn microbioldgica de la
microbiota presente, mediante técnicas de extraccion del intestino de los insectos, en
donde se puede realizar su cultivo y verificar la presencia de las bacterias mediante el
conteo de las colonias. Otra de las técnicas utilizadas, es la Microscopia Electronica de
Transmisién (MET), que ha sido exitosa para la identificacion de endosimbiontes

presentes en intestino de hormigas (Caetano, 2009).

En nuestro trabajo, se logré la extraccion del tracto digestivo de Sitophilus oryzae,
ademas de la metodologia completa de la MET, hasta la inclusion por separado del
intestino anterior, medio y posterior en resina epon, pudiendo realizar cortes gruesos de

cada region del intestino y asi, observar la integridad del tejido, obteniendo fotografias
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bajo microscopio de luz, a un aumento de inmersion de 1000X. En estos se pudieron

evidenciar las diferentes estructuras que caracterizan el intestino del animal.

La MET fue aplicada para identificar las bifidobacterias que se transferieron al
intestino del gorgojo y para ubicar las bacterias caracterizadas en el tracto digestivo. Sin
embargo, cuando se realizaron los cortes finos de las muestras y fueron observadas bajo
el microscopio electronico, no se obtuvieron imagenes en donde se apreciaran bien
dichas estructuras, debido a la falta de contraste de la muestra. No obstante, en las
fotografias tomadas bajo el microscopio de luz, de cortes transversales del intestino
medio, se pueden evidenciar las estructuras caracteristicas de cada uno de los intestinos

(figura 21, figura 22 y figura 23).

En la figura 21, observamos diferentes estructuras de un corte transversal del
intestino medio de S. oryzae, lo que se define claramente en la fotografia es la presencia
del alimento disgregado, probablemente por la actividad de las enzimas digestivas. Este
alimento se encuentra cerca del glucocalix, que es una regién que circunda las
microvellocidades, donde se encuentran asociadas enzimas digestivas como
glicopeptidasas, lipasas y trehalasa. Por otra parte, en dicho alimento se encuentran
algunas bifidobacteria, con su forma caracteristica (figura 22, circulo).  Ademas
también podremos observar, la presencia de células regenerativas a lo largo de todo el
epitelio, gotas de grasas y el ciego gastrico. En la region cercana al ciego gastrico
(figura 22, ovalo grande), se observa la presencia de bastones o bacilos que se perciben
de un color azul mas oscuro que el resto. Aunque la resolucion de la fotografia no
brinda un mejor detalle, se puede considerar la presencia de los bifidos en el intestino

del Stophilus oryzae.
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Figura 21. Intestino medio del Sitophilus oryzae; Mi; microvellosidades, L; lumen intestinal, A; alimento, CR; células regenerativas Gg; gotas de grasa; CG;
ciego gastrico, E; epitelio; ML; masculo longitudinal
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Figura 22. Parte del intestino medio del Stophilus oryzae; Mi; microvellosidades, L; lumen intestinal, CG; ciego gastrico, lo que esta encerrado en circulos es
parte del alimento disgregado por enzimas.
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Por otro lado, tenemos imagenes de los ciegos gastricos del gorgojo de arroz
figura 23, en donde se presume la existencia de diversos microorganismos, encerrados
en bacteriomas, definiendo este término, como el espacio en donde pueden encontrarse
grandes concentraciones de bacterias. Esta suposicion se llega por comparaciones con la

investigacion de Caetano (2009).
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Figura 23. A. Ciego gastrico del intestino medio de Stophilus oryzae, con presuntos
bacteriomas que contienen bacilos, cocos y otros microorganismos. B. Micrografias del
intestino medio hormigas en donde se presentan concentraciones de microorganismos.Tomado
de Caetano (2009)

A pesar de que estamos comparando dos taxones diferentes (coledpteros e
hymenopteros), la similitud es apreciable, en cuanto a los posibles microorganismos
reportados por Caetano (2009) y los que se pudieron hallar en nuestra investigacion.
Ademas, los microorganismos identificadas por microbiologia, previo a las pelicula

comestibles con bifido, eran cocos y en la figura 23, se pueden observar cocos que
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forman parte de las bacterias facultativas de estos insectos y bacilos que inferimos son

Bifidobacterium lactis Bb12.

Aunque no se pudieron obtener las micrografias del tracto digestivo con la MET,
los cortes gruesos observados en el microscopio de luz, dan una primera imagen del
intestino medio y sus estructuras, ademas de una primera aproximaciéon de donde se
internaliza el alimento y de la posible ubicacion de los microorganismos, ya que, a
medida que evoluciond esta investigacion, diversos autores indicaban que la microbiota
de los insectos se encontraba en mayor concentracion en el intestino posterior, no
obstante, para el Stophilus orizae, aparentemente los microorganismos se observaron
en el intestino medio y encerrados en bacteriomas. Esto demuestra la diversidad

estructural, existente en el reino animal y dentro de un mismo orden de clasificacion.
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10 Conclusiones

En el tracto digestivo del gorgojo de arroz, se identificaron tres cepas bacterianas
anaerobias facultativas, Aerococcus viridans, Saphylococcus chromogenes y
Saphyilococcus sp. Estas podrian considerarse como parte de la microbiota

habitual del intestino del insecto.

En los granos de arvejas se identificaron dos microorganismos, Staphylococcus
sp y Acinetobacter Iwoffii, estas bacterias son anaerobias facultativas.

El grano de arveja sirve como vehiculo para la transferencia del Staphylococcus
Sp, ya que este microorganismo se encontré tanto en el tracto digestivo del
insecto, como en esta leguminosa. Demostrandose que se pueden incorporar

bacterias al interior del intestino, contenidas en el alimento.

El valor de pH registrado en las solucion formadora de pelicula con
Bifidobacterium lactis Bb12 fue de 5,19, lo que permitié la supervivencia y

viabilidad del suplemento probidtico dentro de la pelicula.

Se formularon satisfactoriamente peliculas comestibles a base de almidon de
papa y a través de la técnica de microscopia de barrido, se comprobo la

integridad de la pelicula y la presencia del suplemento probidtico.

Los gorgojos alimentados con peliculas comestibles con bifidos durante 12 dias,
presentaron una supervivencia similar a los gorgojos alimentados con arvejas
(control positivo), al igual que los insectos alimentados con peliculas a base de
almidon sin bifidos y no presentaron diferencias significativas con respecto a la
dieta control.

La variacion de peso registrada para los gorgojos alimentados con peliculas
comestibles con y sin bifidos fueron similares, aumentando el peso de los
insectos hasta casi un 20% de su peso inicial, presentando diferencias

significativas en cuanto a los gorgojos que se alimentaron con arvejas.

El mayor contenido de agua corporal, se obtuvo en gorgojos que fueron
alimentados con peliculas comestibles sin bifidos, sugiriendo que este film, al no
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estar presentes los bifidos, la pelicula contiene mayor cantidad de agua que los

insectos pueden utilizar.

La ingesta de carbohidratos complejos, ocasioné un aumento en las reservas de
grasa, en gorgojos alimentados con peliculas con y sin bifidos. Este efecto
pareciera verse incrementado por el glicerol, presente en la solucién formadora

de peliculas.

El contenido de proteina como indicador de biomasa en peliculas comestibles con
el suplemento probidtico es de 3,5%, considerandose un valor de proteina alto

que es aportado a los gorgojos cuando se alimentan con esta dieta.

La viabilidad de las Bifidobacterium lactis Bb12 en peliculas comestibles a base
de almiddén de papa, fue de 14 dias. Esta no se ve afectado en el tiempo del
experimento siempre y cuando el ensayo se realice bajo las mismas condiciones

de esterilidad y se siga la metodologia indicada.

La transferencia de Bifidobacterium lactis Bb12 al tracto digestivo del Stophilus
oryzae, ocurre independientemente de la dieta inicial (arveja o pelicula sin
bifidos) que ingieren los gorgojos, demostrandose asi que las peliculas

comestibles actian como un vehiculo de transferencia de microorganismos.

El contenido de bifidos en el interior del tracto digestivo de los insectos se
mantiene mientras el insecto lo ingiere en la dieta, esto es similar a lo que ocurre

en seres humanos.

La composicion corporal durante la transferencia indica que las bifidobacterias
promueven un aumento del contenido de grasa y nitrégeno proteico cuando los
gorgojos inicialmente se alimentan con arvejas o con peliculas sin bifidos. Lo
que podria deberse a la biomasa proporcionada por los bifidos o por cambios

inducidos en la fisiologia del intestino.

Los cortes gruesos observados bajo microscopia Optica, demuestran la presencia
de Bifidobacterium lactis Bb12, en el intestino medio del Stophilus oryzae, lo

que comprueban su transferencia.
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