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RESUMEN

Los retofios de soya y alfalfa crudos, tradicionalmente utilizados en la cocina oriental,
reportan un aumento en su consumo en las Gltimas décadas, como resultado de presentar altos
valores nutricionales. Se ha determinado que las condiciones ideales para el crecimiento
microbiano de los retofios son las mismas para los patdgenos pudiendo llegar a concentraciones
de hasta 5-6 log UFC/g. Los retofios de alfalfa y soya son reconocidos como los causantes de una

gran cantidad de brotes registrados de enfermedades transmitidas por alimentos.

Hasta la fecha, no se conoce ningun tratamiento fisico, quimico o bioldgico considerado
efectivo en la disminucion de estos microorganismos patdgenos o que haya reducido a niveles
inocuos la carga microbiana sin haber afectado las caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas del
producto. La contaminacion con estos microorganismos se da desde la semilla, esto se ha
relacionado con el uso de aguas contaminadas, malos manejos de compostaje, cercania de las
granjas al area de cultivo, cosechas en condiciones insalubres y mala higiene tanto de la maquinaria

como del personal de trabajo, entre otros.

Por ello, el presente estudio busca determinar el efecto del tratamiento de la semilla con
cepas de probidticos para determinar si estos logran llevar a concentraciones inocuas la carga
microbiana del alimento sin afectar su rendimiento de germinacion. Para lograr llevar a cabo lo
antes mencionado, se obtuvieron semillas de alfalfa y soya, las cuales fueron inoculadas con
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 para su posterior tratamiento quimico y luego con las cepas

seleccionadas de probidticos.

Se determind que las cepas de probi6ticos a utilizar fueron la Lactobacillus plantarum
ATCC 8014, Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y una combinacién de ellas las cuales
presentaron los mas elevados en cuanto a inhibicidn in vitro segun los resultados obtenidos en las
pruebas de spot-test y difusion. Por otro lado, se determind que el método no fue efectivo en cuanto
a la reduccion de Salmonella abaetetuba ATCC 35640 ya que no se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre el grupo control y las semillas tratadas con alguno de los probidticos

en diferentes tiempos.



Por ultimo, en cuanto a porcentaje de germinacion, se observé que se presentd una
reduccion moderada en la tasa de germinacion la cual pudo estar relacionada a diversos factores
tales como la salinidad, temperatura, pH y presencia de hongos. Pudiendo concluir que el método

estudiado no fue efectivo en cuanto a la reduccion se Salmonella abaetetuba ATCC 35640.

Xi



I.  INTRODUCCION

El consumo de la alfalfa y la soya se encuentra en aumento debido a su popularidad por ser
utilizados como un componente de las ensaladas. Generalmente, los retofios de alfalfa y soya, son
muy utilizados en la cocina oriental, pero con el paso de los afios, la compra y consumo de estos
se ha expandido alrededor del mundo. El aumento en el consumo de los retofios se debe a sus altos
valores nutricionales, ya que estos durante su germinacion incrementan la biodisponibilidad

bioldgica de las proteinas, aminoacidos esenciales, vitaminas, carbohidratos y minerales.

El problema causado por el consumo de estos retofios ha prevalecido durante el paso de los
afios, esta situacion ha sido relacionada a las altas cargas microbianas presentes en los retofios
utilizados para el consumo y se presenta en paises alrededor de todo el mundo. Segun el CDC, en
un lapso de 18 afios se han relacionado méas de 20 brotes de Salmonella sp. y Escherichia coli
0157:H7 relacionados al consumo de retofios de alfalfa y soya inicamente en los Estados Unidos,
esto se debe al alto nivel de patdgenos presentes en los retofios el cual esta relacionado al proceso

de germinacion ya que presenta condiciones favorables para su crecimiento.

Para el control de estos patdgenos en este tipo de productos, se ha llevado a cabo una serie
de investigaciones en las cuales las semillas son tratadas por medio de métodos fisicos, quimicos,
bioldgicos y sus respectivas combinaciones. El uso de compuestos quimicos tales como el cloro,
ha sido el tratamiento recomendado por el FDA, debido a que es el método mas efectivo y
reproducible en cuanto a la aplicacién, no obstante, debe de ser combinado con otros métodos, ya

que no es del todo efectivo.

Hasta la fecha, se han identificado un reducido nimero de tratamientos los cuales han
logrado disminuir la carga microbiana hasta 6 log UFC/g, desafortunadamente, los métodos que
obtienen mejores resultados también reducen en gran manera el rendimiento alcanzado en los
retofios en cuanto a una aplicacion comercial. Hasta la fecha, no se ha determinado un tratamiento
efectivo para la reduccion de microorganismos patogenos a niveles inocuos en los retofios, por lo
que se ha dado la necesidad del desarrollo de nuevos métodos de desinfeccion, principalmente
utilizando fuentes de origen natural. La alternativa mas popular hoy en dia es la utilizacion de un

método por medio del uso de antagonistas microbianos o de sus metabolitos secundarios.






Il. OBJETIVOS
A. GENERALES

- Determinar la efectividad de disminucion en la carga de Salmonella abaetetuba
ATCC 35640 en retofios de soya y alfalfa por medio de la utilizacion de cuatro cepas
de probidticos.

B. ESPECIFICOS

- Determinar el impacto del tratamiento con probidticos en el porcentaje de
germinacion en las semillas de soya y alfalfa.

- Elaborar un procedimiento de preparacion de una solucién de probidticos para su
uso como protector de semillas en la produccion de retofios.

- Evaluar la eficiencia de probidticos como método secundario luego de una
desinfeccion quimica para reducir la cantidad de Salmonella abaetetuba ATCC
35640 a niveles inocuos.

- Determinar qué cepa de probidticos posee una mayor tasa de disminucion de carga
microbiana de Salmonella abaetetuba ATCC 35640 en los retofios de soya y alfalfa.






l1l. JUSTIFICACION

El consumo de retofios de soya y alfalfa crudos es conocido a nivel mundial,
tradicionalmente utilizado para la comida oriental, con el paso de los afios el consumo ha ido
aumentando, llegando en su mayoria hasta los paises europeos y Estados Unidos. Una de las
razones que explica el aumento en el consumo es resultado de que estos presentan altos valores en
sus propiedades nutricionales. Baker, (2016) menciona que entre las caracteristicas principales de
la soyay la alfalfa se encuentra que proveen proteina cruda y son una excelente fuente de vitaminas

y minerales.

Segun el estudio realizado por Hudaa, H. (2010) los retofios son considerados por los
consumidores como un alimento saludable con diversas propiedades medicinales. En este estudio
también se destaca las propiedades antioxidantes y anticancerigenas, entre otras. Debido a esto,

este tipo de alimento con el paso de los afios se ha vuelto un producto de facil acceso.

Entre las condiciones Optimas de su cultivo para ambos tipos de retofio se manejan
temperaturas, humedades y propiedades nutricionales éptimas por un tiempo de aproximadamente
4 a 7 dias. Estas condiciones son ideales para el crecimiento microbiano de estos patdgeno
pudiendo llegar a concentraciones de hasta 5-6 log UFC/g iniciando desde concentraciones

menores a 1 log UFC/g durante el proceso de germinacion (Chang, et al, 2010).

Entre la familia de las Fabaceae, los retofios de alfalfa y soya son reconocidos como los
causantes de la mayor cantidad de brotes registrados de enfermedades transmitidas por alimentos.
Estudios realizados por Chang, et al, (2010) han abordado el tema de la disminucién de carga
microbiana especificamente de Salmonella. debido a que es de los microorganismos mas

frecuentes en los casos de ETA"s a nivel mundial.

Hasta la fecha, no se conoce ningun tratamiento quimico o biolégico considerado efectivo
en la disminucion de estos microorganismos patdgenos o que haya reducido a niveles inocuos la
carga microbiana sin haber afectado las caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas del producto.
Segun el FDA el tratamiento més efectivo para la disminucion del riesgo de contraer una ETA es
la sanitizacion de las semillas utilizando una solucion de 20,000 ppm de cloro libre proveniente de
hipoclorito de calcio por un tiempo de 15 minutos, pero en la mayoria de los casos, no asegura

llegar a concentraciones inocuas. (Chang, et al, 2010).
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La contaminacion con estos microorganismos se da desde la semilla segun diversos
estudios, esto se ha relacionado a el uso de aguas contaminadas, malos manejos de compostaje,
cercania de las granjas al &rea de cultivo, cosechas en condiciones insalubres y mala higiene tanto
de la maquinaria como del personal de trabajo, entre otros. Esta razén ha llamado la atencién del
FDA la cual optd por lanzar en el 2011 un manual para estandarizar el crecimiento, cosecha y

empaque para todo tipo de retofios designados para el consumo humano. (Mohammad, et al,2019)

Debido a lo anteriormente mencionado, se busca determinar el efecto del tratamiento de la
semilla por medio de varias cepas de probidticos para determinar si estos logran llevar a
concentraciones inocuas la carga microbiana del alimento. Este tipo de tratamiento podria ser una
alternativa a los métodos tradicionales ya conocidos de los cuales no se han obtenido resultados

efectivos para la reduccion de la carga microbiana.



IV. MARCO TEORICO

A. SOYA'Y ALFALFA

La alfalfa (Medicago sativa) y la soya (Phaseolus aureus), son considerados como los
forrajes mas importantes alrededor del mundo. Son de los cuatro cultivos méas producidos en los
Estados Unidos por detras del maiz y el trigo, siendo de mayor predominancia el cultivo de la soya
ante el cultivo de la alfalfa (Fu, et al, 2014). En general los retofios se han caracterizado por poseer
un tallo o hipocétilo de color blanco con pequefias hoja o cotiledones de color verde obscuro
inmaduros los cuales podrian emerger en pares o impares con respecto al tipo de retofio (DeEll,
2014).

Los retofios son seleccionados dependiendo de sus caracteristicas de calidad, ya sea por
tamafio (raiz corta y brotes largos) o caracteristicas sensoriales. Su cosecha es realizada
aproximadamente a los 6 o 7 dias luego de la germinacién de las semillas al alcanzar una longitud
maxima entre 3.8 y 5 centimetros. Siendo el rendimiento obtenido de aproximadamente 5 veces el
peso de la semilla previo a su germinacion (Baker, 2016). Generalmente los retofios germinados
aportan textura en algunos alimentos dependiendo con qué son combinados, por lo que

generalmente son ingeridos de manera cruda.

B. PROCESO DE GERMINACION DE LOS RETONOS

La germinacién mejora la calidad nutricional de las semillas de alfalfa y soya debido a que
permite que los lipidos, hidratos de carbono y proteinas de almacenamiento se descompongan en
nutrientes mas simples mejorando su digestibilidad. Segun Salazar (2017) la germinacion es el
proceso en el cual la semilla seca comienza por la absorcién de agua y termina presentando una
elongacion del eje embrionario, concluyendo asi cuando la radicula penetra y atraviesa las

estructuras que rodean al embrién dando como resultado una “germinacion visible”.

Para que todo el proceso de germinacion pueda llevarse a cabo son necesarios factores
externos tales como la humedad, el oxigeno y una temperatura adecuada para los procesos

metabolicos que se llevan a cabo en el interior de la semilla. Entre los factores mencionados con



anterioridad, se ha observado que la temperatura de germinacion influye sobre las enzimas que
regulan la velocidad de las reacciones bioquimicas que suceden en la semilla luego de la fase de
imbibicion. Generalmente, la mayoria de las semillas requieren para su germinacion un medio

suficientemente aireado que permita una adecuada disponibilidad de oxigeno (Nieto, 2005).
Salazar (2017) divide el proceso de germinacién en tres fases:
1. Imbibicion

La fase de imbibicion es aquella en la cual se da la absorcion de la cantidad de agua
necesaria para la rehidratacion de los tejidos que forman parte de la semilla, proteinas y organelos
celulares. Es necesaria para que comiencen las reacciones hidroliticas y asi la semilla pueda
recuperar la actividad metabdlica. Esta absorcidon de agua se debe a un diferencial de potencial

hidrico entre la semillay el medio al cual esta expuesto, la permeabilidad se va regulando a medida

que las semillas se hinchan.

2. Activacion del metabolismo

Durante la activacién del metabolismo, el acido gliberélico activa el ADN de las células de
la aleurona, las cuales son las encargadas de producir amilasa. Durante la activacion del
metabolismo ocurre la sintesis de &cidos nucleicos y proteinas. Por otro lado, también se
incrementa la actividad enzimatica y la degradacion inicial de las reservas de acidos grasos y el
almidon, siendo éstos transformados en carbohidratos. Los carbohidratos transformados son
trasladados hacia el embrion en donde seran utilizados para la ltima fase en la germinacion del

almidon.

3. Emergencia de la radicula

Esta fase da como concluido el proceso de germinacion, dando como resultado la
emergencia de la radicula. La madurez del retofio es determinada por medio de la longitud
alcanzada, luego de la aparicién de la raiz, estudios han establecido un valor entre 26 y 38 mm de
longitud. (Flores, 2013)

La calidad nutricional de las semillas de alfalfa y soya luego de llevarse a cabo el proceso
de germinacion aumenta debido a que los lipidos, carbohidratos y proteinas de almacenamiento en
el interior de la semilla se descomponen en nutrientes mas simples y facilmente digeribles. Por
otro lado, los factores anti nutricionales disminuyen o pueden llegar a desaparecer durante este

proceso.



(Flores, 2013)

C. PERFILES NUTRICIONALES

La alfalfa, al igual que la soya contiene altos perfiles nutricionales los cuales van desde
un alto rendimiento de materia seca, alto contenido proteico, posee una muy buena palatabilidad
y presenta también un alto contenido de vitaminas y minerales. Esto esta relacionado por Marton,
et al. (2010) a que los retofios son cosechados y consumidos a los pocos dias de su germinacion,
por ello, muchos de los factores nutricionales ain no han sido utilizados en la maduracion de la
planta misma. Debido a esto, la alfalfa y la soya no solo son de los alimentos mas utilizados en la
alimentacion de los rumiantes sino también son muy utilizados en la gastronomia humana
alrededor del mundo. (Baker, 2016)

1. Proteinas

Los retofios de soya Yy alfalfa han sido reconocidos debido a su contenido y calidad de
proteina, esto se debe a que, durante el proceso de germinacion, las largas cadenas que conforman
proteinas se descomponen, dando lugar a grandes cantidades de distintos aminoacidos esenciales
(Cervantes, 2013). Entre los aminoacidos esenciales que estos retofios poseen se pueden enumerar
la histidina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano y valina. A pesar
de que los niveles de lisina presentes son relativamente elevados, es recomendable combinar la
proteina de estos retofios con algin grano para complementar la falta de metionina y cisteina
(Solano, 2012). Por lo tanto, la alfalfa y la soya poseen uno de los mayores valores en cuanto a la
digestibilidad de proteinas mas elevadas comparadas con cualquier otro tipo de retofio, haciéndolas

atractivas para el consumidor (Pospisil, 2012).

2. Carbohidratos

Segun Maxwell (2011) la mayor parte de los carbohidratos presentes en los retofios son
polisacaridos insolubles, este tipo de carbohidratos abarca la pectina, la celulosa, la hemicelulosa
y el almiddn. Por otro lado, también posee una fraccion la cual esta abarcada por los carbohidratos

solubles, estos incluyen la sucosa, la rafinosa y la estaquiosa.

3. Lipidos
Los lipidos al igual que las proteinas son degradados durante el proceso de germinacion,

dando lugar a la presencia de acidos grasos libres. Se ha establecido que la mayor proporcién de



lipidos en los retofios la ocupan los acidos grasos saturados, teniendo la presencia de &cido
palmitico y &cido esteérico, mientras que los acidos grasos insaturados se presentan en menores
proporciones y los componen el acido oleico, el linoleico y el linolénico, siendo preferible una

mayor concentracion de acido oleico que de acido linolénico (Maxwell, 2011).

4. Vitaminas y minerales

Entre las vitaminas identificadas como parte de la composicion de los retofios de alfalfa se
encuentran las vitaminas del complejo B (B1, B2, B6, B12, Niacina, acido pantoténico, Inositol,
Biotina y acido folico). Segun Milagros, et al. (2019) el contenido presente de este complejo ha
presentado beneficios para el buen mantenimiento del sistema circulatorio y nervioso, para la
reduccion del colesterol y triglicéridos, son fundamentales para el crecimiento y desarrollo del
sistema nervioso, ayuda a la formacion de glébulos rojos en la sangre, entre otros. (Pospisil, 2012).
También se ha demostrado que durante el proceso de germinacion hay un incremento del contenido
de vitamina C la cual se ha relacionado con el mejoramiento del sistema inmune, y mejoramiento
de la absorcion de nutrientes esenciales en el cuerpo. Las vitaminas que se encuentran en menores
cantidades son la vitamina D, E y K las cuales presentan beneficios como ayudar en la coagulacion

de la sangre, y el mantenimiento de los huesos durante el paso de los afios. (Milagros, 2019).

Se ha determinado que el mineral caracteristico de los retofios de alfalfa y soya es el hierro,
seguido por fésforo, calcio, potasio, sodio, cloro, sulfuro, magnesio, cobre, manganeso, cobalto,
boro y molibdeno los cuales se presentan en menores concentraciones. Gracias a la presencia de
estos minerales, se ha demostrado que los retofios juegan un papel muy importante en el
funcionamiento de las terminaciones nerviosas. Por otro lado, debido a que los retofios representan
una buena fuente de hierro, estos se han comenzado a utilizar para tratamientos en personas
anémicas. (Mejia, 2019) (Milagros, 2019)

D. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

El consumo de los retofios de alfalfa y soya no solo ha aumentado por sus propiedades
nutricionales, sino que también ha aumentado por sus propiedades farmacoldgicas (Karimi, et al,
2013). Diversos estudios han demostrado la capacidad de los retofios de alfalfa y soya de actuar

principalmente como un antiinflamatorio, antimicrobiano, anticancerigeno y principalmente
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antioxidantes (Rathee et al., 2009). Estos efectos nutracéuticos determinados se han relacionado a
la presencia de tanto compuestos fendlicos como flavonoides los cuales actian como atrapadores

de radicales libres 0 como compuestos quelantes con los metales. (Oskoueian et al., 2011b).

Por otro lado, entre otros de los componentes presentes en los retofios, se determind que
estos poseen alcaloides, fitoestrdgenos, cumarinas, enzimas digestivas, terpenos, saponinas y
fitoesteroles (Karim, et al, 2013). Presentando propiedades para la disminucion de absorcion de
colesterol, disminucion de placas arterioescleroticas en las arterias, ayuda a pacientes con diabetes,
tiene propiedades antitumorales contra ciertos tipos de leucemia (Oskoueian et al., 2011b). Debido
a la presencia de fitoestrégenos, también es muy utilizado en Asia para el tratamiento de mujeres
menopausicas (Fletcher, 2016).

E. FUENTES DE CONTAMINACION DE LOS RETONOS

Los retofios de alfalfa y soya se caracterizan por contener altas concentraciones de
microorganismos patégenos al momento de ser consumidos, Y los estudios realizados
recientemente se han enfocado en su mayoria, en el tratamiento de las semillas previo a su
germinacion, esto se debe a que, durante el proceso de germinacién, las condiciones son éptimas
para el crecimiento de los patogenos los cuales se multiplican hasta llegar a concentraciones muy
elevadas dificiles de controlar (Bari, 2009). Barri, et al., (2011) ha establecido posibles tres puntos
en el proceso durante la manipulacion de las semillas hasta su consumo en donde estas pueden ser
contaminadas. Estas se identificaron como la produccién de la semilla, durante el proceso de

germinacién y durante la distribucion.

Durante la produccion de las semillas y durante el proceso de germinacion algunas de las
fuentes de contaminacion identificadas incluyen el agua de riego utilizada, la presencia de
animales cerca del area en donde las semillas se encuentran, contaminacion causada por animales
salvajes y la falta de higiene por parte de los trabajadores los cuales tienen contacto directo con las
semillas (Bari, et al, 2011). Por otro lado, la contaminacién durante el transporte y almacenamiento

puede ser causada por la presencia de roedores u otros animales.

Otro de los casos mas comunes es la contaminacion durante el procesamiento de los retofios

son procedimientos operacionales estandares de sanitizacion mal implementados en cuanto al
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tratamiento de la maquinaria (Mueller, 2008). Existe un método ampliamente utilizado por los
agricultores denominado escarificacion el cual fue identificado como clara evidencia de
contaminacion por medio de equipo, este método consiste en raspar la capa externa de las semillas
lo suficiente para crear una superficie rugosa la cual aumenta la velocidad de la germinacién
(Kimura, et al, 2012).

F. MICROORGANISMOS COMUNMENTE AISLADOS

Multiples brotes de enfermedades transmitidas por alimentos han sido asociados alrededor
del mundo, al consumo de retofios de alfalfa y soya crudos o ligeramente cocidos. A diferencia del
resto de vegetales, los retofios poseen un proceso Unico de germinacion el cual es ideal para el
desarrollo y crecimiento microbiano, por ello, se considera un reto para la industria determinar un

método efectivo para disminuir la carga microbiana de estos a niveles inocuos. (Ding, et al, 2013)

Segun Ding, et al (2013) se ha determinado que los dos microorganismos comunmente
identificados como los causantes de brotes de enfermedades en los Estados Unidos son la
Salmonella s.p. y Escherichia coli O157:H7. A pesar de ello, tambiéen se han asociado menor
numero de casos relacionados a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Aeromonas hydrophila (Cava, et al, 2009). Estos microorganismos generalmente se encuentran
ubicados en las superficies de las semillas y pueden llegar a introducirse en el interior de las capas

de pared celular del retofio durante el proceso de germinacion (Salazar, 2017).

A pesar de los esfuerzos realizados por la disminucion de la carga microbiana, el CDC
(2016) ha reportado en un lapso de 16 afios un total de 49 brotes de ETAs relacionados con
germinados unicamente en los Estados Unidos, por otro lado, uno de los casos mas severos
reportados se ha dado en Canada registrando un total de méas de 600 personas enfermas debido al
consumo de retofios (Canadian Food Inspection Agency, 2005). Este y muchos mas casos de ETAS
relacionadas a consumo de alfalfa y soya han ido disminuyendo desde la publicacion de el manual
de la FDA para el manejo y tratamiento de este tipo de alimento, pero aun asi se debe seguir

investigando sobre la mejora en los métodos desarrollados o el desarrollo de un nuevo método.
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G. PROBIOTICOS

Los probioticos son organismos vivos los cuales han demostrado ser beneficiosos para la
salud en estudios controlados en humanos al ser administrados en cantidades establecidas. Se ha
observado que una de las especies de probioticos mas utilizadas son los lactobacillus y se
encuentran seguidos por los Bifidobacterium (Jones, et al, 2012). Castro, et al. (2006) establece
que la comunidad cientifica tiene un acuerdo en cuanto a la nomenclatura de los microorganismos,
y cada uno de los fabricantes de probidticos tiene la obligacion de registrar sus cepas en un
depositario internacional. El acuerdo de nomenclatura de los microrganismos establece que a cada
una de las cepas de probidticos se le debe identificar segun su género, especie, y designacion
alfanumérica. En caso de poseer una subespecie, también debe de ser identificado (Guarner, et al.,
2011).

Los probidticos han sido utilizados a lo largo de los afios debido a que por ser de caracter
biologico y formar parte de la microbiota intestinal no presentan riesgo al ser consumidos, por ello,
poseen un largo historial en la industria alimenticia siendo utilizados para llevar a cabo
fermentaciones o como agentes antimicrobianos con el objetivo de prolongar la vida datil de los
alimentos. (Gonzales, et al, 2003). La actividad antimicrobiana de estos probiéticos se ha
caracterizado por la produccion de sustancias tales como &cido lactico y acido acético, entre otros
metabolitos (Ruiz, et al, 2017). Bacterias del género Lactobacillus s.p. no solo son ampliamente
utilizados por la contribucion al desarrollo de propiedades organolépticas en los alimentos
fermentados, sino que también se caracterizan por una destacada capacidad antagonista la cual
contribuye a proveer de condiciones poco favorables para el desarrollo y multiplicacion de

microorganismos patogenos (Rondoén, 2008).

Estudios han determinado una eficacia en biopreservacion de productos alimenticios por
medio de la utilizacion de bacteriocinas producidas por Lactobacillus s.p., se observd que estos
probidticos fueron efectivos en el control de patdgenos, entre ellos, Salmonella s.p. y Escherichia
coli (Ruiz, etal., 2017). Por ello, para este estudio se trabajara con Lactobacillus plantarum ATCC
8014, Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactobacillus casei ATCC 334 y Lactobacillus
fermentum ATCC 9338. Estas cepas se han identificado por ser probioticos catalogados como

bacterias acido-lacticas en el género de los Lactobacillus sp.

13



H. PRE-ENRIQUECIMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO

Previo al inicio de un andlisis microbioldgico es necesaria la realizacion de un pre-
enriquecimiento y un enriquecimiento. El objetivo de la utilizacion de estos medios se encuentra
en ayudar a los microorganismos a multiplicarse con mayor facilidad, esto es necesario ya que al
presentarse en el alimento pueden estar en estado de estrés o en muy bajas concentraciones

relacionado a dafios quimicos o fisicos durante el procesamiento. (Perkins, 2016)

1. Pre-enriquecimiento

El pre-enriquecimietno es realizado utilizando medios no selectivos los cuales tienen como
objetivo la reparaciéon de las células dafiadas (Célula dafiada: Es aquella que ha perdido o
disminuido la capacidad de reproduccion o capacidad metabdlica al ser expuestos a un tratamiento
el cual no tiene como proposito la esterilizacion.). Este tipo de medio ofrece a los microorganismos
condiciones dptimas para la recuperacion, rehidratacion y la dilucion de sustancias inhibitorias
para su crecimiento. Cabe destacar que es de interés la utilizacion de un medio no selectivo debido
a que las células dafiadas en estos microorganismos no suelen crecer en condiciones selectivas.
Uno de los ejemplos de un medio de pre-enriquecimietno es el agua peptonada bufferada. (Perkins,
2016)

2. Enriquecimiento

Posterior al pre-enriquecimiento se lleva a cabo el proceso de enriquecimiento el cual tiene
como proposito inhibir la competencia de la microflora presente en la muestra y al mismo tiempo
crear condiciones Optimas para el microorganismo objetivo. Algunos factores que actdan como un
medio de enriquecimiento son el pH, la temperatura, la atmosfera de exposicion, antibiéticos y
quimicos. Un ejemplo para un medio de enriquecimiento es el caldo tripticasa soya. (Perkins,
2016)

I. METODO DE DILUCION DECIMAL SERIADA

El método de dilucion decimal seriada consiste en obtener una concentracion deseada baja
de microorganismos. Este objetivo se logra a través de la extraccion de una pequefia fraccion de

solucion madre y diluyéndola en una relacion 1:10 con respecto al medio de cultivo enriquecido.
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Posteriormente, se selecciona la concentracion adecuada y estimada para la inoculacion en el
medio de cultivo sélido utilizando como referencia la concentracién de microorganismos

inoculada y la prevista al finalizar el anlisis. (Rodriguez, 2019)

J. METODO DE AISLADO POR MEDIO DE CULTIVO SOLIDO

Durante el paso de los afios, en el area de la microbiologia se han desarrollado numerosos
métodos los cuales han optimizado el tiempo de anélisis. A pesar de ello, organizaciones alrededor
del mundo tales como la International Organization of Standarization (1SO), American Association
for Analytical Chemist (AOAC), US Food and Drug Administration (FDA), British Standards
(BSI), French Standards Assosiation (AFNOR), entre otros, establecen que los métodos estandar
de andlisis confiables siguen siendo aquellos por medio de aislamiento y seleccion en medios
solidos. (Perkins, 2016)

Da Silva, et al. (2013) establece que el objetivo general al momento de utilizar un medio
de cultivo solido, en este caso el agar, es el diferenciar y separar a los microorganismos de interés
por medio de la competencia en el mismo medio. Esto puede ser llevado a cabo por medio de la
inoculacion del cultivo en el medio solido el cual posee propiedades que permitiran actuar como
medio de seleccion para el microorganismo de interés. Entre las propiedades a tener en cuenta para

la utilizacion de un medio selectivo son los nutrientes, agentes selectivos, indicadores y detectores.

Para el estudio realizado, el cultivo sélido a utilizar para el aislamiento y recuento de
Salmonella abaetetuba seré el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD). El agar XLD es utilizado
para la deteccién de salmonella en los alimentos debido a que posee una combinacion diferenciada
de azucares. El agar XLD estd compuesto por tres azlcares (xilosa, lactosa y sucrosa), un
aminoéacido (lisina) y el indicador es el &cido sulfhidrico. En su mayoria, la Salmonella es capaz
de fermentar la xilosa, pero es incapaz de fermentar la lactosa y la sucrosa, por otro lado, la
salmonella es capaz de descarboxilar la lisina produciendo acido sulfhidrico. Al concluir con el

muestreo, en los resultados se esperan colonias negras con centro rojo. (Perkins, 2016)
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A medida que pasa el tiempo, se ha recomendado la utilizacion de dos distintos medios de
cultivo para la realizacion de analisis microbioldgicos, esto se debe a que algunas cepas similares
al microorganismo objetivo pueden ser sensibles al mismo enriquecimiento del medio. Debido a
lo antes mencionado, también se hard uso del agar Rambach. Este agar es un medio de
diferenciacion para los distintos tipos de salmonella, este agar fue desarrollado en 1990 por
Rambach. Este tipo de agar utiliza el fenotipo caracteristico de la Salmonella el cual es la
formacion de &cido a partir de propilenglicol. Por otro lado, también utiliza como indicador la 13-
galactosidasa para la diferenciacion de la salmonella del resto de los Enterobacteriaceae Otro de
los componentes incluidos en el medio es la desoxicolato el cual actia como un inhibidor de
organismos gram-positivo. El resultado final esperado en este tipo de medio de cultivo es una
colonia rojo brillante. (Perkins, 2016)

K. ANTAGONISMO MICROBIANO

El antagonismo microbiano puede manifestarse de diversas maneras para el control de los
diversos patdgenos. Entre las maneras que este puede actuar se encuentra la competencia por
espacio 0 por nutrientes, parasitismo o lisis enziméatica como una interaccion directa con el

patdgeno y la secrecién de bacteriocinas. (Mateluna, 2006)

Durante la competencia microbiana se presenta un comportamiento desigual entre dos o
mas microorganismos. Este comportamiento es presentado al haber un requerimiento limitado de
algln elemento necesario por ambos microorganismos. Cabe destacar que el requerimiento del
elemento presentado por uno de los dos microorganismos debe de ser mayor al de la competencia

para que esta se presente. (Mateluna, 2006)

Por otro lado, anteriormente se mencionaba que otro de los mecanismos utilizados por los
microorganismos relacionados al antagonismo es el parasitismo o la lisis enzimatica como una
interaccion directa con el patogeno. Esto se da debido al momento en la que el microorganismo
antagonista utiliza al patdgeno como alimento y es cominmente denominado como una simbiosis

antagoénica entre los microorganismos. (Mateluna, 2006)

Para tener una mayor eficacia en la utilizacion de los antagonistas microbianos, estos deben

presentar las siguientes caracteristicas:
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l. Deben de ser genéticamente estables

. Tener una alta efectividad en bajas concentraciones
. Deben de ser econdmicamente reproducibles

IV.  Contener un amplio rango de control de patégenos
V. De fécil distribucion

VI.  No toxicos
VII.  Resistentes a pesticidas
VIII. Compatibles con distintos tipos de tratamientos fisicos y quimicos

(Mateluna, 2006)

1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son grupos heterogéneos peptidicos o proteicos los cuales han
demostrado poseer actividad antimicrobiana, inicialmente fueron observadas en Escherichia coli.
Este tipo de mecanismo en su mayoria consiste en la produccion de sustancias toxicas por parte
del microorganismo antagonista hacia el patdgeno. Las sustancias bacteriocinas actian de manera
muy efectiva en concentraciones relativamente bajas, generalmente menores a 10 ppm y son
clasificadas dependiendo de la genética, la estructura y las caracteristicas bioquimicas que estas
posean. (Padilla, 2016; Mateluna, 2006)

Segun menciona Beristain y Lopez (2012) la produccién de bacteriocinas suele ocurrir de
manera natural durante o al final de la fase logaritmica del crecimiento microbiano. Se ha
determinado que debido a la naturaleza de las bacteriocinas las cuales son de estructura proteica,
estas son inactivadas al contacto con proteasas presentando un gran beneficio. Debido a la
presencia de proteasas en el pancreas se evita la absorcién de las bacteriocinas como un

componente activo siendo inocuas para el consumo humano.

Las bacteriocinas de mayor interés durante el tiempo han sido predominantemente las de
origen de bacterias acido lacticas. Estas bacteriocinas originadas de las BAL han sido catalogadas
segun su estructura, propiedades fisicoguimicas y moleculares en cuatro grandes grupos,
desafortunadamente, con el tiempo no se ha logrado justificar uno de los grupos por lo que

actualmente solo se conocen los siguientes tres:
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Clase 1 — Lantibidticos (5kDA): Péptidos pequefios policiclicos con poca estabilidad

al calor. Este tipo de bacteriocina es producida en el ribosoma como un pre-péptido

modificado post-traduccionalmente para formar un péptido activo.

O

Clase 1a (< 4kDa): Péptido elongado en forma de tornillo con moléculas anfipaticas
con carga neta positiva. Son considerados como parte de la categoria bacteriocina
ya que causan la destruccién de la célula por medio de la despolarizacion de la
membrana citoplasmica. El ejemplo que mas representa a esta clase es la nisina.

Clase 1b (1.8-2.1 kDa):Péptido globular hidréfobo con carga neta negativa o sin
carga. Este tipo de bacteriocina produce inhibicion enzimatica como método de

accion. Algunos ejemplos caracteristicos de esta clase es la cinamisina.

Clase 2 - No Lantibidticos (< 10kDA): Es considerado como el grupo de bacteriocinas

mas amplio producido por BAL. Este tipo de bacteriocinas se destaca por no poseer

aminoacidos modificados y por ser estables al calor y al pH.

o

Clase 2a: Conformada por una secuencia amino terminal y contiene entre uno y dos
puentes disulfuro. Se ha diferenciado por su alta capacidad contra la actividad de la
listeria y han sido caracterizadas tres tipos dentro de esta clase, la pediocina PA-1,
la enterocina Ay la divercina V41.

Clase 2b: Conformadas por dos péptidos los cuales deben de estar presentes en las
mismas concentraciones para desarrollar la actividad antimicrobiana. Su
mecanismo de accion es por medio de la formacion de poros en la membrana
celular. La bacteriocina destacada dentro del grupo es la sakacina.

Clase 2c: Estructura ciclica termoestable y no modificada. Es diferenciada de los
demas grupos debido a que no posee terminacién amino. La méas destacada dentro
de la clase es la enterocina AS-40.

Clase 3 — Termolabiles o bacteriolisinas (> 30kDa): Actla mediante la catalisis e

hidrolisis de la pared celular de las células sensibles. Las mas destacada es la

helveticina J.
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L. PRUEBAS DE ANTAGONISMO

1. Prueba de difusion

El método de difusion fue originalmente desarrollado por Kirby-Bauer y posteriormente
fue estandarizado por la aplicacion de discos 0 pozos. Este método busca como objetivo establecer
cuantitativamente por medio de ensayos individuales el efecto de sustancias bacterianas. Este
método posee dos alternativas las cuales se diferencian en la utilizacion de discos de papel filtro o

pozos el cual permitira el sembrado homogéneo de la sustancia a evaluar. (Ramirez, 2009)

Este método busca relacionar la concentracion de la sustancia inhibidora de crecimiento en
la superficie del agar con respecto al patdgeno. Todo esto es posible debido a la presencia de un
halo de inhibicion como resultado del antagonismo. Los resultados obtenidos por este método son
altamente reproducibles media vez sea realizado utilizando el procedimiento estandarizado de la
prueba. (Ramirez, 2009)

2. Prueba spot test

La prueba de spot test o bien conocida como método de mota en césped es una prueba
antimicrobiana in-vitro al igual que la prueba de difusion. Esta prueba tiene como base la difusion
de la solucion con el microorganismo en el medio de cultivo para mostrar la actividad inhibitoria
del microorganismo indicador. Esta prueba al igual que la de difusidn presenta como resultado en
caso de haber inhibicién un halo alrededor del patégeno de interés. La diferencia entre la prueba
de difusion y la de spot es que, en la prueba de difusion, es necesario inocular la muestra en pozos

mientras que en la de spot es suficiente con picar. (Macaluso, et al, 2016).
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V. ANTECEDENTES

Debido al numero elevado de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
relacionados al consumo de retofios de alfalfa y soya, la industria se ha enfocado en el desarrollo
de un método efectivo para reducir la carga microbiana previo a la germinacion (Ding, et al., 2013).
Desafortunadamente, hasta la fecha el FDA solo ha acufiado un solo método como método
sugerido para el tratamiento de las semillas, método el cual ha sido publicado en el manual titulado
“Compliance with and Recommendations for Implementation of the Standards for the Growing,
Harvesting, Packing, and Holding of Produce for Human Consumption for Sprout Operations:
Guidance for Industry” el cual fue publicado en enero del 2017. Ayala (2014) establecido que el
desarrollo de un método efectivo para el tratamiento de las semillas de alfalfa y soya debe reducir
la carga de pat6genos microbianos sin comprometer la preservacion de la viabilidad, germinacion
y el vigor de las semillas. Este método debe ser definido para una semilla en especifico ya que la
sensibilidad de estas hacia los agentes antimicrobianos y otros tratamientos puede variar, pudiendo

ser aplicable para algunas semillas y no para otras.

Entre la infinidad de métodos utilizados para la desinfeccion de semillas de alfalfa y soya
se pueden clasificar en cuatro grandes grupos los cuales son catalogados como desinfeccion

quimica, fisica, bioldgica y combinada (Ding, et al., 2013).

A. METODOS QUIMICOS

El método, sugerido por el FDA consiste en el uso de 20,000ppm de cloro residual
proveniente de hipoclorito de calcio a una temperatura ambiente por un total de 10-15 minutos,
reduciendo aproximadamente un promedio 3.8 log CFU/g(FDA,1999). Por otro lado, también se
han probado otras opciones de compuestos quimicos para la desinfeccion tales como el perdxido

de hidrdgeno, etanol, acido lactico, acido peroxiacético y acidos grasos.

A pesar de que la mayoria de los métodos evaluados obtuvieron una reduccién muy similar
a la del cloro antes mencionada, muy pocos de estos han sido sometidos a para determinar la
repetibilidad y precision de los resultados para determinar el nivel de eficacia que los mismos
tienen. Por ello, se determind que los tratamientos que se han seguido estudiando han presentado

dificultades para la replicacion de las metodologias debido a la variacion de las condiciones del
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tratamiento, estableciendo que no se puede realizar una validacion eficaz para poder ser tomados

como un método sugerido tal como la desinfeccidn utilizando cloro residual. (Ding, et al., 2013)

B. METODOS FiSICOS

Otra de las categorias establecidas es la desinfeccion fisica. Este tipo de desinfeccion es
catalogada entre las mas efectivas, amigables con el ambiente y mas econdémicas entre los
tratamientos mencionados. El método fisico de desinfeccion se basa en la destruccion de las formas

vegetativas durante los periodos de exposicion al método fisico utilizado (Negroni, 2009).

Vignoli (2006). Establece que el proceso comienza cuando se produce una serie de rupturas
de cadena Unica en el ADN, esto provoca la muerte celular por activacion o liberacion de enzimas
con actividad de endonucleasas. Al aumentar la energia comienza la pérdida de la integridad
funcional de la membrana citoplasmica, produciendo interferencias en el intercambio con el medio
externo, los procesos respiratorios y la sintesis proteica. Concluyendo la desinfeccion con la
activacion de ribonucleasas las cuales degradan el ARNr produciendo la pérdida de viabilidad de

las células expuestas.

A diferencia de la desinfeccion por medio de la utilizacion de sustancias quimicas, los
métodos fisicos no estdn limitadas por la accesibilidad a los patégenos los cuales pueden
almacenarse en superficies no lisas, presentando una mejor penetracion en cuanto el alcance de los
microorganismos (Ding, et al., 2013). Entre los tratamientos fisicos analizados en el estudio se

encuentran tratamiento por calor, altas presiones y radiacion.

Para los tratamientos por medio de la utilizacion de calor, se ha determinado que, debido a
la disminucién en la tasa de germinacion de los retofios, como resultado de un tratamiento térmico,
se ha determinado que el método no es aplicable para el tratamiento de las semillas, a pesar de que
se presentd una disminucion de aproximadamente de 3log UFC/g sin comprometer la tasa de

germinacion basandose en el método mas exitoso. (Bari, et al., 2008).

En cuanto a los estudios realizados con respecto a la utilizacion de altas presiones, se ha
determinado que en promedio la desinfeccion realizada por este método puede llegar a una

reduccién mas alta que 5.09 UFC/g siendo hasta el momento una de las metodologias mas exitosas,
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teniendo un éxito mayor de desinfeccion que el método sugerido por el FDA. Desafortunadamente,
se han conducido muy pocos estudios los cuales confirmen la eficacia del método los cuales deben

de llevarse a cabo previo a definir que es un método comercialmente viable.

Por ultimo, se encuentran los tratamientos por medio de irradiacion. EI método consiste en
la exposicion del producto a la accién de las radiaciones ionizantes durante un cierto lapso. Existen
3 fuentes de irradiacion aprobadas para el uso en alimentos, los rayos gamma, los rayos x y el haz
de electrones (FDA, 2016). EI FDA a aprobado como tratamiento seguro en el 2000 el uso de
irradiacion a 8 kGy. A pesar de ello, (Thayer, et al., 2002) ha determinado que la eficacia del

tratamiento por medio de irradiacion depende de la densidad de bulto.

La densidad de bulto es una variable critica en la desinfeccion por irradiacion ya que esta
dificulta la exposicion de manera uniforme a todas las semillas sin sobrepasar los limites de
seguridad previamente establecidos, disminuyendo la posibilidad de ser utilizado sin el apoyo de
mesas Vvibratorias que esparzan el producto en capas con menor densidad. En general, el método
por irradiacion ha presentado problemas en la conservacion de las propiedades de longitud,
rendimiento, apariencia y pérdida de nutrientes, factores los cuales han evitado que es método sea

aceptado como método oficial de desinfeccion. (Thayer, et al., 2002)

C. METODOS POR INHIBICION BIOLOGICA

Un método de desinfeccion por medio de la inhibicion bioldgica es considerado como un
método también amigable con el ambiente, asi como los métodos fisicos. Esté descrito como una
estrategia no peligrosa para controlar y reducir la presencia de patdgenos especificamente en frutas
y verduras por medio de la utilizacion de microorganismos. (Salazar, 2017) Este método consiste
en que las poblaciones microbianas puedan ser controladas principalmente por medio de los
productos que las bacterias agregadas producen y excretan al ambiente. Estos compuestos incluyen
una variedad de antibioticos de amplio espectro sintetizados no ribosomalmente, enzimas liticas,
subproductos metabdlicos tales como é&cidos organicos, exotoxinas proteicas, y péptidos
antimicrobianos producidos cromosomalmente y/o ribosomalmente, y bacteriocinas que son de

particular importancia en la defensa de las bacterias. (Salazar, 2017)
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Sharma, (2009) Ha expuesto dos maneras del uso de antagonistas microbianos en el control
de patdgenos en las frutas y verduras. El primero se realiza por medio del aprovechamiento de
microorganismos ya existentes en el producto, mientras que el segundo método es por introduccion
artificial de microorganismos ajenos. Actualmente el método mas utilizado y efectivo en cuanto a
tratamientos por medio de inhibicion bioldgica especialmente en productos vegetales es la

introduccion artificial de microorganismos patégenos.

Se ha establecido que el control proporcionado por los antagonistas microbianos depende
de la concentracion inicial del cultivo de microorganismos antagonistas aplicados para el
tratamiento. Por otro lado, también es de suma importancia la seleccion de los antagonistas a
utilizar. (Salazar, 2017), Segun un estudio realizado por Bautista, (2016) se pueden establecer

cuatro parametros los cuales se puede realizar la seleccidn de estos microorganismos.

e Habilidad de los antagonistas para colonizar rapidamente las superficies de las frutas y
verduras y persistir en ellas en niveles efectivos presentando un antagonismo eficaz a diversos
patogenos.

e La capacidad de los microorganismos agregados de superar al patdgeno en la adquisicion de
nutrientes disponibles en el medio.

e Lacapacidad de desarrollo y sobrevivencia del microorganismo a las condiciones ambientales
a las cuales el producto esta expuesto.

e Sus caracteristicas propias deben ser favorables en cuanto su estabilidad genética, no deben
poseer altos requerimientos con respecto a factores nutricionales, no debe producir metabolitos
dafiinos para la salud humana o que cause efectos negativos en la salud, su preparacién y uso

debe ser facil y accesible.

Muchos de los microorganismos tienen la capacidad de producir bacteriocinas, estas
bacteriocinas son sustancias extracelulares producidas por bacterias las cuales inhiben o inactivan
otros microorganismos (Bizandi, 2002). Estudios realizados han determinado que el espectro de
inhibicidn de las bacteriocinas es reducido y que se limitan a microorganismos los cuales son
relacionados taxondmicamente, esto conlleva a que su actividad bactericida solamente se presenta

frente a cepas sensibles (Vazquez, 2009).
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Ding, et al., (2013). Ha recopilado informacion obtenida en diversos estudios realizados
con diversas bacterias, bacteriocinas y hasta bacteriofagos. Y se ha determinado que hasta el
momento el tratamiento que ha logrado conseguir una reduccion tanto de Salmonella s.p. y E.coli
a una concentracion de mas de 6 log UFC/g atribuyéndose a las bacterias acido-lacticas. De igual
manera, debido a la complejidad de la aplicacion de los métodos, la incertidumbre de la eficacia
en la aplicacion del método a escala industrial y la falta de informacion sobre las repercusiones en
la salud del consumidor, se sugiere continuar con los estudios para obtener diversas alternativas

de aplicacion.

D. METODOS COMBINADOS

Se ha establecido que los métodos combinados pueden llegar a ser mas efectivos en cuanto
a la reduccién de la carga microbiana en las semillas de alfalfa y soya. A pesar de ello, utilizar dos
tratamientos, ya sea uno después gque otro o simultdneamente, no necesariamente alcanza altos
valores, a pesar de ello, los valores de reduccion son mayores a los obtenidos utilizando un solo
método. Algunos de los métodos combinados estudiados son la combinacion de temperatura
(fisico) con tratamiento de cloro (quimico), temperatura (fisico) con irradiacion (fisico),

Temperatura (fisico) con altas presiones (fisico), entre otras.

Entre los métodos antes descritos, Hudaa, (2010) ha determinado que la combinacién de
temperatura de 60 grados Celsius durante 24 horas combinado con un tratamiento presiéon de
600MPa a 35 grados Celsius durante 2 minutos ha logrado desinfectar por completo las semillas
de los retofos. Desafortunadamente, el método descrito anteriormente ha causado una reduccién

de mas de un 20% de rendimiento de los retofos.

En general, la eficacia de una desinfeccion combinada es mejor que el método establecido
por el FDA. A pesar de ello, Identificar la combinacion 6ptima puede ser mas complicado debido
a los problemas de practicidad la complejidad que aplicacion de diversos tratamientos conlleva.
(Ding, et al., 2013)

Actualmente hay un sin nimero de alternativas para métodos los cuales tienen como
objetivo reducir la contaminacion microbiana de los retofios y las semillas en general,

observandose también un aumento en la investigacién de nuevos métodos a lo largo de los afios.
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A pesar de haber obtenido resultados mas satisfactorios para algunos métodos con respecto al
método recomendado por la FDA, aun no se ha encontrado un método el cual posea la capacidad
de eliminar completamente los patégenos de las semillas de retofios en escala de produccién
comercial (Sikin, et al., 2013). Por lo que Yang, et al. (2013) sugiere profundizar mas en los temas
relacionados a las fuentes de contaminacion de las semillas y entender mejor el mecanismo de
sobrevivencia de estos patogenos en ellas. También sugiere tomar en cuenta al momento de
desarrollar una nueva metodologia, que el método sea préctico a nivel industrial, que no posea
efectos en la calidad del producto final, el tiempo de tratamiento sea reducido, el equipo requerido

sea de facil acceso y que siga con las normas regulatorias establecidas.
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VI. METODOLOGIA

a. METODOS

1. Obtencién de microorganismos

El microorganismo utilizado sera preparado en cultivos, siendo este de Salmonella
abaetetuba ATCC 35640. Por otro lado, se prepararan 4 cultivos de probioticos: Lactobacillus
plantarum ATCC 8014, Pediococcus acidilactici ATCC 8042, Lactobacillus casei ATCC 334 y
Lactobacillus fermentum ATCC 9338.

2. Obtencion de semillas

Las semillas utilizadas para el estudio seran de alfalfa y soya. Las semillas de alfalfa seran
adquiridas de Superb agricola de denominacion “Alfalfa peruana” empacadas en envase de
hojalata de 1 libra cada uno, los envases se encuentran debidamente identificados con su nimero
de lote (170307AP9 y 171030V C2). Las semillas de soya seran compradas en mercados populares

por lo cual seran locales sin nimero de lote.

3. Preparacion de S. abaetetuba a inocular
a. Cultivar la cepa a trabajar de S. abaetetuba en distintos recipientes estériles que contengan
caldo tripticasa soya.
b. Incubar a una temperatura de 35°C por un tiempo de 24 horas.
c. Diluir el cultivo en tubos de ensayo hasta que la S. abaetetuba esté presente en una
concentracion de 1x108 UFC/ml.
d. Realizar un recuento de S. abaetetuba por mililitro de solucion de 1x108 UFC/ml

utilizando agar XLD y agar Rambach a 37°C por un tiempo de 24-48 horas.
(Jiménez, 2008) (Adzitey, et al., 2011)
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4. Contaminacion de semillas con S. abaetetuba

a.

Se pesara un total de 400 gramos de semillas de alfalfa y soya individualmente y se
agregaran en cada uno de los cultivos de S. abaetetuba a una concentracion de 1x108
UFC/ml preparados como se indica en el apartado de preparacion de patdégenos a inocular.
Sumergir las semillas (aproximadamente 25ml) en caldo tripticasa soya con la S.
abaetetuba por un tiempo total de 20 minutos con agitacion para una contaminacion
homogénea.

Decantar el indculo, lavar las semillas agregando agua destilada 3 veces y colocar las
semillas en una bandeja estéril con papel toalla para el secado de las mismas bajo flujo
laminar a 35 °C por un tiempo de 24 horas.

Evaluar las semillas inoculadas para determinar el recuento de S. abaetetuba el cual deberia

de oscilar alrededor de 1x10% UFC/ gramo de semilla.

(Mohammad, 2019)

5. Preparacion de cultivos de probidticos

a.

Preparar 4 tubos de ensayo con capacidad de 50 ml. 25ml de caldo MRS y los probiéticos
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Pediococus acidilactici ATCC 8042, Lactobacillus
casei ATCC 334 y Lactobacillus fermentum ATCC 9338.

Incubar los cultivos de probidticos 24 horas a una temperatura de 32°C

Centrifugar cada cultivo a 10000 rpm durante 10 minutos y decantar los sobrenadantes.
Lavar con solucion salina estéril, centrifugar de nuevo a 10000 rpm durante 10 minutos y
decantar los sobrenadantes nuevamente. Realizar este procedimiento 3 veces.

Para tratar las semillas con los probidticos inocular 100ml de caldo MRS (pH 6.8) e incubar
a 30°C por 18-24 horas.

(Séaenz, 2016)
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6. Actividad bacteriogénica

a. Por medio de agar spot- test

1)
2)

3)
4)
5)

Picar cada una de las cepas de probidticos a utilizar sobre una placa de agar MRS.
Incubar por un tiempo de 20-24 horas a una temperatura de 25°C bajo condiciones
anaerdbicas.

Inocular 5x107 células de S. abaetetuba a 7 ml de agar tripticasa soya a 45°C.

Agregar una capa de agar tripticasa soya con la S. abaetetuba al agar MRS con probiéticos.

Incubar por un tiempo de 24 horas a una temperatura de 30°C.

6) Analizar si hay halos de inhibicion presentes y si estos tienen un tamafio mayor a 0.5mm.

(Settani, et al., 2008), (Kang, 2000), (Séenz, 2016)

b. Por medio de una prueba de difusién

1)
2)

3)

4)
5)

Solidificar 15 ml de agar tripticasa soya en una caja Petri

Agregar 7 ml més de agar con 0.3 ml de cultivo de S. abaetetuba incubado por un tiempo
de 24 horas.

Agregar 10 microlitros de cada uno de los probidticos por separado sobre los 7 ml de agar
con cultivo de patdgeno previamente inoculado e incubado por 24 horas.

Incubar a 30°C durante un tiempo de 24 horas en un medio anaerobio.

Analizar si hay halos de inhibicion presentes y si estos tienen un tamafio mayor a 0.5mm.

(Settani, et al., 2008), (Kang, 2000), (Saenz, 2016)

7. Tratamiento con cloro a semillas inoculadas con S. abaetetuba

a. 100 semillas de cada tipo inoculadas con S. abaetetuba seran sumergidos por 20
minutos en una solucién de hipoclorito de sodio con una concentracion de 20,000 ppm
de cloro residual. Las 100 semillas seran sumergidas de manera individual segun su
tipo.

b. Se realizaran 3 lavados consecutivos decantando la solucion para eliminar cualquier
traza de cloro que pudiese haber quedado.

c. Se realizara el recuento microbioldgico respectivo para determinar la concentracién de

S. abaetetuba sobreviviente de interés en los 10 gramos de semillas.
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d. Se realizard un control utilizando 10 gramos de semillas inoculadas con la S.
abaetetuba de manera individual sin cloro.
(Beuchat, 2001)

8. Tratamiento con probidticos a semillas inoculadas con patégenos previamente tratadas con

9.

cloro

a.

Por un tiempo de 20 minutos, 1, 3,6, 24 y 72 horas sumergir individualmente 100 semillas
de cada tipo previamente contaminadas con S. abaetetuba y luego tratadas con cloro en
50ml de cultivos de probidticos elaboradas como se indica en el inciso preparacion de
cultivos de probidticos.

Establecer un control de 100 semillas tratadas con cloro y contaminadas con S. abaetetuba
de manera individual.

Regar cada 12 horas las semillas con probidticos aislados con solucion salina al 0.85%

hasta que estos germinen en su totalidad.

(Ye, 2010)

Analisis microbiol6gico

a.

o Q oo

En una bolsa para stomacher, pesar la totalidad de retofios y agregar caldo tripticasa soya
de manera que la muestra represente el 1% de la solucion

Homogeneizar los retofios utilizando un stomacher por un tiempo de 2 minutos.

Diluir la solucién para en agua peptonada al 0.1% hasta obtener diluciones de 102, 103,
10% y 10°.

Sembrar 0.1ml de cada una de las diluciones en una placa de agar tripticasa de soya por
duplicado y distribuir sobre la superficie del mismo.

Incubar durante 3 horas a una temperatura de 37°C.

Agregar 7 ml de agar XLD sobre la superficie de la caja Petri.

Incubar durante un tiempo de 21-24 horas a una temperatura de 37°C

Llevar a cabo el recuento respectivo de S. abaetetuba por cada muestra de semillas.

(Salazar, 2017) (Kang, 2000) (Mohammad, 2019) (Kang, 2000)
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10. Efecto del tratamiento
a. Colocar 100 semillas tratadas por los distintos probidticos y una muestra control sin
tratamiento en una caja Petri estéril con papel filtro humedecido con agua destilada estéril.
b. Mantener cajas Petri a una temperatura de 25°C durante 48 horas manteniendo el papel
filtro himedo.
c. Calcular el porcentaje de germinacion correspondiente a cada tratamiento y para la muestra

control.

(Gonzales, 2006)
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b. PLAN DE ANALISIS DE DATOS

1. Numero de repeticiones
a) Para la prueba de antagonismo
Se llevard a cabo utilizando el tamafio del halo de inhibicion por medio de la estimacién de las

medias de cada tratamiento, desviacion y varianza.

b) Para la prueba de eficacia de método
Se llevara a cabo una prueba de ANOVA de dos factores la cual determinara si existe una
relacion de significancia entre la reduccion de microorganismos y el conjunto de todos los
tratamientos por medio de la utilizacién de la diferencia del conteo microbioldgico inicial y el

conteo microbioldgico final.
Las hipdtesis seran planteadas de la siguiente manera:
Ho: B1=B2=B3=B4
Ha: Hay diferencia significativa en al menos uno de los métodos.

En caso se rechace la hipétesis nula, se procedera a hacer una prueba t para determinar el nivel de

significancia de los métodos.
En donde las hipotesis quedarian de la siguiente manera:
Ho: Bi=0
Ha: Bi#0
En donde el criterio de rechazo sera por medio del valor -p
Se rechaza Ho si el valor—-p = a
Demostrando asi que el tratamiento presenta diferencia significativa en el nivel de desinfeccién.

Para el porcentaje de germinacion.
El porcentaje de germinacion sera evaluado mediante grafico de barras y seran asociados con su

respectivo probiotico y eficacia de desinfeccion.

(Anderson, 2016)
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VIIl. RESULTADOS
A. PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCION DE CEPAS

En el Tabla 1, se puede observar los halos de inhibicion obtenidos los cuales oscilan entre
(2.83+ 0.31) cm para la prueba de spot-test y un valor de (0.50 = 0.10) cm para la prueba de
difusion para los valores mas elevados (1.90 + 0.26) cm para la prueba de spot-test y un valor de

(0.23 £ 0.15) cm para la prueba de difusion para los valores més bajos.

En cuanto al resultado promedio entre ambas pruebas, se pudo determinar que las dos cepas
cuyos halos de inhibicion promedio fueron mayores a 0.5 cm y presentaron el valor mas elevado
fueron la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. Esta cepa obtuvo un valor promedio de
(2.43+ 0.15) cm para la prueba de spot-test y un valor de (1.00 = 0.40) cm para la prueba de
difusion. Por otro lado, la cepa de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 con un valor promedio de
(2.83+ 0.31) cm para la prueba de spot-test y un valor de (0.50 = 0.10) cm para la prueba de
difusion. Tomando en cuenta los resultados mencionados con anterioridad, se delimitaron las
pruebas in vivo Unicamente a tres tratamientos, los cuales corresponden a cada uno de los

probidticos antes mencionados y una combinacion de ellos.

Spot-test (cm) Difusion (cm)

Lactobacillus

plantarum 2.83+£0.31 0.50+0.10
ATCC 8014.

Pediococcus

acidilactici 243 +0.15 1.00 £ 0.40
ATCC 8042.
Lactobacillus

casei ATCC 1.90 +0.26 0.23+£0.15

334.

Lactobacillus

fermentum 2.03+£0.25 0.53+0.06
ATCC 9338.

Tabla 1. Resultados promedio obtenidos para las pruebas de antagonismo entre las bacterias acido lacticas y la Salmonella
abaetetuba.

**Nota: Los valores presentados en rojo son aquellos que no cumplen con el minimo requerido de 0.5cm para considerarse una
inhibicién exitosa.
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B. PORCENTAJE DE GERMINACION

El porcentaje de germinacion promedio para la semilla de alfalfa (Figura 1) fue de 79.33%
para Pediococcus acidilactici ATCC 8042, 82.67% para Lactobacillus plantarum ATCC 8014,
79.67% para la combinacion de ambos probidticos y 86.33% para la muestra control. Cada uno de
los valores mencionados anteriormente fueron comparados con el valor teérico proporcionado por
los distribuidores (80%) y se pudo observar que hubo un aumento en el porcentaje de germinacion
promedio entre los tratamientos de aproximadamente el 2.5%. Cabe destacar que el porcentaje de
germinacion fue mayor exceptuando las semillas tratadas con Pediococcus acidilactici ATCC 8042
y la combinacién de los dos probiéticos, las cuales, obtuvieron un valor aproximado de 79% con

respecto al valor reportado por los proveedores de las semillas. (Tabla 7)

Se pudo evidenciar un aumento del 6.33% en el porcentaje de rendimiento de las semillas
colocadas como control con respecto al dato tedrico (80%), y al comparar el porcentaje de
rendimiento de cada uno de los tratamientos tomando de referencia el grupo control, se obtuvo un
valor de 91.89%, 95.75% y 92.28% para los tratamientos de Pediococcus acidilactici ATCC 8042,
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y la combinacién de ambos respectivamente. En cuanto a la

semilla de soya, no es posible comparar datos debido a una ausencia en la germinacion.

88
86
84

82
80
78
76
74

Porcenteje de germinacion

Pediococus Lactobacillus Pediococus Control
acidilactici ATCC plantarum ATCC acidilactici ATCC
8042. 8014. 8042 + Lactobacillus
plantarum ATCC
8014.

Probidtico utilizado

Figura 1. Resultados promedio de germinacion de alfalfa sumergida en probioticos durante 20 minutos
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Para la Figura 2, se obtuvieron resultados promedio para el porcentaje de germinacion de
la semilla de soya los cuales oscilaron entre 70% y 98%, siendo los porcentajes mas bajos
obtenidos para el tratamiento con Lactobacillus plantarum ATCC 8014 los cuales, para los tiempos
de exposicion de 1, 3 y 6 horas dieron resultados de 71%, 70% y 86% respectivamente. El
tratamiento con ambos probidticos obtuvo valores de 86% para 1 hora, 91% para 3 horas y 97%
para 6 horas. Luego el tratamiento con Pediococcus acidilactici ATCC 8042 obtuvo valores de
86% para 1 hora, 88% para 3 horas y 96% para 6 horas. Y por ultimo, los valores méas elevados
correspondientes a la muestra control de 97% para 1 hora, 98% para 3 horas y 98% para 6 horas.

Para las semillas de alfalfa no se obtuvieron resultados debido a una ausencia en la germinacion.

a7F.0n
A6.00

86,00
a7.00

98.00

T

m Pediococus aC dilactici ATCC
Ban

g

22.00
q1.00
I

Fo.on

m Lactobacillus plantarum ATCC
B014.

T

i Pediococus acdilactici ATCC
BO42 + Lactobacilus
plantarum ATCC B014.

GERMIMACION (%)
[=4]
[
[
[

Contro

1 3 =
TIEMPO DE EXPOSICION A PROBIOTICOS (H)

Figura 2. Promedio de germinacion de soya sumergida durante 1, 3 'y 6 horas en probidticos
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C. RESULTADOS DEL METODO EN CUANTO A REDUCCION DE
Salmonella abaetetuba

El método no fue efectivo en la reduccion y eliminacién de la salmonella en las semillas
de alfalfa ya que no existe diferencia alguna en la carga microbiana presentada en el grupo control
en comparacion con los grupos tratados con diversos probioticos. En la Figura 3 se puede observar
que la carga representada en logaritmo del recuento en placa de Salmonella abaetetuba ATCC
35640 segln la dilucion realizada de 103, todos los resultados obtenidos fueron iguales a 12.6. Por

otro lado, la prueba no pudo llevarse a cabo en semillas de soya debido a que no hubo germinacion.

0 I I I I

Recuento Final (In)
=R
B om0 O NA

fd

Control Pediococus Lactobacillus Pediococus
acidilactici ATCC plantarum ATCC acidilactici ATCC
8042. 8014. 8042 + Lactobacillus
plantarum ATCC
8014.

Probidtico utilizado

Figura 3. Promedio de carga de salmonella en alfalfa sumergida durante 20 minutos en probidticos
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En la Figura 4 se puede observar que los resultados obtenidos se encuentran en un rango
de 14.91 y 18.64 unidades logaritmicas, a pesar de ello, se llevo a cabo un andlisis estadistico se
los resultados para el cual se realiz6 un ANOVA de dos factores para determinar si habia diferencia
significativa no solo entre el tratamiento con distintos probioticos, sino que también para
determinar si habia diferencia significativa entre los tiempos de exposicion de las semillas a los

probidticos.

Como resultado de los andlisis estadisticos presentados en la Tabla 9 llevados a cabo, se
determind que no hubo diferencia significativa (p < 0.05) en la carga microbiana entre los tiempos
de exposicion de las semillas a los probi6ticos ni entre el tratamiento con diversos probioticos. El
analisis no pudo llevarse a cabo en las semillas de alfalfa debido a una ausencia en la germinacion.

20.00

17.61
17.42
17.42

17.54
16.92
17.00

17.20

18.00

16.00 ]
14.00
12.00
10.00 £
2.00
6.00
4.00
2.00 .
0.00

1 3 6

W Control

M Pediococus acidilactici ATCC
8042,

Lactobacillus plantarum ATCC
8014.

Pediococus acidilactici ATCC
8042 + Lactobacillus
plantarum ATCC 8014.

Carga final de Salmonella (In)

I 1568
L ]
: : ; : Ml 16.69
14.91
I 16.72
16.81

Tiempo de exposicion de semillas en los probidticos (h)

Figura 4. Promedio de la carga de salmonella en soya sumergida durante 1, 3 y 6 horas en probioticos

**Nota: Debido a la exposicion de semillas a diversas variables, no hubo germinacion de
éstas en distintas ocasiones por ello es que, para las semillas expuestas a 20 minutos a los
probidticos, hay ausencia en la germinacion de soya y para las expuestas durante 1,3y 6 horas, no

hay germinacion para las semillas de alfalfa.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

A. PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y SELECCION DE CEPAS

Los resultados obtenidos por medio del uso de la cepa Pediococcus acidilactici pueden
estar relacionados a la produccion de Pediocina JB clasificada como clase Ila denominada no
lantibidtica y posee la caracteristica de ser una bacteriocina de peso molecular variable la cual
contienen aminoacidos regulares y péptido activo con una secuencia consenso en la region N-

terminal. (Gonzélez-Martinez, 2003)

A diferencia de los Pediococcus, el Lactobacillus plantarum, produce una biocina
denominada plantaricina E/F clasificada en la clase Ilb. La clase llb a diferencia de la Ila
previamente mencionada, caracteriza a aquellas biocinas las cuales poseen la capacidad de ser
formadoras de complejos de poracion. Cuando una biocina posee estos complejos tienden a poseer
dos peéptidos distintos los cuales son necesarios para una mejor actividad antimicrobiana. Esto
pudo verse reflejado en los resultados al presentar un mejor antagonismo frente a salmonella que

las otras dos cepas del género lactobacillus estudiadas. (Gonzalez-Martinez, 2003)

Por otro lado, el resultado de los halos de inhibicién mas altos obtenidos para ambas
pruebas fue el de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y Lactobacillus plantarum ATCC 8014 por
lo que ambos fueron utilizados en combinacién por medio de una inoculacion simultanea en el
medio de enriquecimiento con una relacion 1:1. Gonzalez-Martinez (2003) ha realizado un estudio
en el cual se han combinado dos cepas, una del género Pediococcus, y una del género Lactobacillus
con el objetivo de aumentar las propiedades probidticas de interés entre ambos. En el estudio, se
presenta como resultado, que la combinacion entre ambas cepas de probi6ticos da como resultado
la produccion de una biocina denominada Pediocina PA-1. Esta pediocina, al igual que la
pediocina JD producida por Pediococcus acidilactici, se encuentra clasificada en la clase lla.
(Gonzalez-Martinez, 2003)

El mecanismo de accion de los tres tratamientos segun la clasificacion de las bacteriocinas
que estos producen puede ser descrito de manera generalizada ya que comparten mecanismos de
accion muy similares. Generalmente las bacteriocinas de clase Il actian formando poros en la

membrana citoplasmica de la célula destruyendo la integridad de esta, esto es posible ya que logran
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adherirse a ella por medio de uniones electroestaticas con los fosfolipidos. Al perder la integridad
de la célula, ocurre un fenémeno el cual da como resultado salida de compuestos o la alteracién
de la fuerza motriz de protones. En caso de una alteracion de la fuerza motriz en los protones,
existiria una deficiencia en la forma en la que se produce energia y en la que se sintetizan acidos

nucleicos o proteinas. (Gonzalez-Martinez, 2003)

Por otro lado, si se da una salida de compuestos, se presenta una salida generalmente de
iones en su mayoria de potasio y magnesio, ATP y acidos nucléicos. Todo este proceso podria ser
uno de los principales factores causantes de los halos de inhibicidn presentes como resultado de

las pruebas in vitro de difusion y de spot-test. (Gonzalez-Martinez, 2003)

Por ultimo, cabe destacar que, a pesar de poseer un mecanismo generalizado, cada clase de
bacteriocina puede diferenciarse al momento de llevarse a cabo el proceso antes mencionado. Por
un lado, la clase lla como lo es las Pediocinas JB y las Pediocinas PA-1, se ha observado que esta
region consenso amino terminal juega el papel del reconocimiento de la membrana celular blanco,
esta membrana celular blanco es la cual da el acceso para el ingreso o enlace de esta biocina con
la estructura del patogeno estudiado. En cuanto a la clase Ilb, estas van a depender de la actividad
de la combinacion de dos péptidos los cuales son los encargados de la formacion de los poros para
su disipacién del potencial en la membrana. (Gonzélez-Martinez, 2003)
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B. PORCENTAJE DE GERMINACION

Se buscé monitorear el porcentaje de germinacion para cada uno de los tiempos de
exposicion de los dos tipos de semillas para asi poder determinar si la exposicion de estas a los

distintos probidticos causaria un impacto negativo en el crecimiento de los retofios.

Segun lo anteriormente mencionado con respecto a los valores obtenidos en la Figura 1, se
ha tomado de referencia lo que Ochoa (2019) ha establecido. Al obtener un promedio menor a
80% en el porcentaje de germinacién se considera que deberian de hacerse estudios para una
correccion del valor tedrico en el lugar en el que se esta llevando a cabo la siembra ya que, para
cumplir los estandares especificados, se debe ajustar a cada pais las necesidades de contenido de
humedad, variabilidad de temperaturas, entre otras. A pesar de ello, la diferencia de porcentaje de
germinacion fue menor al 0.7% el cual podria haber sido corregido al realizar mayor nimero de
pruebas para determinar si hay una repetitividad en el resultado y una mejora en el resultado
promedio la cual se encuentre por encima del 80%. (Ochoa, 2019)

Por otro lado, se llevd a cabo la determinacion del porcentaje de germinacion en las
semillas sumergidas por un tiempo de 1, 3y 6 horas, Figura 2. Cabe destacar que este resultado
fue obtenido por medio de la incubacion de las semillas a una temperatura de 30°C. Esto se llevo
a cabo de esta manera ya que la siembra fue llevada a cabo durante el mes de diciembre y la
temperatura ambiental se redujo drasticamente. Varela, et al (2011) menciona que las semillas de
leguminosas bajo una temperatura constante de 30-45°C provoca una aceleracion en la
germinacion por medio del rompimiento de la impermeabilidad del hilo, esto se da simulando el
golpe de la semilla contra una superficie solida como lo es la escarificacién, como se puede

observar en la Figura 2.

El porcentaje de germinacion obtenido en la semilla de soya fue calculado Unicamente en
aquellas semillas las cuales presentaron algan indicio de crecimiento ya que, a pesar de incubar
las semillas, no se logro que las mismas concluyesen el proceso germinativo. A pesar de ello, se
obtuvieron diversos porcentajes de germinacion, la ausencia de crecimiento en el germinado es un

factor el cual pudo verse afectado por diversos factores al igual que las semillas de alfalfa.
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1. Ph
Estudios han comprobado que la presencia de acido lactico o &cidos orgénicos por un
tiempo prolongado causan la reduccion de mas del 20% de germinacion en las semillas de alfalfa
y soya. Lang, et al, (2000) ha estudiado el impacto de la variacion en tiempo de exposicion de
semillas a diversos acidos organicos tales como el acido lactico y el acido acético. Estos estudios
llevados a cabo no solo varian el tiempo de exposicion de las semillas sino también la

concentracion de acido en los medios.

Se ha determinado que la exposicion de semillas a acidos organicos o a acido lactico por
un tiempo prolongado de aproximadamente 30 minutos en adelante causa una reduccion de hasta
mas del 30% del porcentaje de germinacion en las semillas de alfalfay soya. En el estudio se puede
observar por otro lado, que el aumento en la concentracion del &cido lactico, tiempo de exposicion
al mismo y una desinfeccion con hipoclorito de sodio a 20,000 ppm dio un resultado indeterminado

en cuanto al porcentaje de germinacion en las semillas. (Lang, et al, 2000)

Desafortunadamente, los alcances del estudio no han permitido la determinacion y control
exhaustivo constante de los valores de pH del medio al cual estaban expuestas las semillas durante
su germinacion por lo que se puede inferir que la presencia de probioticos tuvo como resultado la
produccion de acido lactico y por ende el pH del medio present6 una disminucion, exponiendo las
semillas a una constante exposicion a &cido presentando una ausencia o reduccion en la

germinacion. (Lang, et al, 2000)

2. Presencia de hongo

En el cultivo de las semillas se pudo observar el crecimiento de hongo en la superficie de
las mismas y en el papel toalla utilizado como base para la germinacion, con una apariencia
algodonosa proporcionada por los micelios. La presencia de hongos en las semillas causa
enfermedades fisioldgicas en las plantas, esto afecta su funcionamiento y reduce o elimina el
potencial germinativo en la semilla. Estos hongos pueden estar presentes en la mayoria de las
etapas de los ciclos agricolas adoptando diversas formas para su supervivencia. Entre las formas a
adoptar, el hongo puede estar presente en forma de micelio, esclerocios, clamidosporas y esporas.
(Lastres, et al, 2009)
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Por otro lado, el hongo en cualquiera de las formas antes descritas puede ubicarse no solo
en el ambiente, sino que también puede estar presente en la superficie o en el interior de semillas
contaminadas. (Lastres, et al, 2009) Para evitar el crecimiento de hongos en las semillas, podria
reforzarse el efecto del probiodtico sobre este por medio de una suplementacion del medio
utilizando diversos adyuvantes. Matsubara, et al, (2016) sugiere que el uso de micro-minerales
tales como el selenio, regula el metabolismo y refuerza el poder inmunitario de los probioticos

presentes aportando a los probidticos una actividad antiflngica méas elevada.

3. Temperatura
Por ultimo, se llevo a cabo una prueba con un tiempo de 24 y 72 horas para sumergir las
semillas en las distintas soluciones de probidticos y su consecuente riego bajo una temperatura
ambiental promedio de 25°C para su almacenamiento. En cuanto al porcentaje de germinacion en
estas semillas, no se obtuvo resultados satisfactorios ya que no se evidencid indicios de
germinacién en ninguno de los dos tipos de semilla. Este resultado puede atribuirse a los diversos
factores mencionados con anterioridad y también por la temperatura de germinacion de las

semillas.

La temperatura de almacenamiento de las semillas durante la germinacion es de suma
importancia, esto se debe a que las semillas al ser adquiridas se encuentran en el denominado
estado de latencia. Este estado de latencia, dormicion o letargo es aquella incapacidad de la semilla
sana y viable de germinar. Generalmente esta presente al momento de la formacién de la semilla
y cumple la funcion de no permitir una germinacion previa a la dispersion de la misma en el campo.
La latencia en las semillas también cumple la funcién de supervivencia ya que esta restringe el
crecimiento y germinacion de la planta en caso los factores ambientales a los cuales se encuentra
expuesta no son favorables almacenando la energia de esta para el momento ideal de la
germinacién. Las semillas expuestas a probidticos y a distinto nimero de horas fueron colocadas
en envases expuestos a temperatura ambiente, temperatura la cual oscilaba entre los 13°C y 15°C,
esta temperatura es caracteristica durante la época de invierno en un area boscosa. (Ochoa, 2019).
La experimentacion tuvo que darse por concluida debido a que ninguno de los dos tipos de semilla

presentd crecimiento alguno.
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4. Salinidad

Para la purificacion de cada una de las cepas a utilizar, se llevo a cabo una solucion salina
a una concentracion del 0.85%, esta solucién en conjunto con los probidéticos fue utilizada para el
riego de las semillas. Se hace mencion del uso de la solucidn salina debido a que la salinidad en el
medio de cultivo y desarrollo de los probidticos pudo haber sido una causa para impactos negativos
no solo en su desarrollo sino en este caso, como pudo observarse durante la experimentacion, en
su germinacion. La presencia de sales en el agua de riego de los retofios fisiologicamente causa un
estrés osmotico e ionico, este estrés idnico se da como producto en una alteracion de la relacion
potasio/ sodio el cual impacta directamente en el citosol ocasionando incrementos en las
concentraciones de sodio y cloro las cuales dan como resultado dafios en la planta o la incapacidad
de germinacion. (Hernandez, et al, 2014)

Estudios llevados a cabo por Hernandez, et al, (2014) han demostrado que la capacidad de
crecimiento se ha visto imposibilitado con una concentracion de 0.61% de sodio en el tejido por
lo que la solucién salina utilizada para la purificacién de los probioticos pudo haber causado el
mismo fendmeno observado en la experimentacion. Por otro lado, al utilizar el medio de cultivo
de los probidticos, se crea la misma respuesta esto se debe a que el caldo MRS esta compuesto
acetato de sodio en un 0.5% Yy esta compuesto de elementos los cuales al estar en disolucién se

separan en iones de amonio, magnesio, manganeso y potasio en menores concentraciones.

Se debe mencionar que el efecto de la sal no es exclusivamente osmatico, la presencia de
sal causa un control inadecuado de iones en este tipo de plantas. Este tipo de dafio causa un
problema en los mecanismos internos de compartimentalizacion de iones. Al referirse a este tipo
de efecto, no se hace referencia a un estrés osmotico, sino a un estrés causado por una toxicidad
de iones presentandose en la membrana celular y el citoplasma. Este estrés antes mencionado
puede llegar a dafiar la actividad enzimética y organelos necesarios para el desarrollo del retofio.
(Hernandez, et al, 2014) (Obledo, 1991)

Como solucidn a esta problematica se sugiere utilizar semillas halofitas, estas semillas se
cree son tolerantes a la salinidad en concentraciones no mayores a 10,000 mg/l y son caracterizadas
por el mecanismo de secuestro y acumulacion de sal en las vacuolas celulares, esto le permite
controlar la concentracion de sal presente en el citosol para ser capaz de mantener la relacion

potasio/sodio en las células. Se ha intentado definir si las semillas de alfalfa y soya pertenecen a
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alguno de estos grupos, desafortunadamente, la variabilidad de los cultivos en cuanto a la respuesta
a el estrés antes mencionado imposibilita la clasificacion de estas por lo que se debe llevar a cabo
una evaluacion del genotipo a utilizado. (Hernandez, et al, 2014)

C. RESULTADOS DEL METODO EN CUANTO A REDUCCION DE

Salmonella abaetetuba
Debido a que el objetivo principal del estudio era determinar la capacidad de reduccion de
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 en retofios de alfalfa y soya, se llevé a cabo un analisis

microbioldgico al concluir cada uno de los métodos estudiados durante la experimentacion.

Este resultado reflejado en la Figura 3 fue interpretado de la siguiente manera debido a que,
segun la FDA, BAM capitulo 3 recuento en placa de microorganismos aerobicos, el método
correcto de reportar recuentos en placas con crecimiento excesivo e incapacidad de diferenciacion
entre unidades formadoras de colonias es el reporte de estas como TMTC lo cual se traduce por
sus siglas a muchas colonias como para ser contadas y su posterior interpretacion como una
presencia de >300 UFC por placa. Por otro lado, el analisis microbioldgico en las semillas de soya
no se pudo llevar a cabo debido a la ausencia de germinacion en las semillas y la aparicion de

mohos en las mismas, por lo que la muestra fue desechada.

Debido a los resultados antes mencionados para la Figura 4 se prosiguié a aumentar el
tiempo de exposicion directa de las semillas con los probi6ticos. Estos resultados se encuentran
registrados en la Figura 4 como valores promedio del logaritmo del recuento total en placa de la
dilucion inoculada la cual fue aumentada a 10%. Durante esta experimentacion no pudo llevarse a
cabo la determinacion de salmonella en retofios de alfalfa ya que la semilla de esta present6 una
ausencia en la germinacion. Se determind por medio de una prueba ANOVA de dos factores Tabla
9 que no existe diferencia significativa entre el tiempo de exposicién y el tipo de probidtico con
respecto a la reduccion en la carga microbiana y que ambos valores de F presentaron valor menor

con respecto al F critico.

Se llevd a cabo el método de sumersion de semillas a 24 y 72 horas en probidticos con
exposicion a temperatura ambiente. La determinacion de salmonella para esta experimentacion
tampoco pudo llevarse a cabo debido a la ausencia de germinacion de los retofios. Para el estudio
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es de suma importancia mencionar la razon por la cual no se lleva a cabo la determinacién de carga
microbiana en semillas, sino que solo en los retofios, esta importancia radica en las condiciones de
germinacion a las cuales son expuestas los retofios. Segun Stewart, et al, (2001) debido a que los
retofios poseen altos valores nutricionales, los cuales para llevar a cabo el proceso de germinacion
deben liberarse para estar biodisponibles y ser utilizados por los mecanismos propios de las
plantas, son uno de los factores los cuales benefician el crecimiento de los microorganismos

patdgenos, el cual, en este caso, fue la Salmonella.

Cabe mencionar, que entre las condiciones ampliamente estudiadas para la conservacion
de alimentos y la prolongacién de la vida Gtil es el pH. Se ha determinado que un pH neutro el cual
se encuentre mas apegado al 7 es una condicidn ideal para el crecimiento y el desarrollo del retofio.
Al observar los resultados, el pH interno de la semilla presenta un indicio de ser de
aproximadamente 7-7.5, ya que este pH es el pH dptimo para el crecimiento y multiplicacion de
la Salmonella. A pesar de ello, los alcances del estudio no permiten la determinacion especifica
del pH en el interior de la semilla por lo que se sugiere que para futuros estudios se lleve a cabo la
determinacion de pH en el retofio de la semilla posterior a su lavado para la eliminacion de residuos
de probidticos. (Stewart, et al, 2001)

Por altimo, otra de las variables que son cruciales para el desarrollo y crecimiento de
cualquier patégeno en los alimentos es la temperatura. Los patdgenos al igual que cualquier
organismo vivo poseen una temperatura 6ptima de crecimiento la cual les permite la multiplicacion
exponencial en un menor tiempo. Durante la experimentacion se mantuvieron las semillas a
temperatura ambiente y a temperatura de incubacion de 30°C. Segun la literatura, el rango de
temperatura para el crecimiento de la salmonella es de un rango muy amplio el cual puede
encontrarse desde 10°C hasta 45°C presentando tasas de crecimiento variables, por lo que la
incubacién de las semillas a 30°C también fue un factor que propicié el crecimiento y la
permanencia de la salmonella en las semillas. (Stewart, et al, 2001)

La actividad de los probidticos, al igual que el cloro, necesitan un contacto directo con la
Salmonella para lograr su inactivacion. Un fenomeno comunmente presentado durante el
tratamiento y desinfeccion de semillas en general es el poco tiempo de contacto del agente
desinfectante con el microorganismo patdgeno, esto puede deberse a que la capa externa de la

semilla no es del todo lisa, proporcionando un lugar a los patégenos de almacenarse y no
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necesariamente entrar en contacto con ninguna de las soluciones utilizadas para este estudio.
(Buchholz, et al, 2010)

Este escenario puede darse también por dafos fisicos ocasionados a la semilla creando un
area para el almacenamiento de microorganismos. Generalmente en la industria se utiliza un
aparato el cual burbujea la sustancia sanitizante para que esta provoque una turbulencia en el fluido
y mueva las semillas de forma que esta pueda lograr un contacto completo con cada una de las

semillas y la mayor parte de su superficie. (Buchholz, et al, 2010)

Otro fendmeno para considerar es la internalizacion de la salmonella en el tejido vegetal
del retofio. Se ha demostrado en diversos estudios que el aumento de carga de Salmonella en los
retofios se presenta durante las primeras 24 horas de la germinacion, este aumento de carga puede
partir de concentraciones muy pequefias del microorganismo y llegar hasta concentraciones de
aproximadamente 107, fenémeno el cual pudo ser observado durante el estudio. Se ha estudiado el
comportamiento en muchos patdgenos presentes en diversas semillas y se ha observado que estos
tienen la capacidad de ingresar a los tejidos internos de la planta al no encontrar condiciones

favorables en la superficie. (Sanchez, et al, 2011)

Este mecanismo antes mencionado es posible ya que la Salmonella posee un llamado
mecanismo de secrecion tipo I11'y consiste en proporcionar a los bacilos gram negativo secretar e
inyectar proteinas de caracter patdgeno. Estas proteinas de patogenicidad son inyectadas
especificamente en el citosol de la célula vegetal, posterior a ser inyectadas, estas proteinas
reensamblan factores eucariotas de funcionamiento en las sefiales de transduccién, estos son
capaces de crear interferencia con vias de sefializacion de la célula y causar la redireccién de
sefiales celulares encargadas de la organizacion del citoesqueleto. Esta organizacion se ve
modificada estableciendo nichos subcelulares los cuales proporcionan facilitacion en la
colonizacion bacteriana en el interior del tejido vegetal de los retofios. (Sanchez, et al, 2011)

Estudios han demostrado también, que la internalizacion de la Salmonella en el interior de
los tejidos de los retofios se debe a un movimiento del patdgeno por medio de las raices. Diversos
autores han reportado que el mecanismo de ingreso de los patdgenos por las raices se da
preferentemente por medio de las uniones de estas. Estos sitios preferidos por los patégenos son

sitios que se caracterizan por liberar exudados y presentar un mejor acceso a altas concentraciones
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de nutrientes las cuales permiten una supervivencia, estadia prolongada y la capacidad de

multiplicacion. (Ramirez, 2006)

Se ha determinado que este tipo de microorganismo es capaz de ingresar al retofio por
medio de aberturas naturales ubicadas en la epidermis de la plantula, entre estas se puede encontrar
las cavidades sub-estomales las cuales se encuentran en las hojas. Por ultimo, una vez los
microorganismos se ubiquen en el interior de la planta, las células vegetales encargadas de proteger
la planta se cierran en su estado original creando una capa protectora la cual protege a la
Salmonella de sanitizantes que funcionan por contacto o cualquiera que trate Unicamente la

superficie del retofio. (Ramirez, 2006)

Calderon, et al, (2007) también ha mencionado que bacterias gram negativo, como lo es la
Salmonella, son poco sensibles a uno de los mecanismos de defensa de los probioticos,
especificamente el de la produccion de bacteriocinas. La razon explicada en los diversos estudios
que Calderdn, et al, mencionan es que estos microorganismos son menos susceptibles debido a la
configuracién y constitucion de la pared de la membrana externa. Esta membrana externa presente
en la Salmonella constituye una barrera de permeabilidad selectiva que permite no solo un correcto
intercambio de iones, nutrientes y desecho de sustancias nocivas para la célula, sino que también
la restriccion de entrada de sustancias nocivas, las cuales en este caso serian las biocinas secretadas

por los probidticos. (Cortés, et al, 2009)

En conclusién, debido a todos los factores antes mencionados, por el momento la
utilizacion de bacterias &cido-lacticas no es un método que se vea prometedor al corto plazo en
cuanto al tratamiento de semillas con altas cargas iniciales de Salmonella. A pesar de ello, se
deberia de ampliar los alcances de la investigacion tomando en cuenta los posibles factores los

cuales pudieron haber influenciado en esta experimentacion.

50



X. CONCLUSIONES

La desinfeccion de las semillas de alfalfa'y soya con 20000 ppm y su posterior riego
con cepas de Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Pediococcus acidilactici ATCC
8042 y una combinacion de ambas no fue efectivo para la reduccion de Salmonella
abaetetuba ATCC 35640

Se observo que el método causé un impacto negativo en cuanto el desarrollo y
germinacion de las semillas de alfalfa y soya por lo que presentd no ser viable para
su uso en la industria.

Los retofios que presentaron una mayor reduccion de Salmonella abaetetuba ATCC
35640 fueron aquellos tratados con Lactobacillus plantarum ATCC 8014 por un
tiempo de 3 horas. A pesar de ello, el método no fue efectivo ya que no se presentd
una diferencia significativa entre los resultados obtenidos posterior al tratamiento
de las semillas con los probidticos y el grupo control.
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XI. RECOMENDACIONES

Tomar en cuenta las variables mencionadas en el estudio durante la seleccion, manejo y

tratamiento de las semillas para que el método no cause un impacto negativo en cuanto el

desarrollo y germinacion de las semillas de alfalfa y soya. Para ello, se mencionan los

puntos de mejora y las recomendaciones a tomar en cuenta para solucionar estos

fendmenos presentados.

(@]

Para asegurar una produccion de biocinas por parte de los probidticos,
comprar y trabajar con cepas aisladas y caracterizadas a las cuales se les
hayan realizado diversos estudios y se haya comprobado una produccion de
biocinas. Estas pueden adquirirse por medio del contacto con laboratorios
microbioldgicos y solicitar las cepas con suficiente tiempo de antelacion.
En cuanto al pH, llevar a cabo un control exhaustivo en el monitoreo del pH
en el medio en el que se encuentran las semillas, asi como el pH en los
caldos de cultivo a los que las semillas son expuestas durante la
contaminacion con Salmonella y el tratamiento con los probidticos.
Utilizar adyuvantes como micro-minerales tales como el selenio para la
regulacion del metabolismo y refuerzo de la actividad antifingica en los
probidticos. De igual manera, colocar las semillas en un ambiente mas
controlado en cuanto a contaminacion ambiental y estudiar las semillas en
bldsqueda de contaminacion con alguna forma de hongos para asi reducir la
probabilidad de contaminacién con los mismos.

Para eliminar la prolongacion de la fase de letargo en las semillas, continuar
con el estudio utilizando un ambiente controlado con respecto a la
temperatura, asi como la utilizacién de incubadoras para determinar si este
factor también contribuy6 en la ausencia de germinacion evidenciada.
Identificar e investigar distintos métodos de purificacion de probidticos los
cuales no involucran la utilizacion de cloruro de sodio para eliminar el dafio
ocasionado por estrés osmotico y la toxicidad de iones. Por otro lado,

también se recomienda el estudio, caracterizacion y utilizacion de semillas
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de alfalfa y soya de caracter halofito ya que estas presentan tolerancias
mayores a la exposicion de medios salinos.

o Para realizar la desinfeccion con la solucion de cloro y probidticos, utilizar
un aparato de burbujeo el cual permite crear turbulencia en las soluciones
para una desinfeccion mas homogénea.

Mantener un control més exhaustivo en los metabolitos secundarios y los productos
relacionados a los microorganismos que intervienen durante el proceso de desinfeccion.

- Llevar a cabo estudios previos en las semillas para determinar sus caracteristicas y

su forma de reaccion con respecto a factores tales como estrés osmotico, cambios

de temperatura y factores relacionados los cuales puedan repercutir en la

germinacion de los retofios.
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XII. ANEXOS
A. DATOS ORIGINALES

1. Resultados de pruebas de antagonismo

Halo 1 (cm) Halo 2 (cm) Halo 3 (cm) Media
Lactobacillus 2.90 2.50 3.10 2.83+0.31
plantarum
ATCC 8014.
Pediococcus 2.30 2.60 2.40 2.43 +0.15
acidilactici
ATCC 8042.
Lactobacillus 1.60 2.00 2.10 1.90 + 0.26
casei ATCC 334.
Lactobacillus 2.30 2.00 1.80 2.03+0.25
fermentum
ATCC 9338.

Tabla 2.Antagonismo microbiano por medio de prueba spot-test

Halo 1 (cm) Halo 2 (cm) Halo 3 (cm) Media
Lactobacillus 0.50 0.40 0.60 0.50+0.10
plantarum
ATCC 8014.
Pediococcus 0.60 1.40 1.00 1.00 +0.40
acidilactici
ATCC 8042.
Lactobacillus 0.40 0.20 0.10 0.23+0.15
casei ATCC 334.
Lactobacillus 0.50 0.50 0.60 0.53+0.06
fermentum
ATCC 9338.

**Nota: todos los valores en rojo son aquellos que no presentaron un valor satisfactorio para la prueba de antagonismo (mayor

Tabla 3. Antagonismo microbiano por medio de prueba de difusion

a 0.5cm)
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2. Seleccidn de cepas para su utilizacion en tratamientos

Promedio de resultados
obtenidos en ambos métodos
Lactobacillus 1,67 £0.15
plantarum
ATCC 8014.
Pediococcus 1,72 £0.17
acidilactici
ATCC 8042.
Lactobacillus 1,06 + 0.08
casei ATCC 334.
Lactobacillus 1,28 +0.14
fermentum
ATCC 9338.

Tabla 4. Seleccion de cepas para tratamientos

**Nota: Los valores presentados en rojo son aquellos que se determinaron no ser favorables para el estudio, los valores
presentados en verde fueron aquellos que presentaron ser favorables para el estudio y por ello fueron seleccionados.
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3. Porcentaje de germinacion

Numero Porcentaje Péﬁﬁ;:;?éﬁ 3) € Porcentaje de
Probiotico de de Media seqtin dato rendimiento
repeticion | germinacion teér%co (80%) segun control
Pediococcus 1 82.00%
acidilactici 0 0 0
ATCC 8042, 5 84.00% 79.33% 99.17% 91.89%
3 72.00%
Lactobacillus 1 86.00%
A"T'%”éaggﬂ_ ) 500y | 82:67% | 103.33% 95.75%
3 87.00%
Pediococcus 1 85.00%
acidilactici
gggbggﬁlzu: 7967% | 99.58% 92.28%
0,
plantarum 2 80.00%
ATCC 8014. 3 72.00%
1 88.00%
Control 2 86.00% 86.33% 107.92% 100.00%
3 85.00%

Tabla 7. Porcentaje de germinacion y rendimiento para resultados obtenidos de semilla de alfalfa en un tiempo de 20 minutos
sumergidas en probioticos.

**Nota: Todos aquellos valores presentados en color rojo fueron aquellos que presentaron un valor promedio menor al dato
tedrico proporcionado en el envase.
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NUmero Porcentaje Porcggtaje
de de | rendimiento
repeticion | germinacion ,
segun control
Pediococcus 1 86.00% 89.00%
acidilactici
ATCC 8042. 3 88.00% 90.00%
6 96.00% 99.00%
Lactobacillus 1 71.00% 73.00%
plantarum
ATCC 8014. 3 70.00% 71.00%
6 86.00% 89.00%
Pediococcus 1 86.00% 89.00%
acidilactici
ATCC 8042 +
Lactobacillus 3 91.00% 93.00%
plantarum et et
AVEE B, 6 97.00% 100%
1 97.00%
Control 3 98.00%
6 98.00%

sumergidas en probioticos.
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4. Reduccidn de carga microbiana

NUmero . .
Probi6tico de Conteo en Media Unldad_es Unlgad_es
L placa (UFC) exponenciales logaritmicas
repeticion
. 1.1 > 300 UFC > 300
Pediococcus UEC
acidilactici 5
ATCC 8042, 2.1 > 300 UFC 3.00x10 12.61
1.2 > 300 UFC > 300
2.2 > 300 UFC UFC
. 11 > 300 UFC
Lactobacillus > 300
plantarum UFC 5
ATCC 8014, 2.1 > 300 UFC 3.00x10 12.61
1.2 > 300 UFC > 300
2.2 > 300 UFC UFC
Pediococcus 1.1 > 300 UFC
acidilactici > 300
ATCC 8042 + UFC 5
Lactobacillus 2.1 > 300 UFC 3.00x10 12.61
plantarum
ATCC 8014. 1.2 > 300 UFC > 300
2.2 > 300 UFC UFC
11 > 300 UFC > 300
2.1 > 300 UFC UFC 5
Control 10 > 300 UEC > 300 3.00x10 12.61
2.2 > 300 UFC UFC

Tabla 5. Recuento final obtenido para semilla de alfalfa con un tiempo de sumersién en probidticos de 20 minutos.
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Numero Unidades .
Probidtico de I Media | exponenciales Unlgad_es
-, placa (UFC) logaritmicas
repeticion
1.1 2,438 7
Pediococcus 1.2 2,050 2,244 2.24x10 16.92
acidilactici 3.1 1,440 7
ATCC 8042, 392 2.105 1,772 1.77 x10 16.68
6.1 1,551 ;
6.2 2105 1,828 1.83 x10 16.72
11 2,936 7
Lactobacillus 1.2 1,884 2,410 2.41x10 16.99
plantarum 3.1 300 6
ATCC 8014. 3.2 300 300 3.00x10 14.91
6.1 3,656 7
6.2 300 1,978 1.98 x10 16.72
1.1 2,936
Pediococcus 1,618 1.62 x107 17.19
acidilactici 12 300
Lactobacillus 2,366 2.37 x107 17.61
plantarum 3.2 300
ATCC 8014. 6.1 1,495 7
6.2 2493 1,994 1.99 x10 16.81
1.1 316 7
19 516 416 4.16x10 17.54
3.1 1,028 8
Control 39 1568 1,298 1.30x 10 18.68
6.1 300 7
6.2 436 368 3.68x10 17.42

Tabla 6. Recuento final obtenido para semilla de soya con un tiempo de sumersion en probioticos de 1, 3y 6 horas.
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5. Analisis estadistico

F F critico Conclusioén

Variacion No hay diferencia

. 1.43 4.75 significativa entre las
de tiempo i

medias

Variacion No hay diferencia

de 0.05 5.14 significativa entre las
probidticos medias

Tabla 9. Resultados del analisis estadistico

**Nota: Los datos presentados en rojo son todos aquellos que no presentaron una conclusion satisfactoria para el estudio
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B. CUADRO DE ORGANIZACION DE METODOLOGIA

Etapa de evaluacion Metodologia Control positivo P dc(aj;r:ghsw e
Evaluacion de
1. Prueba agar tamarnio del halo de
spot test. - Control de | inhibicion por medio
Pruebas de 2. Prueba de contaminacio | de laestimacion de
antagonismo difusion. n ambiental. las medias de cada
tratamiento,
desviacion y
varianza.
1. Obtencion de - Recuento
semillas microbiologic
2. Obtencién de 0 de retofios
S. abaetetuba sin
: inoculacién
3. Preparacion de
de S.
abaetetuba a S. abaéteectﬂgr?to
mocula_r., microbioldgic Resultados de los
4. Preparacion ~
. o de retofios | recuentos (Establecer
de cultivos de . to d
robibticos inoculados un punto de
P . con S. comparacion para
5. Contaminacio abaetetuba | resultados del método
Para pruebas de n de semillas ;
. estudiado)
efectividad de con S. - Recuento
desinfeccion con abaetetuba microbiolégic
cloro y probidticos. 6. Tratamiento o de retofios
con cloro a inoculados
semillas con
inoculadas probidticos y
con S. tratados con
abaetetuba . cloro
7. Tratamiento
con - Recuento
probidticos a microbioldgic
. Sem'l”gs "Ir‘]joeczelzo 219 | ANOVA de dos
Inoculadas factores
previamente con S.
tratadas con abaetetuba ,
cloro. tratados con
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Rendimiento de
germinacion.

8. Anélisis cloroy con
microbioldgic probidticos.
0.
1. Obtencion de - Previoala
semillas contaminacio
2. Obtencioén de nconS.
S. abaetetuba abaetetuba

3. Preparacion
de S.
abaetetuba a
inocular.
4. Preparacion
de cultivos de
probidticos.
5. Contaminaci6
n de semillas
con S.
abaetetuba
6. Tratamiento
con cloro a
semillas
inoculadas.
7. Tratamiento
con
probidticos a
semillas
inoculadas
previamente
tratadas con
cloro.
8. Efectividad
del método.

Luego de ser
contaminados
con S.
abaetetuba

Luego de ser
desinfectados
con cloro

Luego de la
desinfeccion
con
probidticos

Gréfico de barras

Tabla 10. Resumen de metodologias y plan de analisis de resultados con respecto a etapas del estudio.
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C .DIAGRAMAS DE FLUJO DE METODOLOGIAS

Prueba de efectividad de
desinfeccion con cloroy

probidticos
- Control de
rerdimienta de ¢—— Obtencidn de semillas
Berminaciin

Qbtencién de
MICFoOrganismos

SN

Recuenls ¢ preparacion de §. aboetetubo . Preparacién de probiéticos

micrebiano _
W S |
 Recuents |

mikcrobiana \ ] k [ I A |
- Control de Contaminacién de semillas con
rendimantode < abosteniba
germinatidn
Recuento
microtiane
- Control de  §—— Tratamiente de semillas con cloro
rendimiento de 4
germinacion L

- Control de
rendimiento de $—— Trataméento con probidticos

germinazion \/ \

Anglisis Microbioldgico  Rendimietno de germinacién

/ 2R rhl

Solmonelia 5.p

llustracion 5. Diagrama de flujo de metodologia
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Pruebas de antagonismo

Preparacién de S. abaetetuba Preparacion de probidticos

N

Prueba spot-test
Prueba de difusion

/

Medicion de tamafos de halos en Medicién de tamarfio de halos en
spot-test

difusion

Analisis de resultados de pruebas
por estimacion de medias,
desviacion estandar y varianza.

llustracion 6. Diagrama de flujo para la realizacion de pruebas de antagonismo.
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D .PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD
(Alba y Araujo, 2008)(OMS, 2005)

1. Especificaciones de la accesibilidad al laboratorio

a.

Se debera colocar en las puertas de entrada el simbolo signo internacional

de peligro bioldgico.

Mantener las puertas del laboratorio cerradas en todo momento,

especialmente al estar manipulando el microorganismo.

No se permite el acceso a personas ajenas al estudio media vez se estén
llevando a cabo pruebas con los microorganismos y no se haya llevado a
cabo el procedimiento de limpieza y desinfeccion final.

2. Especificaciones de proteccion personal

a.

Previo al ingreso el individuo se debe lavar las manos adecuadamente y

colocarse el equipo adecuado (bata, guantes y lentes de laboratorio).

El individuo debe lavar sus manos o guantes cada vez que manipule alguno

de los microorganismos y previo a retirarse del laboratorio.

Queda terminantemente prohibido retirarse con cualquier prenda de
proteccion personal fuera del laboratorio en donde se estd manipulando el

microorganismo.
El calzado debe de ser zapato cerrado preferiblemente de cuero.

No estd permitido almacenar alimentos para el futuro consumo humano,

comer, beber o fumar dentro del laboratorio.

La bata de laboratorio debera colocarse en el lugar adecuado para ser lavada,

no en armarios en donde se encuentre ropa de calle.

3. Procedimientos dentro del laboratorio

a.

No esta permitido por ningn motivo pipetear o colocar ningin material en

la boca.
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b.

Todo derrame o accidente sera notificado al encargado del laboratorio y se

mantendré un registro escrito de cualquier incidente.

Todo material de descarte que haya estado en contacto con los
microorganismos debera ser descontaminado, ya sea por medios fisicos o

quimicos.

En caso se necesite retirar cualquier documento del laboratorio, éste sera

introducido, manipulado y protegido de cualquier tipo de contaminacion.

4. Procedimientos en el area de trabajo

a.

El area de laboratorio en donde se esté trabajando debe permanecer siempre
limpia y ordenada, libre de materiales no relacionados al estudio.

Las mesas y materiales de trabajo seran limpiadas y desinfectadas con
alcohol al 70% previo y concluido su uso.

Todo el material ubicado dentro del area de trabajo debe ser exclusivo de

dicha &rea y no se debe retirar ni sustituir por otro.
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