UNIVERSIDAD DE OVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO EN BIOTECNOLOGIA
ALIMENTARIA

“APLICACION DE LA TECNICA DE
CITOMETRIA DE FLUJO AL CONTROL
DE UN CULTIVO INICIADOR DE
Lactobacilluscasaei EN LA INDUSTRIA
LACTEA”

PROYECTO FIN DE MASTER
POR

CLAUDIA CAMPOS LISTE

JULIO, 2012

M MA



AGRADECIMIENTOS

Grandes retos como este proyecto siempre son wafiaes sirven para crecer
profesional y personalmente. Es dificil plasmawueas lineas la gratitud por el apoyo
recibido en estos meses de duro trabajo sin osédde mencionar a alguien, pero me
gustaria agradecer especialmente a una serie stenpsr

A mi familia y seres queridos, que aunque a vesesomplicado explicarles a que
me dedico y porqué lo hago, siempre me apoyan smetisiones y creen en mi.

A mis compafieros del master, por ser tan grandes,lqgs buenos y malos
momentos vividos a lo largo del curso, por ser goig a pesar de provenir de
disciplinas y lugares tan diferentes.

A mi tutora Monica, por volcarse en transmitirme itaportancia del trabajo
ordenado y recibirme siempre con una sonrisa, asleiealeer pacientemente este
manuscrito.

Al departamento de Ingenieria Quimica y Tecnolatgh Medio Ambiente, por
permitirme usar sus instalaciones sin restricciopea todos los comparfieros del
laboratorio por interesarse en mis progresos aalgol de esta corta, pero intensa
aventura.

A todos aquellos profesores y profesionales deosepie me han transmitido su
sabiduria a lo largo de estos afios y me han pdontithbajar en sus instalaciones (y los
que vendran) un pedacito de cada uno de ellos hadsepara formarme como
profesional y sobre todo como persona.

A Ana Salas y Magdalena Choda del Area de CitomeBervicio Cientifico-
Técnico, Universidad de Oviedo; por su enorme paideconmigo y ayudarme en esta
introduccién a la citometria de flujo, sin ellagaeempresa no habria llegado a buen
puerto.

Quizéa alguien se me escape, pero sé que sabrdpdisne por no mencionarlo,
gracias a todos ellos.



AGRADECIMIENTOS

RESUMEN



RESUMEN

El empleo de la tecnologia de los cultivos iniciedoesmuy importante en la
industria lactea. Se debe por tanto asegurar gdesalrrollo del fermento se realice en
las mejores condiciones y que, en el momento dmatulacion en el fermentador
presente unas condiciones oOptimas de actividadbdleta. Para que los procesos
fermentativos se desarrollen satisfactoriamentetesesante estudiar previamente la
viabilidad del cultivo iniciador y analizar como atucionan sus distintos estados
fisiologicos, con el fin de poder determinar el nemto mas adecuado para inocular.

Esta documentada la existencia de distintos esti#&lokgicos en una poblacion
bacteriana, que pueden variar con el tiempo, deemaaque en un cultivo puro de
microorganismos existe heterogeneidad, con un ptajede la poblacién que tiene
actividad metabdlica pero no capacidad de crecimigaproductivo. Los métodos
clasicos suponen una infraestimacion del contenide microorganismos
metabolicamente activos. Sin embargo, estos estuldiviabilidad se siguen realizando
hoy dia por métodos tradicionales, basandose eapacidad o no de formar colonias
en medio de cultivo sintético o en el aumento denkdida de turbidez en medio
liquido. Las técnicas clasicas tienen la desvertajgue la obtencion de resultados se
prolonga en el tiempo y presentan limitaciones amanto a sensibilidad y

representatividad.

La industria alimentaria precisa soluciones rapidabustas y de alta sensibilidad
para determinar la viabilidad microbiana, que pe&amhacer un seguimiento rapido de
los procesos de desarrollo de los cultivos inidiagly de la fermentacion, teniendo la
posibilidad de modificar las condiciones en el oudgl proceso, para actuar sobre
problemas de bajos rendimientos o paradas fernneagaEsto permitiria optimizar las

condiciones y aumentar el rendimiento del procesdyztivo.

La citometria de flujo se perfila como una técrecaergente de largo alcance para
el estudio de los estados fisiolégicos presentepadrtaciones microbianas. Permite
realizar un monitoreo rapido de los estados indiaies de los microorganismos durante
las fermentaciones. Al analizar un alto nUmero s en cada analisis en tiempos
cortos, la representatividad de la muestra es rtayE proceso de preparacion de las
muestras es rapido y requiere pequefios volumenesllB en este trabajo se plantea su

aplicacién para el control y la optimacion del aesé de un cultivo iniciador tipico de
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la industria lactea, evitando laboriosos pre-traatos de las muestras que podrian

alterar los resultados obtenidos.
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ABSTRACT

The use of starter cultures in the food industryidespread. For fermentation
processes take their course successfully a prevabugdy of the viability of the
microorganisms to be used is interesting in orderbe in optimum metabolic
conditions, ensuring the process will run its ceundile the environmental conditions
are kept appropriate. However, viability studieg aften performed by traditional
microbiological methods, based on the ability ot twoform colonies in semi-synthetic
culture medium or by measuring their turbidity iigquid medium. It is well documented
the existence of different physiological statesaineterogeneous microbial population.
In microbial cultures, a percentage of the popafashows metabolic activity but is not
capable of division and therefore cannot form cmsnso that the classical methods
imply an underestimation of the content of metatadly active microorganisms.
Moreover, these conventional techniques have thatgtisadvantage that the outcome
is markedly prolonged in time and have many linoed in sensitivity and
representativeness. The food industry requireskqumbust and high sensitivity for
studies of microbial viability having the abilitp tmodify the conditions in a timely
manner if necessary, avoiding malfunction probl@émisioprocesses or stop or sluggish
fermentations that would have worked in good cood# and can increase the
performance of the production process.

Flow cytometry with increasing popularityin recent yearsis emerging as high
throughput technique to studiie physiologicaktatespresent in anicrobial populationit
allows rapid monitoring ofindividual metabolic stategduring microbial fermentationsBy
analyzing a higmumber of events irach samplethe representativeness is vérigh and time
analysis is lowThe preparatiorof samples foiflow cytometryis not laboriousand does not
requirea large volume osamplefor analysis.Therefore, this study presents its application for

monitoring and optimizing the development of atstaculture of the dairy industry, avoiding

tedious pre-treatments of samples that could altethe results.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La industria de alimentos y bebidas es una de Esimportantes dentro del sector
alimentario. Con el 16,38% del total de la prodéaandustrial, es el primer sector de
la industria manufacturera en Espafia. Supuso aficeR010 una produccion bruta de
81.369 millones de euros, ocupando el quinto puastosentas en la Union Europea y

el segundo en cuanto a creacion de empleo.

Dentro del sector lacteo espafol hay unas 1.695emap, de las cuales sélo 6
transforman el 47,6% del total de la produccién; jmoque este sector estd muy
centralizado en grandes empresas. Dentro deedta ®peran algunas de las mayores
firmas del sector alimentario espafiol y tras et@ezarnico es el de mayor produccion
del pais (fuente: Federacion Espafiola de Industeadimentos y Bebidas; FIAB).

El consumo de lacteos por persona y afo se sitUeag 40 kg, los alimentos
lacteos tienen un peso importante en la dieta kdilaconsumo de bebidas lacteas
fermentadas ha aumentado significativamente enulomos afios, se estima un
consumo de este tipo de bebidas superior a 2 kghpbitante al afio (fuente:

Federacion Espariola de Industrias Lacteas, FENIL)

El empleo de microorganismos como agentes transfitones de la materia prima
convierte al producto final en un producto de valfiadido respecto a la materia de
partida. La tecnologia de los cultivos iniciadosesbasa en la aplicacion de fermentos
constituidos por microorganismos conocidos, lo gupone un avance frente al uso
tradicional de la microbiota presente originalmeme el alimento, a modo de
fermentacion espontanea, ya que de esta manermacekp fermentativo es controlado y
se obtienen producciones estables y uniformes. lldaga a los consumidores un
producto de composicidon constante y de calidadlarf del afio. En los procesos de
fermentacion industrial se utilizan cepas de miagganismos conocidos, que deben dar
un buen rendimiento y aportar caracteristicas aigaticas deseables al alimento. En
ocasiones los fermentos industriales estan formpdosina sola cepa o0 especie, pero
también se comercializan cultivos mixtos. Dentrolake fermentos empleados en las
fermentaciones alimentarias, el grupo de las hastdacticas es uno de los mas

empleados y comercializados a nivel industrial.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un grupmterogéneo de
microorganismos no relacionados taxondmicamente aftpero que se agrupan al ser
frecuentes en alimentos lacteos y que tienen eniieden formacién de acido lactico
como principal componente, resultado de su metsolifermentativo. Dentro de este
grupo, el génerdactobacillus spes de uso frecuente en la fabricacion de derivados

lacteos, pero también en céarnicos y vegetales faades.

El monitoreo del bioproceso a lo largo del transocude la fermentacion es
fundamental, de tal forma que permite corregir [aolas por paradas fermentativas o
baja velocidad de la fermentacion. Una mayor inBmi@n y un mejor conocimiento del
curso del proceso permitirian corregir los problgmpear incorrecta mezcla, agotamiento
de sustrato, etc. que pueden llegar a ocasionportemtes pérdidas econdémicas y
hacen que la produccién no sea homogénea en caasiocalidad. El estudio de la
viabilidad de los fermentos antes de iniciar ekcpem fermentativo a escala industrial es
muy importante, ya que en ocasiones éstos se mmoauke almacenan en condiciones
no adecuadas que afectan a su estado metabdlicontbl de los estados fisioldgicos
de los cultivos iniciadores en los procesos de datacion industrial puede suponer una
mejora en el proceso fermentativo reduciendo censidemente la fase de

aclimatacion al medio y mejorando el rendimientbpieceso.

Los métodos microbiologicos clasicos se basan encretimiento de los
microorganismos en medios de cultivo semi-sintéfiqque aportan las necesidades
nutritivas para su crecimiento, con condicionegideacion y temperatura éptimas para
su pleno desarrollo. Tradicionalmente se entendéaumpa célula estaba viva cuando era
capaz de multiplicarse en las condiciones adecuddss un cierto periodo de
incubacion y ocasionar turbidez en el medio o fere@onias en medio de cultivo
sélido. Las técnicas basadas en formacion de @daem medio sintético son tediosas,
limitantes, y la obtencion de resultados se pradamgcho en el tiempo, pudiendo llegar
a extenderse varios dias, lo que impide o difidaltloma de decisiones en el curso del

proceso industrial.

Las nuevas tecnologias que permiten actualmentstallio de las poblaciones
microbianas a nivel de célula individual han demamki que existen estados
fisiol6gicos intermedios, mas alla de la vision glista tradicional de la ley del todo o

nada (si una célula no es capaz de reproducirgenagerta) y que hay un porcentaje de
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

la poblacion, que en ocasiones puede ser mayoritare no es capaz de multiplicarse y
formar colonias, pero que sin embargo tiene capdaidetabdlica y puede intervenir en
los procesos fermentativos. La citometria de flg® un sistema de deteccidn
automatizado, que permite analizar un alto numer@wentos (células) en un tiempo
muy breve, lo cual hace que la medida sea altanrepesentativa frente a otras
técnicas oOpticas basadas en tincion con coloramede llegar a tal volumen de células
supondria horas de trabajo. Ademas, en estas gltiewm el usuario el que ha de
identificar las células y su estado fisioldgico, dae implica alta variabiliad en la

medida dependiendo del manipulador.

La combinacion de la citometria de flujo con ldizdicion de fluorocromos permite
realizar un andlisis multiparamétrico de las maesstEsta técnica permite monitorizar
en tiempo casi real y con alto grado de represeiat los estados fisiologicos
individuales de las células durante las fermentesamicrobianas, permitiendo hacer
una clasificacion funcional de las células basadase actividad metabdlica, la

integridad de la membrana u otros parametros cekila

La bibliografia cientifica que ha estudiado fermnaemines lacteas por citometria de
flujo, que aun es escasa, 0 bien los trabajos boedan el recuento de bacterias en
leche, recomiendan un pre-tratamiento de clarificacantes del andlisis. Se han
descrito pasos previos de clarificacion de la leftes de la tincién de las muestras con
acidos diluidos, soluciones comerciales clarifizadaconstituidas por detergentes para
reducir las particulas de la leche (Bunthof y @l02) o tratamientos con enzimas
como la savinasa y la proteinasa k para evitargldbulos de grasa y proteinas
(Gunasekera y col. 1999). Este tipo de tratamieiiges las células somaticas y
provocan la floculacion de las micelas de graska tleche, pero también pueden dafar a
las células de interés, de manera que el estudia dabilidad celular y de los estados
fisiologicos de la poblacion se puede ver afecfaaiola realizacion de la clarificacion
de la leche. En este trabajo se propone la optomaide un protocolo de citometria de
flujo para estudiar los distintos estados fisiotdgi durante el desarrollo de un cultivo
iniciador en leche durante el transcurso de la éatacion, que nos permita analizar la
heterogeneidad de la poblacion y determinar el nmdonéptimo para inocular el
fermentador, evitando realizar pre-tratamiento®riasos de las muestras que ademas

pudieran afectar sus estados fisioldgicos, alterdoslresultados obtenidos.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Ademas, se plantea en este trabajo la aplicacida tbznica de separacion celular
activada por fluorescencia (FACS), para recupeaar délulas con las propiedades
deseadas. La separacion fisica de las distintgsobldTriones permitira verificar sus

patrones de tincion y la idoneidad del protocolsadmllado.

Considerando los aspectos anteriores, en en abtgdrse plantean los siguientes

OBJETIVOS

1. Poner a punto un protocolo de citometria de flugoapcultivos dd.actobacillus
caseicrecidos en medio semi-sintético, en el modo déisas, por tincion dual con
las combinaciones de fluorocromos de interés: cdftboresceina (CFDA), yoduro
de propidio (IP) y BOX (Bis-Oxonol)

2. Verificar la adecuacién de la tincibn sobre muestsin pre-tratamiento de
clarificacion, de cultivos crecidos en leche dueagittranscurso de la fermentacion
acido-lactica y su correcto analisis por citometié&aflujo, utilizando los mismos
colorantes seleccionados.

3. Utilizar la técnica de FACS para separar fisicamédas distintas subploblaciones
del cultivo iniciador y verificar el patron de tida de las células.

4. Estudiar la heterogeneidad de los diversos esfélokgicos durante el desarrollo
de cultivos delLb. caseien leche, a lo largo del proceso de fermentagidna
identificar el momento mas adecuado para su inodran el fermentador en base

a su actividad metabdlica.
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CONSIDERACIONES TEORICAS

2.1. Bacterias acido lacticas: caracteristicas gerales

Entre los microorganismos utilizados en la indasédimentaria como herramienta
biotecnoldgica, destaca el grupo de las bactedizshs (BAL). Las bacterias del acido
lactico forman un grupo muy heterogéneo de micraaigimos que comprende varios
géneros, aunque taxonOmicamente no sean similates si. Tienen en comun la
formacion de acido lactico como producto final dersetabolismo y generalmente
tienen complejos requerimientos nutricionales ya qgarecen de muchas capacidades
biosintéticas; por ello son generalmente abundasdés en las comunidades donde
estos requisitos puedan ser proporcionados cometaleg, carne, leche y materia en
descomposicion. Se encuentran asimismo en la chwda y el tracto intestinal de

mamiferos y algunas especies forman parte de lebiita vaginal habitual.

Las bacterias éacido lacticas son bacterias Gramtiyass inmoéviles y no
esporuladas, que dan lugar a acido lactico conmzipal (heterofermentativas) o Unico
producto de su metabolismo fermentativo (homofetatems). Estos dos procesos se
diferencian principalmente porque el primer grupené un solo tipo de producto
fermentativo, el acido lactico, mientras que eluselp grupo da otros productos como
etanol y CQ. Su metabolismo se lleva a cabo en una atmésferaaeiofilica, aunque
son aerotolerantes (pueden crecer en presenciaaled3ar de que no pueden utilizarlo
como aceptor final de electrones)

En los productos lacteos, estas bacterias deseraraden proceso por el cual
transforma la lactosa en acido lactico. A medida euacido se acumula, la estructura
de las proteinas de la leche va modificAndose ¢uajando), y lo mismo ocurre con la
textura del producto. Dependiendo del tipo de BAteyotras variables tecnolégicas,
como la temperatura del proceso, la composiciétadeche, aditivos etc. varian las
cualidades particulares de los distintos produassltantes.

El &cido lactico que se forma en este proceso faatieo es un fuerte esterilizador,
inhibe el desarrollo de microorganismos patégepamorciona al alimento fermentado
unas caracteristicas organolépticas concretas gphwierte en un alimento de valor

afladido con respecto a la materia prima de partida.
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CONSIDERACIONES TEORICAS

2.1.1. El géneroLactobacillus sp.

Normalmente, los miembros del génekactobacillus sp resisten mejor las
condiciones de acidez que las restantes bacteziagiio lactico: son resistentes a pH
cercanos a 4,0 — 3,6; esta propiedad les permigeirsereciendo durante las
fermentaciones lacticas naturales, cuando el pHidrainuido tanto que otras BAL no
pueden crecer. Por consiguiente, los lactobacilesien llevar a cabo las Ultimas fases

de la mayoria de las fermentaciones acido lacticas.

2.1.2. Lb. casa

Lb. caseies una especie heterofermentativa facultativa,equgeneral se comporta
como homofermentativaEs habitualmente la especie dominante de bactada®o
lacticas presentes en la maduracion de algunos tie queso manera natural y se
emplea como fermento en numerosas fermentacioimesrahrias de diversa indole
(carnicos, lacteos, vegetales, etc.)

Las bacterias lacticas son utiles en la Industimmaesataria, no sélo por su habilidad
para acidificar y conservar los alimentos del deter sino por su contribucion a las
propiedades organolépticas de los productos feadent

Ademas del beneficio tecnoldgico, las bacterias dpoetener propiedades
beneficiosas para la salud, actuando como probgtide la flora intestinal. Los
probiodticos son aquellos microorganismos vivos qliser agregados como suplemento
en la dieta, afectan en forma beneficiosa al deléarde la flora microbiana en el
intestino (Wohlgemuth y col. 2010) Para ser considies como tal, deben ser capaces
de sobrevivir al paso por el tracto digestivo y capaces de proliferar en el intestino
(Bertazzoni Minelli y col. 2004, Maragkoudakis yl.cB006). Por ello se afiaden este
tipo de cepas a alimentos de base lactea, ya quegj@mplo, los fermentos que se
emplean en la elaboracion de los yogures no soereel paso por el tracto digestivo
ni colonizan el intestino y no pueden proveer ningéneficio para la salud. Algunas
cepas dé.b. caseise afiaden a leches fermentadas comerciales debidpapel como
microorganismos probioticos.

Otra de las aplicaciones deb. caseies su empleo como fermento para la
revalorizacion de subproductos lacteos, como ex<asb del suero lacteo. Este

subproducto se genera durante la elaboracion adiesa industrial del queso y
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CONSIDERACIONES TEORICAS

representa entre el 85-95% del volumen de la le8®eproducen aproximadamente 145
millones de toneladas de suero lacteo al afio; gbone un importante problema
medioambiental, ya que al ser rico en nutrientessgnta elevados valores de DBO y
DQO vy es preciso su adecuado procesamiento enidsacDepuradoras de Aguas
Residuales (EDAR) lo que encarece el tratamientoededuo. El acido lactico obtenido

de la fermentacién del lactosuero puede emplears® conservante alimentario (Serna
Cock y col. 2005, Panesar y col. 2007), permitierathucir la produccion de este tipo

de residuos de alta carga contaminante y reutdizi@ncon fines alimentarios.

2.2. Empleo de cultivos iniciadores en la industria laaa

En la elaboracion de numerosos alimentos fermesta®d emplean cultivos
iniciadores o starters Su funcion principal es la de fermentar la laatos
transformandola en acido lactico, lo cual bajaktlypmodifica las proteinas de la leche
haciendo coagular la caseina. Los aminoacidos messen la leche no son suficientes
para favorecer el crecimiento hasta una biomasadadey por ello las caseinas de la
leche se convierten en la primera fuente de nitrogeoteico al agotarse el nitrdgeno
no proteico en el ambiente.

Se afiaden cultivos de cepas que se conoce que tienbuen rendimiento y dan
lugar a un producto final de buena calidad, pudeser de una Unica especie o de
varias especies diferentes. Cepad.detobacillus sp.,. Lactococcus sp., Streptococcus
sp. entre otras, se emplean de manera habitualieduatria lactea.

El empleo de cultivostarter esta muy extendido, ya que la fermentacién oalgre
manera mas controlada que empleando la flora mamaloriginal en la materia prima
de partida. Al encontrarse unicamente los micrausgaos de interés en el bioproceso,
no tienen competencia con otros tipos microbianes gesarrollan a pleno rendimiento.
Son ademas mas resistentes a las infecciones gms, fanos de los grandes problemas
de la industria lactea, ya que al lisar los micganismos, la fermentacion se detiene. Se
obtienen ademas productos mas homogéneos y s @étaidas econdémicas por
pérdidas de tiempo y materia prima.

Las cepas destarter se seleccionan por su alta capacidad de ferméntacia
formacion de aromas caracteristicos, ademas dessstancia durante el proceso de
conservacion y el mantenimiento en iniciadores osixt_os cultivos utilizados para

fermentaciones alimentarias también contribuyen ceacciones secundarias que
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CONSIDERACIONES TEORICAS

producen sabor y textura, que es la responsabla dderencia entre productos de
distintas marcas, y por lo tanto contribuye sigifivamente al valor del producto.

Los Lactobacillus sp.no solo realizan la fermentacién acido-lacticaosgue
ademas poseen sistemas proteoliticos y lipolitipes producen compuestos como el
diacetilo y el acetaldehido que dan aroma y aspddtrente al producto final,
aumentando su valor en el mercado.

Se empled.b. caseicomo cultivo aromatizante en el proceso de madurage
quesos de pasta blanda, dura y semidura, como slelBtal y Edam. También se
emplean fermentos deb. caseien algunas leches fermentadas comerciales y en

complementos alimenticios por su papel probiotiededflora intestinal.

2.3. Estudio de la viabilidad en cultivos bacterianos

El estudio de la viabilidad de las células en uliveaude microorganismos es un
método rutinario habitual en un laboratorio de ofidnlogia. Tradicionalmente se
consideraba que una célula era viable cuando pez ke dividirse y formar colonias al
sembrarla en una placa Petri u ocasionar turbitlémeularla en un caldo de cultivo
apropiado. Por oposicion a esto, de forma habsealenia considerando como no
viable o muerta si esto no ocurria.

Considerar que cada colonia se forma a partir delaica célula supone un margen
de error muy elevado y por ello se considera gda calonia se origina a partir de una
unidad formadora de colonia (UFC) que no ha deneeesariamente una unica célula.
Por otro lado, el limite de deteccién en este tipotécnicas clasicas es un aspecto a
considerar, que va ligado a la dilucion originallalenuestra sembrada en el medio de
cultivo y al volumen de muestra sembrado. Algun@sas con importantes efectos
sobre la salud humana presentaban muchas difiesltghra su aislamiento en
condiciones de laboratorio al tener requerimiemagricionales muy complejos o
incluso desconocidos hasta fechas recier@asylobacter spHelicobacter sp etc.)
Asimismo, las colonias crecidas en la placa puade mp sean lo suficientemente
grandes como para detectarlas a simple vista o lajtupa, o que la turbidez en el
caldo de cultivo sea dificilmente apreciable.

Una célula puede quedar dafiada por niveles suddedal calor, radiaciéon, acidos o
agentes de limpieza, esto hace que sean mendemésssa los agentes selectivos de los

medios de cultivo 0 que se vean aumentados susriegentos para permitir el
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funcionamiento de los mecanismos de reparacionacelGuando esto ocurre, se ve
aumentada la fase de adaptacién y pueden perdeblhdad de formar colonias en
medio selectivo. De manera que el aislamiento adeaorganismos en medio de cultivo
sintético tiene muchas limitaciones y el crecinbenb se desarrolla de la misma
manera que en ambientes heterogéneos como sdimestas, con lo cual no se puede
asumir un comportamiento mimetico.

Hoy en dia es sabido que los microorganismos pia@seestados fisioldgicos
intermedios en el intervalo desde la plena viahdidhasta la muerte celular y que en
ocasiones el transito hacia la muerte puede resersi las condiciones ambientales
vuelven a ser las 6ptimas, de manera que el candepviabilidad basado la acepcién
tradicional de la capacidad o no de crecimientauenmedio de cultivo definido se
considera demasiado simplista (Fig. 1). Inclusplaetea que estos estados metabdlicos
intermedios sean una estrategia de supervivenaiéerimna frente a condiciones
ambientales adversas, entrando en estados debtogitode manera similar a los que
presentan algunos microorganismos esporulados (iolkaa y col. 2003)

ALIVE
Live, actively
metabolising cell
THE ROUTE
FROM LIFE Live cell with
TO DEATH reduced metabolic RESUSCITATION

activity

Intact cell with
reduced RNA
content

Point of
“no return”
unknown

Intact cell with no
detectable
L metabolic activity

Exact point

of death Cell with extensive |,

unknown membrane
damage

Cell in which DNA
has been degraded
DEGRADATION

Cell fragments

DEAD

Figura 1. Transicion de la célula desde la plenetidadad hasta la muerte.
(tomado de Davey 2011)
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Existen numerosos estudios cientificos que tratanpdner de manifiesto la
capacidad de “resucitar” de microorganismos navalbtes, volviendo a ser capaces de
multiplicarse en medio de cultivo definido. Sin ergo, no siempre se asegura las
condiciones adecuadas para reducir al maximo pod#nl proporcion de células
plenamente viables en la poblacion y cabe la dafabi de que ese crecimiento que se
toma en consideracion sea debido a células plertam&aibles que persisten en el
cultivo de partida (Kell y col. 1998). Si pareceegesto sea factible en la resucitacion de
Micrococus luteugpor presencia de un factor que producen las clulbles de esta
especie (Kaprelyants y col. 1994), evibrio cholerae (Way y col. 1996),
Campylobacter jejuniBowill y col. 1997) wWibrio vulnificus(Whitesides y col. 1997)

Se ha acufiado el término de viables pero no chlega(VBNQ (Fig. 2) para
aquellos microorganismos que a pesar de no podavacse en medio de cultivo
sintético, continlan exhibiendo signos de actividatabdlica, y por tanto viabilidad,
pero no pueden ser recuperados por técnicas deeraoidon de viabilidad tradicionales
(como un pre-enriguecimiento en medio de cultiiaraénte nutritivo) aunque otros
autores (Kell y col. 1998) proponen emplear térmdw células activas pero no
cultivables (ABNC). Este fendmeno suele ocurrirmm@las células se encuentran en
condiciones adversas y pueden permanecer en statibedurante periodos largos de
tiempo (Oliver 2005) Se ha descrito este fenomemomeiltitud de patdégenos de
transmision alimentaria comd.isteria monocytogenegBesnard y col. 2002),
Salmonella typhimuriunfCaro y col.1999), Vibrio cholerae(Colwell y col. 1996),
entre otros, pudiendo constatarse como alguno®p@rssu potencial patogenicidad y
su capacidad de alterar los alimentos. Asimismbaseuesto de manifiesto la presencia
de células viables no cultivables tras el tratatoidmbitual de pasteurizacion de la
leche, poniendo de manifiesto la expresién géniedad mismas (Gunasekera y col.
2000) o tras el tratamiento de cloracion del a¢@éver y col. 2005).

El crecimiento microbiano, el indicio mas considier&n la viabilidad de la célula,
requiere actividad metabdlica e integridad de mamdorEn ocasiones, este crecimiento
no puede ponerse de manifiesto porque la célula lafiado su material genético, tiene
un largo ciclo de division, tiene requerimientosnigrientes muy estrictos, etc., pero a
pesar de ello, mantiene su actividad metabodlicdhéN®n-Caron y col. 1998)

Las células intactas estan delimitadas por una memalritoplasmatica integra que

les permite comunicarse selectivamente con el mgd® las rodea, dentro de las
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mismas algunas seran metabdlicamente activas g otralo seran; y de entre las
metabodlicamente activas, algunas tienen capacigadivdsion celular (Nebe von-
Caron y col. 2000)

Cultivables No cultivables
VBNC
Viables ]
(activas T ’
— >
No viables
Inactivas Muertas

Figura 2. Diferentes estados fisiélogicos en urticalmicrobiano (basado en
Kell y col. 1998)

Pueden agruparse los estados metabdlicos dentom d@eltivo microbiano de la
siguiente manera:
» Células intactas, que pueden ser metabodlicametitescmostrando o
no crecimiento reproductivo
» Células despolarizadas incapaces de mantenerezigiait de membrana,
con la membrana intacta, pero que puede ser redgemporalmente

e Células muertas con la membrana permeabilizadsyadlarizada

Cuando una célula se estresa por falta de fuentendegia, los sistemas de
transporte activo cesan, la membrana citoplasm&éeadespolariza y ocurre una
permeabilizacion de la misma, indicando muerte lael(Hewitt y col. 2001) Se ha
documentado que células permeabilizadas podriam tera mayor tasa de produccion
de acido lactico en los procesos fermentativosvéDii col. 1988) lo cual podria frenar
el proceso de fermentacion.

Para poner de manifiesto estos diferentes estadtabolicos, se emplean una serie
de parametros que permiten relacionar alguna eaistita observable con el estado de

la célula (Tabla 1).
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Estudio de funcionalidad celular

—_ Division Actividad Integridad de Permeabilidad de
riterio
celular metabdlica membrana membrana
Conteo Actividad
] celular enzimatica - S
Métodos Permeabilidad Entrada indiscriminada
de y selectiva de la de colorantes
. Formacion _ _
deteccion q Potencial de membrana intracelulares
e
_ membrana
colonias

Tabla 1. Algunos de los criterios y métodos deatéda de la funcionalidad celular

(basado en Nebe-von Caron y col. 1998)

La presencia de VBNC es importante, no sélo debdargo de vista de que puede
suponer un problema de salud publica, si no ques estlulas pueden intervenir en los
procesos fermentativos (Quirés y col. 2009). Hsase que puedan modificar las
condiciones de los mismos, afectar al procesdyiboir a que el alimento se altere e
incluso intercambiar genes con otros microorganssg@rcanos, aspecto a considerar si
se trabaja con cepas modificadas genéticamente.

El estrés por presencia de acido es importantasebdcterias del acido lactico, ya
que el crecimiento exponencial y la transicion sefastacionaria va acompafnada de su
produccion, que acidifica el medio, detiene la iplitacion de las células y lleva a la
muerte celular (inhibiciébn por producto) Esta siida puede llevar a ese estado de
VBNC y a la larga, a la muerte de los microorgamismTambién se ha podido
cuantificar la contribucion de la subpoblacién daLBen estado VBNC al proceso
fermentativo (Quirds y col. 2009), estimando qusubpoblacion VBNC puede llegar
a ser mayoritaria en la poblacién total (del 70%Qb0) y que la velocidad especifica de
consumo de sustrato de dicha subpoblacion fue mpaclamente la mitad de la
correspondiente a la subpoblacion viable (mostracr@gimiento reproductivo junto

con actividad metabdlica)
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2.4. Control at-line de bioprocesos

Cuando los procesos fermentativos se llevan a ealdmorreactores a gran escala,
existen gradientes de concentracion del sustrat® gxigeno si la mezcla no se realiza
adecuadamente. Por este motivo, la composiciomagbambiente de las células no
sera el mismo para todas ellas, tendremos una qdblaheterogénea con
subpoblaciones en diferente estado fisiologicoeBranscurso de cualquier bioproceso
es esencial la monitorizacion de la proliferacidéelular y la viabilidad. Las
determinaciones de la concentracion de biomasarswmiales en la toma de decisiones
durante el control del proceso. Esto requiere nu&tahaliticos modernos para lograr
un rapido seguimiento del estado metabodlico y lavidad de las células en el
biorreactor, incluyendo la posibilidad de actudsrecel proceso si fuera necesario.

Los métodos de microbiologia clasica basados esidkmh Optica, peso seco o
contaje de colonias dan una indicacion de crecitmiasociado a division celular, pero
no sobre el estado fisiologico de los microorgapsnmAdemas, los resultados de los
mismos requieren un tiempo relativamente prolongagoiede que en caso de existir
algun problema en la fermentacion ya no se puedacispar. Las técnicas
microbioldgicas clasicas de aislamiento en medioulévo son tediosas y se requieren
tiempos de incubacion, de manera que la obtenc&medultados se demora en el
tiempo pudiendo llegar incluso a varios dias. Larascopia de fluorescencia no se
extiende tanto en el tiempo, pero al no realizalessenanera automatica requiere un
mayor manejo y entrenamiento del usuario paraidigtar lo que esta observando en
la muestra. Ademas, no permite realizar analisiftipamameétricos y al manejar un
namero menor de eventos, la representatividad deuksstra es menor. Otras técnicas
como la tecnologia NIRS (Espectroscopia en el irdfja Cercano) se han propuesto
para la monitorizacién de la biomasa en las feramomes industriales (Alison y col.
2002, Crowley y col. 2005) pero esta metodologialisorimina los diferentes estados
fisioldgicos en el cultivo, aunque permite obteinéormacionon-linea tiempo real.

La mayoria de los modelos matematicos utilizadwa patimar la evolucion de la
biomasa a lo largo de la fermentacion se basamarpablacion de microorganismos
homogénea desde el punto de vista fisioldgico guleapacidad de division (Hewitt y
col. 2001) aunque en los ultimos tiempos estos foed®an evolucionado e incluyen

los distintos estados fisiologicos en la pobla¢i@nirds y col. 2007, 2009)
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El crecimiento celular, ciclo celular y los estslide viabilidad en citometria de
flujo se realizan habitualmente para investigagfetto de las diferentes estrategias en
bioprocesos y tratar de maximizar la eficiencia lds mismos (Laplace y col. 1993,
Rieseberg y coR001, Lopes da Silva y col. 2004, Herrero y coD&0 A través de la
utilizaciébn de mezclas de fluorocromos en citornaetté flujo en condiciones casi a
tiempo realat-line, se ha puesto de manifiesto la reduccion de lkilidad al final de
los procesos fermentativos por el agotamiento denidrientes en el medio (Hewitt y
col. 1999 y 2001, Reis y col. 2004) o por defe@onda oxigenacion en el biorreactor
(Hewitt y col. 1998).

Uno de los primeros controles que ha de realizarsen cultivo starter es la
evaluacion del numero de microorganismos viabled gstado de metabdlico de los
mismos. Las condiciones de almacenamiento, antesudempleo, pueden afectar la
viabilidad del fermento y por ello también al tramso del proceso fermentativo. La
citometria de flujo se perfila como una herramied&a interés para ese propoésito
(Laplace y col. 1993, Bunthof y col. 2001 y 2002)

El acoplamiento de la citometria de flujo al estude la fermentacion permite un
significativo aumento de la productividad del psieacoplandolo a una estrategia de
control del proceso basada en la adicion de fudamenergia dependiente del nimero de
células con bajo potencial de membrana (subpolriab@océlulas despolarizadas con la
capacidad de repolarizar su membrana en presencfaetite de energia suficiente)
permitira reducir el nimero de células que no domyen al proceso en la medida
esperada (Hewitt y col. 1999, Nebe von- Caron y 2000) y por consiguiente, a
aumentar la productividad global del mismo y eviiewr desenlace no deseado. La
obtencion de resultados de la citometria de fllgoaetiempo casi real y permite
solucionar a tiempo cualquier inconveniente queigradsurgir en el discurrir del
bioproceso, permitiendo asimismo, poner de manifie®s distintos estados
metabolicos en la poblacion microbiana y obtenienekultados con alto grado de
representatividad. Ya se comercializan equipositdenetria de flujo especializados en
busca de cumplir este proposito y muy probablemestietecnologia se ira extendiendo
en las industrias alimentarias al ser equipos deejoaencillo.

Otras posibles aplicaciones de la técnica de CM& lgaindustria alimentaria seria
la deteccién de patdgenos en alimentos caumsteria monocytogeneglkeda y col.

2009) o cepas patdgenas Hscherichia coli(Yamaguchi y col. 2003), recuentos de
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microorganismos indicadores de calidad aliment@ianasekera y col. 2000, Holm y
col. 2004, Flint y col. 2006, Ramsahoi y col. 2Q1dgteccion de microorganismos
alterantes (Gunasekera y col. 2003), el estudioegq@as con potencial probiético (Ben
Amor y col. 2002, Bunthof y col. 2002) o el estudie la viabilidad de los fermentos

antes de su utilizacion (Laplace- Builhé y col. 3.98unthof y col. 2002)

Las ventajas del empleo da citometria de flujo incluyen la objetividad, edela
sensibilidad y velocidad de andlisis, posibilidegl réalizar mediciones simultdneas
sobre una sola célula y la capacidad de separaeiatar en los citbmetros separadores
0 sorters Se analizan grandes numeros de células indiadugl esto aumenta la
representatividad de las muestras estudiadas yrdeisppn de las medidas. Las
desventajas y limitaciones son los costes de im&mtacion, la necesidad de disponer
de células disgregadas en medio liquido, la subdiad de cada tipo de
microorganismo a la tincion con los fluorocromoslag posibles interferencias con
otros componentes de las muestras. Por eso, pas popunto cualquier método de
andlisis por citometria de flujo, es indispensatdéablecer los controles adecuados
puesto que la interpretacion y validacion de laailtados obtenidos pueden ser muy

complejos.

2.5. Fundamentos citometria de flujo

La citometria de flujo (FCM) es una técnica de aglcelular multiparamétrico
que permite medir las caracteristicas de disped#dnz y fluorescencia que poseen las
células conforme se las hace pasar a través daaidehlaser focalizado. EIl citométro
de flujo estd constituido por un sistema fluidioo & que el liquido donde esta
resuspendida la muestra se hace pasar por el atwo caudal de liquido isotonico
que a gran velocidad y en condiciones de flujo feames obligado a pasar a través del
orificio estrecho de un embudo. La diferencia desjgm entre ambos liquidos permite
regular el caudal de la muestra y con ello se alitpaso simultdneo de mas de una
célula.

Al atravesar el rayo de luz, las células interataiocon este causando dispersion
de la misma (Fig. 3). Basandose en la difracciétadaz en sentido frontal, se puede
evaluar el tamafio de las células que paBanMard Scattey y al medir la reflexién de
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la luz de en angulo de 90°, se evalla la granaldriol complejidad de estaSide
Scatter)

side scatter detectior

light source forward scatter detector

Figura 3. Representacion del concepto de Sidet&oatorward Scatter

Ademas, si previamente al andlisis se realiza in@oh de las células con una
molécula fluorescente, un anticuerpo conjugado dluorocromo u oligonucleoéticos
marcados de la misma manera, se pueden evaludipmrde parametros como estado
fisiol6gico de las células (Nebe von-Caron y c898, Hewitt y col. 2000, Amor y col.
2002, Herrero y col. 2006), identificar y enumesabpoblaciones celulares (Bunthof y
col. 2002) , deteccion especifica de un determirgadpo taxonémico (Donnelly y col.
1986, Ueckert y col. 1995, Seo y col. 1998) etc.u&b de moléculas fluorescentes
distintas permite analizar la presencia de variascadores de manera simultanea. Es
posible combinar a la vez dos o tres colorantesréicentes siempre que emitan en
diferente longitud de onda y el citbmetro sea cajmexcitarlos a la vez y discriminar
los fotones emitidos por ellos. Asimismo los flumamos debe ser seleccionados de tal
manera que el solapamiento entre ellos sea el npasdrle.

Los aparatos de citometria de flujo pueden hacelis@ multiparamétrico,
simultdneo y en un corto periodo de tiempo; se @uecombinar las medidas de
distintos parametros medidos sobre la misma cglutdacionarlos.

Los conocidos como separadoresooterspueden también purificar poblaciones de
caracteristicas determinadas en distintas fracsidimales a la vez que realizan el
conteo del numero de células presentes en la muesimitiendo separar y recuperar
fisicamente la subpoblacion de interés del restoélidas de la muestra (Davey y col.
1996, Nebe von-Caron y col. 1998 y 2000, Amor y 2002, Mattanovich y col. 2006)

En resumen, el citometro de flujo detecta comaédslas interactlian con un rayo

ldser en términos de cémo la célula:
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« desvia la luz incidente (parametros FS y SS)
» emite fluorescencia: parametros FL1 (verde), Fl&dnja), FL3 (rojo),

FL4 (rojo) el nuamero total de detectores dependk acitémetro en
cuestion.

Tubos fotomultiplicadores detectan tanto la luz viela y las emisiones
fluorescentes y convierten la luz dispersa enlesi@éctricas que son interpretadas por
el software de adquisicion de datos del citomet¢réiigo (Fig. 4).

Detectores de luz
rojay naranja

Detector de
luz reflejada

a90° Detector de

luz werde

"

Espejos reflectores
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Detector
de luz
incidente

DO DIFDTTADDDDDDE D,
| i

-

Fuente de luz laser

Figura 4. Esquema de un citbmetro de flujo

2.5.1. Fluorescencia

La fluorescencia identifica a las sustancias quecspaces de absorber energia en
forma de radiaciones electromagnéticas y luegoirepatte de esa energia en forma de
radiacion electromagnética de distinta longitucddda. Las sustancias que son capaces
de emitir luz al ser excitadas por diferentes tipes radiacion se denominan
fluorocromos o fluoroforos. La energia total eddten forma de luz es siempre menor

a la energia total absorbida por el fluorocromda giferencia entre ambas es disipada
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en forma de calor. Es posible obtener una ampligdad de colores por fluorescencia,

dependiendo de la longitud de onda que emita epaesto fluorescente.

El mecanismo de fluorescencia (Fig. 5) es el radolde un proceso en tres etapas:

Figura 5. Mecanismo de fluorescencia (Diagrama deldnski)

1: Excitacion: se entrega un foton de energia poat fuente externa a un
fluorocromo que absorbe, pasando a un estadod@texirexcitado $

2: Duracién del estado excitado: por un perioddielmpo finito, sufre cambios
conformacionales y puede interaccionar con su amtwi@olecular. Consecuencias: La
energia de Ses parcialmente disipada produciendo un estaddago relajado desde
el que se emite la fluorescencia; no todas las eul@é inicialmente excitadas del
estado 1 vuelven al estadgr fluorescencia, existen otros procesos.

3: Emision de fluorescencia: un foton se emitegle permite el retorno del
fluorocromo al nivel & A causa de la disipacion de energia durantetatiesexcitado,
la energia de este fotdon es menor.

A la hora de seleccionar los fluorocromos, haneateise en cuenta una serie de
consideraciones:

» Los valores de absorcion y emision del fluorocrateben ser adecuados para el
citbmetro que se vaya a emplear

 Para una intensidad satisfactoria de fluorescehaia de utilizarse como
excitadoras radiaciones de longitud de onda caorefipntes a los maximos de
absorcion del fluorocromo

* La deteccion de autofluorescencia puede ser miamhizpor la seleccion de

filtros adecuados

29



CONSIDERACIONES TEORICAS

 En muestras bioldgicas el fluorocromo esta encéiuy puede interaccionar
con otras moléculas; como consecuencia de esteadéotén se puede producir una
pérdida de emision fluorescente.

* La longitud de onda de la emisién fotonica no garosamente exacta sino que
sigue una distribucién de gauss centrada sobmnfzitud de emisién media. Por tanto,
cuando detectamos a la vez dos fluorescencias gspamible que ademas de ser
detectada la longitud de onda emitida por un fla@nmo con una alta intensidad,
también sea detectada en otra longitud de ondarddlworocromo, aungque con menor
intensidad. Este solapamiento se puede reducigranmanera, filtrando la luz con lo
qgue el rango de longitud de onda que puede pasavés del filtro es mas estrecho.
Pese al filtrado, existen fotones emitidos por luwerbcromo que atraviesan el filtro
donde se habia recogido la emision del otro, hdoieque sea imposible saber que
fluorocromo ha emitido esos fotones y se producsalapamiento en los espectros de
emisién. Los solapamientos son inevitables, aurgpialispone de estrategias para
compensar el error, ha de seleccionarse una cooMmae fluorocromos apropiada
para reducir al minimo la zona de solapamiento.

Los resultados pueden ser presentados a maneriagtdgréamas o bien mediante
citogramas. Se establece gateo region para que el citbmetro discrimine séloedigs

eventos que entran dentro del campo de interésg)ig

Representaciéon de datos de Citometria de Flujo
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Figura 6. Representacion de datos de Citometrid-llgo (tomado de Centro de

Biologia Molecular Severo Ochoa, Servicio de Citraale flujg
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Al realizar citometria de flujo con microorganismaed tamafo celular es muy
pequefno y por eso se debe fijar de forma preciaghara de fijar el umbral (threshold)
gue permita distinguir las células de interés doruido de fondo ya que es probable
que alguna particula presente en nuestra muestdamer de tamafo similar a donde
fijamos el umbral. Se establece gateo region para que el citbmetro discrimine solo
aquellos eventos que entran dentro del campo deesitEl citobmetro de flujo detecta
eventos, de manera que debe reducirse lo maximibl@da posibilidad de que los
eventos que detecta no sean células individuales,particulas o agregados celulares

tomando las precauciones pertinentes.

2.5.2 Fluorocromos para citometria de flujo

Los fluorocromos ofrecen un método sensible patenan informacion acerca de la
estructura, funcién y vitalidad de las células.
Hay dos modos de uso:

I. Fluorocromos que se unen no covalentemente a esacelularesSon

fluorocromos que debido a su especial composici@iecnlar se unen a
determinados componentes celulares: marcadorexagénido en ADN y
ARN, del potencial de membrana, marcadores queetiée&an compartimentos
con distinto pH, etc.

[I. Marcadores fluorescentes que son sensibles al amyente que les

rodea Ciertos fluorocromos pueden ser empleados péiragsas propiedades
del ambiente en el que se encuentran, puesto quanvau espectro de
absorcion o emision en funcion de las caracteaistitel microambiente que les
rodea. Se emplean para la determinacion de divesstados funcionales
celulares: pH, calcio, potencial red-ox, actividadzimatica, polaridad y
viscosidad/fluidez.

Existen multitud de tipos de fluorocromos emefcado, pero ha de seleccionarse

aquella combinacién de los mismos que mejor sdeapada aplicacion y que sean

adecuados para el citbmetro de flujo del que g®odis (Tabla 2).
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Fluorocromo Funcién celular medida

_ Se acumula intracelularmente en células
Bis- Oxonol (BOX) .
despolarizadas

Bromuro de etidio Unidn a acidos nucleicos

_ _ ’ Actividad enzimatica, integridad de
Diacetato de carboxifluoresceina (CFD/

membrana
Rodamina Potencial de membrana
SYTOX Green Unién a &cidos nucleicos
Yoduro de propidio (IP) Unién a acidos nucleicos

Tabla 2. Algunas pruebas fluorescentes usadas pestudiar la viabilidad

bacteriana por CFM (basado en Porter 1999)

Una membrana intacta polarizada y sistemas depaiesactivo son fundamentales
para una ceélula plenamente funcional.

Algunos fluorocromos pueden atravesar la membréasnyatica de células intactas
y ponen de manifiesto integridad de la membranagdsemas son metabolizados por la
célula, dando lugar a un compuesto fluorescentesqueueda observar por citometria
de flujo, microscopia de fluorescencia o similasespuede poner de manifiesto que la
célula es activa metabodlicamente. Tal es el caso gemplo del diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) que es hidrolizado pstemsas del citoplasma celular,
dando lugar a un compuesto fluorescente, de c@utey la carboxifluoresceina (CF),
que se puede observar por las técnicas descritasoamente (Bunthof y col. 2002,
Amor y col. 2002, Ananta y col. 2004)

Por otro lado, otros fluorocromos no pueden asavé& membrana celular porque
los sistemas de transporte activo de la mismapale&n, de manera que si el gradiente
de protones que se genera por dichos sistemasitsptrte activo se ha perdido (y la
célula esta por tanto, despolarizada) estas malg@ritran en la citosol y se acumulan
en el interior uniéndose a componentes del citosol. ejemplo de este tipo de
fluorocromos es el Bis-Oxonol o BOX (Nebe von- Gasocol. 1998, Hewitt y col.
2001) que se une a componentes ricos en lipidosingelior celular, emitiendo
fluorescencia verde.

El yoduro de propidio es un agente intercalanteingeacidos nucleicos, tanto ADN
como ARN y emite fluorescencia roja al unirse aa®sioléculas, pero no puede

atravesar la membrana celular, de manera que penmahifiesto células con su
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membrana comprometida y por ello, presumiblementertas. (Gunasekera y col.
2000, Amor y col. 2002, Ananta y col. 2004)

2.5.3. Separacion celular

Se conoce comeorterso separadores a aquellos citometros de flujo guenifen
separar fisicamente distintas subpoblaciones eruéstra.

La técnica conocida comd-luorescence Activated Cell SortinFACS) o
separacion celular activada por fluorescencia, aa ken la separacion de distintas
subpoblaciones celulares segun el tipo de fluores@eque emitan. Cuando una
particula dispersa en el sistema fluidico pasaee$ del rayo de luz, se mide la luz
dispersada y la fluorescencia y el sistema deagarar o no esa particula en base al
criterio fijado previamente por el usuario. Despdégjue la particula de interés pasa el
laser, se le aplica una carga eléctrica positimagativa en el instante después de que la
gota se forme. La gota pasa a través de un espat®dos placas deflectoras cargadas
con polaridad opuesta a las cargas aplicadas (s gargadas positivamente, se
orientaran hacia la placa con carga negativa wersa). Finalmente, se recogen las
células de interés en un tubo colector estéril, plaga microtiter, placa de Petri,
portaobjetos o similares para los analisis postsipertinentes (Fig. 7). La vibracion
de la boquilla a través de la cual pasa la muessando un cristal piezoeléctrico o un
transductor electromagnético provoca la formaciérgdtas (que idealmente contienen
una unica célula) Al emplear este sistema, la acia de la formacién de las mismas

es mas estable y no tiene grandes variacionestemglo y el espacio.
El citbmetro separador es capaz de clasificarqdas (con carga positiva, negativa

0 neutra) después del andlisis citométrico y tieh@otencial de producir muestras

enriguecidas en las células objetivo.
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ultrasonic nozzle vibrator

cell suspension

sheath fluid

laser

small groups of drops -
naegatively charged due —E: ';'
to detection of single =
fluorescent cell

G2 drop-charging
signal
small groups of drops

B e
}— positively charged due
e to detection of single
nonfluorescent cell

Figure 8-2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Figura 7. Esquema de un citbmetro separador (tomadeldB. Alberts y col
Molecular Biology of the Cell)

. 2002.
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3.1. MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para los experimentos de fermentacion se utilizefpalb. caselATCC 393. Esta
cepa se mantuvo congelada en glicerol como crieprat (20% v/v) a -20 °C. Para
reactivarla, se cultivé en medio semi-sintéticoMBn-Rogosa- Sharpe (MRS) (Biokar
Diagnostics) bajo condiciones microaerofilas (sitaeion) a 30°C durante 12 horas, y
posteriormente, se procedido al aislamiento de dadoren medio solido MRS
(incubacion a 30°C 44-48 horas).

3.1.1. Condiciones de fermentacion

Para la fermentacion acido-lactica, se utilizo éedasnatada comercial UHT. Como
pre-inoculo, se utilizé un volumen del cultivo erRE, que se centrifugd, descartando
el sobrenadante. Se utilizaron botellas de 500aohteniendo 350 mL de medio medio
de fermentacién, que se inoculé en condiciones sieritdad a D.Oggo nm de 10
UFC/mL. Los ensayos de fermentacion se realizaron estatico a 30°C, y
alternativamente, a baja agitacion (100 rpm) pavarecer las condiciones de mezcla.
Todas las fermentaciones se realizaron por dugjocad experimentos independientes.
la precipitacion de la biomasa y coagulos de pasgifavorecer la transferencia de
materia durante el bioproceso. Desde el punto di&a\de la aireacidon no se tomo
ninguna medida especial, ya que aunque la bacse@a microaerofilica, tolera el
oxigeno. Se realiz6 el proceso fermentativo podayaicado.

3.1.2. Determinacién de la absorbancia en medio liglo

La evolucion de la biomasa en medio liquido serdete siguiendo la densidad
optica (D.O.) a 600 nm en un espectrofotometroni@hadu, UV 1203) frente a un
blanco (el mismo medio, solucion salina estériDal% (p/v), pero sin células). Los
datos obtenidos se convirtieron en UFC/mL utlizanth curva de calibrado
correspondiente, obtenida previamente en nuedbardtorio. Pard.b. caseise habia

determinado previamente que una unidad de D. Ovagua 3 x 10 UFC/mL).
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3.1.3. Toma de muestras

A lo largo de las fermentaciones, se tomaron magste 5 mL en condiciones de
esterilidad, a distintos tiempos. En cada tiempanglié el pH del medio y la biomasa

por medida de la densidad 6ptica para el seguimidgitproceso de fermentacion.

En el caso de las fermentaciones en estatico,ne tbe muestra se realizd sin
homogeneizar previamente el medio, con lo cual l|&dida correspondié
exclusivamente a la biomasa en suspension en @brdedfermentacion. Cuando las
fermentaciones se realizaron con agitacion, seepid@ resuspender bien las células en
el medio previamente a la toma de muestrea, parsegoir una muestra homogénea

gue permitiese determinar la biomasa total.

3.2. DESARROLLO DE LA TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUJ O

3.2.1Protocolo de tincidn de las muestras para citometaide flujo

Se tomaron alicuotas de 1 mL de las muestras, spameientes tanto a cultivos
puros de la bacteria lactica en medio semi-sirté&omo a las fermentaciones en leche,
realizandose tres lavados por centrifugacion (X®P05 min), descartando el
sobrenadante. Los lavados de las muestras sedmaer PBS (tampdn fosfato salino)
10 mM (1.42g NgHPO,y 7.8 g NaCl por litro; pH 7.4) filtrado membrana @.22 pm
de didmetro de poro, y posteriormente esterilizaho autoclave. Se prepararon
diluciones 1:10, para la medida de densidad Gpfea ajustd la concentracion de
células en las muestras a un determinado valoespondiente a 2-3x10UFC/mL, en
un volumen final de 500 pL en PBS 10 mM.

Previamente al andlisis en el citbmetro, y coniel de obtener suspensiones
celulares homogéneas y disgregar las cadenaseqndeta formar la cepa dé. casei
en cultivo, se dio un pulso a las muestras en uip bde ultrasonidos (Selecta,
Barcelona) durante 5-6 s. Este tratamiento de eliggion celular por ultrasonidos se

habia optimizado previamente (Herrero y col, 2006).
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Se realiz6 la tincion con tres fluorocromos diféesn en dos ensayos de tincion
dual. Las principales propiedades de los fluoroo®ntilizados se muestrn en la Tabla
3.

» Bis-oxonol (BOX, Molecular probes Inc.): a partir del premhracomercial
liguido se prepard una disolucion stock a coneerin 1 mM en PBS 10 mM, que se
conservo a -20°C de la que se obtuvo una disoluédtmabajo a concentracion 25uM
en PBS 10mM que se empled para el marcaje de lldaséque se conservo a 4°C . Se
afadieron 15,5 puL a cada muestra de 500 pL. Lastragese incubaron 15 minutos a
30°C. Este fluorocromo tiene un maximo de exdiacie 488 nm y de emision de 530

nm.

» Diacetato de carboxifluoresceif@FDA, Molecular probes Inc.): A partir del

stock en polvo, se preparé una disolucién a conaeidn 1 mM en PBS 10 mM, que se
mantuvo a -20 °C. A partir de la misma se prepaa solucion de trabajo 10 uM en
PBS 10 mM, que se mantuvo a 4°C y se utilizé tra$.2Se afiadieron 5 pL a cada
muestra de 500 pL. Las condiciones de incubaci@nofu15 minutos a 30°C. Este

colorante presenta un maximo de excitacion de 498 maximo de emision a 517 nm.

* Yoduro de propidio(IP): Se empleé como disolucion de trabajo aliasiatel

stock proporcionado por el fabricante (1mg/mL enaadestilada estéril, conservado en
oscuridad a 4°C) y se afladié 2,5 pL a cada mudst&00 puL (concentracion para la
tincion 0,2 mg/mL). Las muestras se incubaron 30utois a 30°C. Este fluorocromo

tiene un maximo excitacion 535 nm y maximo emigai nm.
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Fluorocromo Funcionamiento Pone de manifiesto Fluorescencia

Entra por difusion
pasiva a la célula,
esterasas citoplasmatic Actividad enzimatica,
CFDA - . . Verde (FL1)
hidrolizan los grupos integridad de membrana
acetato dando en un
compuesto fluorescent
Entra en las células
despolarizadas y
Membrana celular
BOX muertas y se une a _ Verde (FL1)
_ despolarizada
componentes internos
del citoplasma
Unidn a &cidos _
IP : Muerte celular Rojo (FL4)
nucleicos

Tabla 3. Fluorocromos empleados para el marcaj¢éadecélulas

Todas las incubaciones de los fluorocromos sezmralh en estufa a 30 °C en

oscuridad.

3.2.2. Preparacion de las muestras control para Iggotocolos de tincion dual

Se realizaron una serie de controles para desarrplloptimizar los protocolos
multiparamétricos de tincion dual CFDA/IP y BOX/IP.

Para fijar el umbral del ruido de fondthreshold, se utilizaron como control
muestras de PBS sin células, conteniendo los cuksan las mismas condiciones de
trabajo. Como controles de actividad metabdlicali&B se utilizaron cultivos del
microorganismo correspondientes a la fase expoaleteicrecimiento (tras 18-24 horas
de incubacién a 30°C en caldo MRS). Se realizéiasimun control de muerte celular
(IP"), aplicando un tratamiento térmico a las muestea80 °C durante 30 minutos, que
inmediatamente se mantuvieron en hielo (como mingm@ante 3 min antes de la
tincion). También se prepararon mezclas de lostigos de controles, en proporcion
1:1, conteniendo células en crecimiento exponengiaélulas tras el tratamiento

térmico.
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Como control de las muestras en la tincion con B@Xe se basa en la
despolarizacion de la membrana plasmatica, se @aadliltivos en fase exponencial de
crecimiento un iénoforo (carbonilcianida m-clorafeidrazona, CCCP). Este iono6foro
anula el potencial de membrana por destrucciommeliente de protones que existe en

la misma, provocando la despolarizaciéon de la aélul

Para preparar el ionoforo (CCCP) (Molecular probbes se partié de una solucion
stock de 1mM en dimetilo sulféxido (DMSO), ensay@sel varias concentraciones para
lograr una despolarizacion significativa de lasuled, lo cual se logré6 empleando una
solucion stock 0.75 mM en PBS 10 mM. Las muestesnsubaron 30 min en
oscuridad. Posteriormente se realizé un lavado garanar los restos de ionéforo y se

resuspendio al volumen original en 500 pL en PB&MD

3.2.3. Condiciones de adquisicion de los datos

Una vez concluido el periodo de incubaciéon, las stras se analizaron
inmediatamente en el citbmetro de flujo Cytomics 38D (Beckman Coulter) (Fig. 8)
con una fuente de excitacion de 488 nm procedentendaser de Argon y otra de 633
nm procedente de un laser de He-Ne. Se emple6 %23 rfm) como detector para la
fluorescencia verde y FL4 (675 nm) para la fluogesta roja, con menor necesidad de

compensacion por un inferior solapamiento de lalsesitre los distintos fluorocromos.

Figura 8. Citdbmetro de flujo Cytomics FC 500 (BeakmCoulter) (Area de
Citometria, Servicios Cientifico Técnicos Univeasidie Oviedo)

40



METODOLOGIA UTILIZADA

Se establecio una region o ventagat) para discriminar el ruido de fondo de
la zona de interés donde se localizan las célulasianayoria, basandose en el tamafio
celular (FS, Forward Scatter) y la emisiobn de fhsoencia. Todos los analisis se
realizaron a baja velocidad y se emplearon veloesdale adquisicion correspondientes
a 500-800 eventos por s. (condicion de parada par@00 eventos o 5 minutos),
alcanzando siempre en todo caso un minimo dedwtaitos de 20.000 en la ventana de
interés, requiriéndose un minimo de 3.000 evendma pbtener datos estadisticamente
significativos. Los parametros se expresaron eral@stogaritmica en forma de

histogramas y citogramas.

3.2.4. Andlisis de los datos

Se empleo el programa de analisis de datos Sum@n{D&ako Colorado Ink.) Este

programa permite realizar los ajustes necesarioslosndatos obtenidos tras la

adquisicién en el citdbmetro (Fig. 9).
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3.2.5. Andlisis por FACS (separacion celular activda por fluorescencia)

Se empleo para la separacion celular el citomeadréiujo FACStar plus (Beckton
Dickinson) equipado con tres laser: diodo viole®®rn, laser de estado sélido azul
488nm y laser diodo rojo 635nm (Fig. 10).

La separacion se realizé simultineamente en teftésiles con caldo MRS, placas
de agar MRS y también sobre portaobjetos para asiatr los resultados por
microscopia de fluorescencia. Las células se araliza velocidad de flujo menor de
500 eventos/s, previo a la separacion. Se separ@®ncuatro subpoblaciones
observadas en los citogramas obtenidos tras laonincon dos fluorocromos

simultaneamente.

En el caso de los tubos, se afiadié una alicucéaa wno, correspondiendo a unos
2.000 eventos, para verificar el crecimiento celtias 30 horas de incubacion a 30°C,
por medida de turbidez en medio liquido. En laggdade medio sélido se realizaron
diluciones de 50, 20, 10, 5, 2y 1 célula gota respectivamente, haciendo un
duplicado de cada dilucion en una misma fila, em miatriz de 96 gotas (6 diluciones x
2 x 8 columnas) en toda la superficie de la plaeti.PSe empleé con este fin el
accesorio del citbmetro empleado para placas nitierate 96 pocillos con un adaptador
especifico para placas Petri. Tras 24-48 horasndebacién a 30°C, se valord la
aparicion o no de colonias en la superficie delr.abas portaobjetos se cubrieron
rapidamente con un cubreobjetos y se visualizammmaéas rapido posible en un

microscopio de fluorescencia para evitar el seckdia muestra.

Figura 10. Citbmetro de flujo separador MoFlo XDBegkton Dickinson)

(Area de Citometria, Servicios Cientifico Técnitmsversidad de Oviedo
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3.3. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las muestras tras la separacion celulsort{ng se observaron en un
microscopio Optico automatizado (Fig. 11) que p&robservar tanto fluorescencia
como transmision (Olympus BX 61) acoplado a un @sador de imagenes
(Olympus CAST?2) para confirmar la correcta separade los diferentes marcajes

y verificar los patrones de tincion en cada caso.

Figura 11. Microscopio automético Olympus BX 61 iMscopia Fotdnica y Proceso

de Imagenes Servicio Cientifico Técnico, Univerdida Oviedo).
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4.1. UTILIZACION DE LOS CONTROLES

Previamente al analisis de las muestras fue presisilecer una serie de controles

gue permitieron optimizar los protocolos de ad@idsi.

El marcaje con fluorocromos y el tamafio celular) (B&mitié distinguir las células
del ruido de fondo y establecer un valor umbratideccion en el citbmetro de flujo.
Existen numerosas publicaciones en las que se ampgtos fluorocromos (CFDA,
BOX e IP) para poner de manifiesto la heterogemkiéiasiolégica en cultivos
bacterianos (Nebe von-Caron y col. 1998, Hewittoy 2001, Amor y col. 2002,
Bunthof y col. 2002, Lopes da Silva y col. 2004ridm y col. 2006, etc)

En esta fase previa, se utilizaron como contrglesiltivos en fase exponencial de
crecimiento en medio semi-sintético tras 18-22 i@ incubacion a 30°C, ii) células
sometidas a tratamiento térmico a 90°C durante B@itos (como control de muerte
celular) iii) mezclas en proporcion 1:1 de ambpsgipara confirmar la correcta tincion
de los fluorocromos y la separacion e identificaci® las diferentes subpoblaciones,
sobre muestras conocidas y iv) muestras de leduwailsdas con el microorganismo tras

18-22 horas de incubacion a 30°C

i) Cultivos en fase exponencial de crecimiento

Primeramente, se realiz6 un protocolo de tincioeabla en dos fluorocromos:
CFDA e IP, que permitié distinguir células metabaihente activas y células con la
membrana dafiada. Inicialmente se utilizaron de domdlividual sobre las mismas

muestras.

Al encontrarse en condiciones 6ptimas de actividetabdlica, se observo un
fuerte marcaje con CFDA (97,2% del total de even(bgy. 12) La organizacién en

cuadrantes de los citogramas permitio distingsirclaatro subpoblaciones posibles:
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a) R5, corresponde con aquellos eventos que no se haoadea con
ninguno de los fluorocromos

b) R3, correspondiente a células que emiten fluoresaeveide (CFDA),
indicativo de actividad metabdlica.

c) R4, correspondiente a la subpoblacion doblementemteada (CFDA
IP*) con fluorescencia verde (CFDA) y roja (IP)

d) R6, subpoblacion que emite fluorescencia rojd)(EBste marcaje permite
poner de manifiesto células con su membrana seeatancomprometida y

por tanto, consideradas como muertas.

Todos los datos se representan en escala logaitmic
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Figura 12 Citograma cultivo en crecimiento exponencial ma@aon CFDA

El histograma de FL1 (fluorescencia verde, debid&CRDA) mostré dicha
fluorescencia, mientras que en FL4 (fluorescengja, rdebida a IP) no se adquirié
fluorescencia. (Fig.13) (Notese que el eje de aadas no tiene la misma escala en

todos los histogramas)
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Figura 13. Histogramas FL1 y FL4 para cultivo enecimiento exponencial

marcado con CFDA

En el marcaje con IP, no se observé apenas fluemescroja (2,24% IP positivas
del total de eventos) (Fig.14), lo cual era esderadd tratarse de un cultivo en fase
exponencial de crecimiento, la mayoria de las asludeberian encontrarse
metabolicamente activas. La distribucion de lagpseblaciones en cuadrantes es igual

que en la figura anterior.
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Figura 14. Citograma del cultivo en crecimiento empncial marcado con IP
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Los histogramas correspondientes a ambos dete¢tigedl5) también pusieron de

manifiesto el reducido nimero de eventos marcadoflocorescencia roja debida a IP

(FL4)

1752

1848

1386

Counts
P2
E

462

0
109

0 T

T T T
101 102 10
FL1 Log-Log_Height

104 100 10

1 T
102 104 Iy
FL4 Log-Log_Height

Figura 15. Histogramas fluorescencia roja y verdgjltivo en crecimiento

exponencial marcado con IP

En el cultivo en fase exponencial se tifid con CF®AP simultaneamente, la

mayoria de las células estaban en condiciones aptila actividad enzimatica y por eso

el porcentaje de fluorescencia debido al marcaje@eDA fue muy elevado y apenas
se observé marcaje con IP (CFDAIP’; 1,94% del total de eventos) (Fig.16)
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Figura 16 Citograma doble marcaje CFDA e IP, cultivo en fagponencial

48



RESULTADOS Y DISCUSION

Los histogramas pusieron de manifiesto lo que yalsservé en las tinciones
individuales, alta proporcion de células metabatieate activas (FL1) y proporciones

muy bajas del resto de subpoblaciones (Fig. 17)
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Figura 17.Cultivo en crecimiento exponencial marcado con CFEDIR

Se realizé también un marcaje dual con BOX e IR mhscernir células con la
membrana despolarizada y células con la membrangrometida (muertas) La
despolarizacién de la membrana es un estado rekergie acontece cuando la célula
se estresa energéticamente y que en condicionagrdaibs favorables puede revertir

en un alto porcentaje de casos (Hewitt y col. 2001)

Para poner de manifiesto que efectivamente el neamwan BOX se debia a
despolarizaciéon de la membrana, se afadio un iomd@CCP) a cultivos en fase
exponencial de crecimiento con el fin de provoeadéspolarizacion de las células al
anular el potencial de membrana por destrucciérgdaliente de protones (Wu vy col.
1999, Novo y col. 2000, Amor y col. 2002). En es&so (Fig.18), la ventana R7 del
citograma representa la subpoblacion de células laomembrana despolarizada
(BOX"); R3 las células doble positivas (BOX IP) y R2 refleja fluorescencia roja

(IP") Los eventos sin marcar se encuentran en la jpdetéor izquierda.

La separacion de las subpoblaciones facilité estédido las diferentes
subpoblaciones en ventanas con forma de poligomoyeg de organizandolas en

cuadrantes como en el caso anterior. Esta mismasegacion se empled para la
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RESULTADOS Y DISCUSION

adquisicion en el citometro y el andlisis de lotodan cada ocasion que se realizo la

tincién con BOX/IP.

Como se esperaba, cuando no se afiadio el ionéfoutiivos en fase exponencial,
el marcaje con BOX no fue significativo, correspendo con el 0,35% del total de

eventos (Fig. 18)
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Figura 18. Cultivo en crecimiento exponencial malezon BOX sin ionéforo

En los histogramas no hubo un aumento de fluorescesrde, ni tampoco roja
(Fig. 19) Al tratarse de un cultivo en fase expaiede crecimiento, la mayoria de la
poblacion se encuentra en condiciones fisiol6gidas actividad metabdlica, con

membranas intactas y polarizadas.
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Figura 19 Citograma e histograma del cultivo en crecimienxpanencial al que

no se le anade ion6foro CCCP
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se hizo el tratramiento con un ionéforo &uwltivo en el mismo estado, se
aprecié como el porcentaje de células con su merabdaspolarizada (6,91% BOX
positivas) es superior a las células sin ion6f@ig.(20), poniendo de manifiesto que el
marcaje con BOX se debe a despolarizacion de labmesera El iondforo destruye el
gradiente de protones que existe en la membranamptaca, causando la
despolarizacion de la célula. Cuando esto ocuwgesistemas de transporte activo de la

célula no funcionan y no pueden expulsar el flusmom (BOX)
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Figura 20. Citograma cultivo en crecimiento expacial marcado con BOX, al

gue se afadi6 ion6foro (CCCP)

En los histogramas también se puso de manifiestogumento de la fluorescencia

verde en FL1 (ventana R4) debido a la tincionB@X (fig. 21)
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Figura 21. Cultivo en crecimiento exponencial abge afiade iondforo y marcaje

con BOX
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se repitid6 de nuevo la tincidon con IP para estavawentana y se obtuvo un
resultado similar al obtenido en los citogramasapizados en cuadrantes (IP positivas

correspondientes al 2,27 % del total de eventos)
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Figura 22. Citograma cultivo crecimiento exponehcian IP

Los histogramas de ambos detectores reflejaroniganan situacion, con ligero

aumento de fluorescencia roja en FL4 (Fig. 23)
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Figura 23. Histogramas cultivo crecimiento exporiahcon IP
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tincion dual de BOX e IP se obtuvo un poragnbajo de BOXIP" (2,18%
del total), algo esperable en un cultivo en comdies metabdlicas optimas (Fig.24)

Como también se observo en los histogramas (Fig.25)
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Figura 24. Cultivo en fase exponencial doble magaagn BOX e IP
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Figura 25. Histogramas doble marcaje BOX e IP ®atien crecimiento

exponencial
i)  Control de muerte celular:

Se emple6 como control de muerte celular un culten células en fase de
crecimiento exponencial al que se aplica un traatoi térmico, esto hace que la
mayoria de la poblacidbn la constituyan células maser con la membrana

comprometida. La organizacion de los cuadrantek esisma que en los ejemplos

anteriores.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el marcaje con CFDA se observd como apenasahalmrescencia verde
(CFDA positivas 1,82% del total), la mayoria deplablacion no se marcé con el
fluorocromo (Fig. 26). Estd documentada la existerde cierta actividad esterasa
residual en las células (Jepras y col. 1995, Anartal. 2004, Paparella y col. 2007) de

manera que ese pequefo porcentaje de marcaje ptibiarse a ese fendmeno.
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Figura 26. Control de muerte celular marcado CFDA

En los histogramas (Fig. 27) se pudo apreciar shmoipatron de marcaje
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Figura 27. Histogramas del control de muerte celular marcada CFDA
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tincidn con IP, la mayoria de la poblacionnsarco con el fluorocromo
(96,15%), como cabia esperar (Fig. 28). El tratatoi¢érmico fue efectivo al causar la

muerte de la mayoria de la poblacion.
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Figura 28. Control de muerte celular marcado con IP

Lo mismo se aprecid en los histogramas, en FL4 Isgered un pico de

fluorescencia roja (Fig. 29) correspondiente al IP.
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Figura 29.Cultivo en fase exponencial al que se le aplicaratamiento térmico

(control de muerte celular) marcado con IP

La tincién dual CFDA e IP, de nuevo arrojé resutadimilares a los marcajes con
los fluorocromos individualmente. La mayoria d@ddlacion se marcé Unicamente con
IP (Fig. 30) y unicamente un 2,26% de los eventrygespondieron a la subpoblacion

doblemente positivas para CFDA e IP.
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Figura 30. Control de muerte celular doblemente caao con CFDA e IP

En los histogramas se observé un pico de fluoreszawja en FL4, debido al

marcaje con IP (Fig.31)
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Figura 31 Histogramas control de muerte celular doblemergeatdo CFDA e IP

La tincion con BOX de los controles de muerte téamilustrd un porcentaje

mayoritario de la poblacion (93,35%) con la memardespolarizada (Fig. 32)
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Figura 32. Control de muerte celular marcado conX80

En el histograma correspondiente a FL1 (fluoreseenerde) puede verse el

incremento de dicha fluorescencia debido al BOX.(BB, izquierda)
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Figura 33. Histogramas control de muerte celularrozmos con BOX

El empleo de IP en los controles de muerte cekitaidé para confirmar que este
fluorocromo pone de manifiesto células con su mamddafiada, al entrar pasivamente
al interior de la misma y unirse al ADN. Un 95,3%ld poblacion fue IP positiva (Fig.
34).
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Figura 34. Control de muerte celular marcado con IP

En el histograma del detector FL4 pudo verse elemtonde fluorescencia roja

debido al IP (Fig. 35).
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Figura 35. Histogramas control de muerte celularrozalo con IP
iii)  Mezclas vivas-muertas en la misma proporcion

Se realizaron también mezclas (1:1) corresponekeat controles de bacterias
vivas-muertas para verificar que en poblacione®lfigicamente heterogéneas la

tincion con dos fluorocromos simultaneamente pernseparare identificar als

diferentes subpoblaciones.

El marcaje con CFDA puso de manifiesto como apraxiamente la mitad de la
poblacion se tifid (células metabdlicamente acti%asl9% del total) y el porcentaje

restante no se tifié (células presumiblemente ne)gif#ay. 36)
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Figura 36 Mezcla células en crecimiento exponencial y céld@ametidas a

tratamiento térmico en la misma proporcién marcada CFDA

Los histogramas también permitieron apreciar dbopablaciones en FL1, una sin

marcar y otra marcada con CFDA (ventana R2) (RigiZuierda)
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Figura 37. Histogramas mezcla marcada con CFDA

Al marcar con IP una mezcla equivalente a la amtese aprecié como una parte de
la poblacion (59,04% del total de eventos) se maamo IP mientras el resto no se

marco con dicho fluorocromo. (Fig. 38).
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Figura 38 Mezcla células vivas y muertas marcada con IP

Los histogramas permitieron comprobar la presesiBL4 de dos subpoblaciones:

una sin marcar y otra marcada con IP (ventanaR@g) 89)
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Figura 39 Mezcla marcada con IP

La doble tincion con CFDA e IP permitié distingeintre cuatro subpoblaciones en
la muestra: marcadas con CFDA (R3; 31,30% del td&aleventos), doblemente
marcadas con CFDA e IP (R4; 27,97% del total) tesiiir (R5) y marcadas Unicamente
con IP (R6; 24,20%) (Fig. 40).

60



RESULTADOS Y DISCUSION

104
R3 R4

—_

=]
i
1

FL1 Log-Log_Height
=
(=]

-
(=1
-

104 |..: - T— T

108 101 102 109 104
FL4 Log-Log_Height

Figura 40 Mezcla 1:1 células en crecimiento exponenciallylaé con tratamiento

térmico y doblemente marcadas con CFDA e IP.

Los histogramas permitieron discernir entre célula marcadas y marcadas con
CFDA (ventana R2) o con IP (ventana R7) (Fig. 41).
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Figura 41. Histogramas mezclas en igual proporciéélulas en crecimiento

exponencial y células con tratamiento térmico

También se estudio el marcaje con BOX en las mgzpkra poner de manifiesto la
despolarizaciéon de la membrana. En el citogramapseciaron dos subpoblaciones,
marcadas con BOX (R7; 67,8% del total) y no marsdfiay. 42).
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Figura 42 Mezcla 1:1 células en crecimiento exponencial lylaé sometidas al

tratamiento térmico marcadas con BOX

Los histogramas permitieron detectar la presenti&lel de un porcentaje de la
poblacion marcado con BOX (ventana R3) y otra shlgmion no marcada. Sin
embargo, en FL4 no se aprecidé aumento de fluorescenja, como cabia esperar ya

gue no se habian marcado con IP (Fig. 43)
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Figura 43. Histogramas mezcla 1:1 marcada con BOX
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En el caso del marcaje con IP, los resultados @eldaisicion, pusieron de relieve
la presencia de una parte de la poblacién sin mgrora marcada con IP (ventana R2;
54,3% del total) (Fig. 44)
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Figura 44. Mezcla vivas- muertas marcada con IP

El histograma en FL4 también permitio ver estardifeiacion (fig. 45, derecha) La

ventana R4 muestra la parte de la poblacion mawaa#P
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Figura 45. Histogramas correspondientes a la mezclamarcada con IP

En el citograma de la mezcla marcada con BOX didf? 46) se pueden observar
cuatro subpoblaciones, siendo las mas numerosesriespondiente a las células sin
marcaje, formada por las células en crecimientaeapcial y las células doblemente

marcadas con BOX e IP, constituida por célulasyméblemente muertas.
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Figura 46 Citograma mezcla marcada con BOX e IP

Los histogramas ponen de manifiesto la presenciaud&ro subpoblaciones: sin
marcar con BOX, despolarizadas (ventana R5 en Fatradas con IP (ventana R4 en
FL4) y sin marcar con IP (Fig. 47)
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Figura 47.Mezcla 1:1 marcada con BOX e IP
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Controles de cultivos en leche:

En este caso, las fueron procesadas de la mismeafque los controles de
cultivos crecidos en MRS. Se comprobd que el marcan CFDA permitié poner

de manifiesto las células metabdlicamente actieaka ghoblacion. En el citograma

se observo, de manera similar a los controles exinsiento exponencial en MRS,
un alto numero de eventos (87,21% del total) ercugldrante R3 (Fig. 48)

correspondiente a las células CFDA
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Figura 48. Citograma de cultivo de fase exponendial crecimiento en leche

marcado con CFDA

En los histogramas, en FL1 se vio un aumento daedhkcencia verde debido al

marcaje con CFDA, mientras en FL4 no se aprecieaombios (Fig. 49)
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Figura 49. Histogramas fluorescencia verde (FLIpja (FL4) control crecimiento

en leche marcado con CFDA
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Con IP y de nuevo de manera similar a los contn@akzados en crecimiento en
medio de cultivo MRS, el porcentaje marcado en fogbajo, (R6; 3,12%) al tratarse

de un cultivo en fase de crecimiento exponencigl 60)
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Figura 50. Cultivo en leche marcado con IP

Los histogramas llevaron a la misma conclusionsecaprecié ningin aumento

significativo de fluorescencia ni en FL1 ni en HE4g. 51)
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Figura 51. Histogramas células cultivadas en leghmarcadas con IP

El doble marcaje CFDA e IP (Fig, 52) puso en r&iem patron de marcaje similar
al de los fluorocromos individualmente. La subpoldla mayoritaria es la marcada con
CFDA (89%) y por tanto, metabdlicamente activa (R3) poblacién doblemente

marcada (R4) supuso solo el 0,74% del total.
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Figura 52. Cultivo crecimiento en leche doblemensgcado con CFDA e IP

Los histogramas apuntaron en la misma direccionamecié un aumento de

fluorescencia verde, debido al CFDA (FL1) mienfeasoja debida al IP apenas sufrid

cambios (FL4) (Fig. 53)
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Figura 53. Histogramas cultivo en leche doblemensecado (CFDA e IP)

El marcaje con BOX (Fig. 54) indico un porcentagealulas despolarizadas bajo

(ventana R7; 6,51%), aunque ligeramente superigresentado en los cultivos en

medio semi-sintético. Esto era esperable, ya gsenmedios de cultivo artificiales

proporcionan todos los nutrientes necesarios dateeeimiento; esto hace que la fase

de aclimatacion a un medio de crecimiento diferecdeno es la leche sea mas

prolongada y cause cierto estrés energético lakas, provocando la despolarizacion

de las mismas.

67



RESULTADOS Y DISCUSION

104

105_

FL1 Log-Log_Height
=
P
1

101

108 104

102
FL4 Log-Log_Height

Figura 54. Crecimiento en leche y marcaje con BOX

En el histograma de FL1 (Fig. 55) también se afresa pequefia proporcién de

células despolarizadas (ventana R4) mientras nbservaron cambios en FL4.
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Figura 55 Histogramas crecimiento en leche y marcaje con BOX

En el marcaje con IP, se aprecio un porcentaje td@jaélulas marcadas con IP

(ventana R2; 1,42%) (Fig. 56)
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Figura 56 Crecimiento en leche marcado con IP

El histograma en FL4 permitié observar el misma@ratle marcaje (Fig. 57)
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Figura 57. Histogramas crecimiento en leche marcae IP

El marcaje simultaneo con BOX e IP (Fig. 58) peidndistinguir las cuatro
subpoblaciones, siendo mayoritaria la que no sednde manera que la poblacion que
tiene su membrana comprometida fue minoritaria.d@demente positivas BOX e IP

supusieron unicamente el 1,94% del total de eventos
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Figura 58 Distribucion de las diferentes subpoblaciones ércrecimiento en

leche, marcaje simultaneo con BOX e IP

Esta distribucion del conjunto de la poblacién fmey similar al obtenido en los
controles en medio de cultivo semi-sintético. Ldstdgramas (Fig. 59) también

mostraron la misma distribucion.
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Figura 59. Histogramas crecimiento en leche, magaagn BOX e IP

Como se sefalo, los controles en leche se compori@an cuanto a patron de
marcaje fluorescente de manera similar a los clastn@alizados con cultivo en medio
de cultivo semi-sintético. El funcionamiento deitema fluidico del citbmetro no se vio
afectado, de manera que obviar los pretratamiedtsclarificacion de la leche

publicados en otros trabajos (Gunasekera y c@0,2Bunthof y col. 2001 y 2002) no
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trajo mayores problemas en la consecucion de lar lakperimental de este trabajo,

dentro del propésito del mismo.

Al manejar un numero tan elevado de eventos (50e0@6atos en cada adquisicidn)
la representatividad de las muestras fue muy etevad

4.2. Separacion celular activada por fluorescencidcACS)

Se ensayd esta técnica para separar las cuatroldabipnes obtenidas con las
tinciones duales con los fluorocromos seleccionadgsverificar sus estados

fisioldgicos, como su capacidad o no de crecer edionde cultivo semi-sintético.

Se selecciond para la separacion en placas Petnodb purify, que permite
discriminar mejor a la hora de realizar la separacial formarse las gotas por la
vibracion de la boquilla en el equipo, el laser damviesa y detecta si la célula esta
marcada por uno u otro fluorocromo o ambos. Lalaéebe encontrarse en el centro
de la gota, y una vez detecta una gota adecualkzciema justo la siguiente para
comenzar la separacion. En caso de duda con respeatarcaje de la gota o si la
célula no se encuentra en el centro de la mismatéehetro la desecha. Este modo de
operacion del aparato requiere mayor cantidad destraj ya que la mayoria va a ser
descartada durante el analisis, pero ofrece uaafialtilidad a la hora de discriminar

eventos con distinta fluorescencia.

Para la separacion, se establecieron una serieedi@nas en el citograma de
fluorescencia verde frente a fluorescencia rojajrdede las ventanas correspondientes
a cada subpoblacion, para que dentro de dichas seézccionara los eventos marcados
con determinado fluorocromo, con ambos o con niag&e separaron las regiones de

una en una y se dispuso el resultado de cada s&paem una placa Petri diferente.

El analisis FACS se realizé primeramente en plaata.FEn el citograma (Fig. 60,
izg.) se observaron las cuatro subpoblacionesnitdose porcentajes de IP positivas
(R1; 4,58%); BOX positivas (24,58%), doble posisivBOX e IP (16,36%) y eventos

sin marcar el 56,30%.

Al observar las placas, tras 72 horas de incubazi8@°C se comprobo la correcta

separacion de las colonias formadas (Fig. 60, tajec
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Figura 60. Citograma de la muestra que se separédmagen de las placas
procedentes de FACS

Se pudo apreciar como en las placas correspoedianBOX positivas y las doble
positivas para ambos fluorocromos, la matriz ylgharo de colonias era muy similar.
Esta demostrado que células bacterianas iniciaBm@espolarizadas pueden volver a
repolarizarse e incluso formar colonias (Kaprelgantol. 1993) esto parecié concordar
con la capacidad observada de células marcadaB0oh (despolarizadas) tras el
FACS de formar colonias en el medio de cultivo exagb (parte superior izquierda
Fig. 60)

Se observaron algunas colonias también en la pacaspondiente las IP positivas,
aunque en baja proporcion, cuando no era esperaplestuviesen capacidad de
recuperacion y crecimiento (Amor y col. 2002). Esezho podria explicarse por la
presencia de algunas células no tefidas, comossgvaben parte superior izquierda de

la ventana R3 de la figura del citograma (Fig. 60).

En el caso de doblemente negativas (BOX negativBsnegativas) no hubo tantas
colonias como las esperadas, ya que en esa veatghrdaan encontrarse las células en
condiciones Optimas de actividad metabdlica. Estaéscrito previamente que la
técnica FACS puede llegar a ocasionar dafios adhgas durante el proceso de
separacion y siembra en la placa de cultivo, pultiexfectar por tanto a su viabilidad y
disminuyendo su capacidad de recuperacion en elongedcrecimiento (Porter y col.
1993, Bunthof y col. 2001, Amor y col. 2002). Eptadria explicar la baja formacion de

colonias respecto a los resultados esperados.
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Se repitid la separacion, con el mismo procedimiemtterior (Fig. 61) realizando

ademas la separacion también en tubos contenieadm tiquido MRS.

Los resultados de esta nueva separacion de la® cudipoblaciones en placas Petri
arrojaron resultados muy similares a la anteriongae en esta ocasién no se separo la

subpoblacion IP(R3) al no haber eventos en dicha region.
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Figura 61. Citograma de la muestra que se separimagen de las placas

procedentes de FACS

Se separaron asimismo las subpoblaciones en et dudoicaje CFDA/IP, de nuevo
no se encontraron eventos dentro de la subpobladeiépor tanto no se pudo separar
dicha subpoblacién. Los resultados en placa fuenory similares a la separacion

realizada con BOX e IP. (Fig. 61)

Para la separacion en tubos se us6 el modo noehabder, el cual tiene menor
poder de discriminacion, separandose en cada ®® &ventos, lo que requeria menor

cantidad de muestra y el porcentaje de error naesasignificativo.

Los tubos de FACS permitieron cuantificar la cagadi de crecimiento tras la
separacion en medio MRS. Junto con los tubos dsadecogieron las subpoblaciones
separadas, se incluyé un tubo como control (Fig&&®) caldo de cultivo pero sin

microorganismaos.
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SRER

Figura 62. Tubos caldo MRS tras FACS y 30 horasndebacion. De izquierdaa
derecha: tubo controlel tubo conteniendo la subpoblacion separada soreliente a
la region CFDA positiva, a la region CFDA e IP piesis, y a la regién BOX positiva

respectivamente.

Todos los tubos presentaron turbidez tras 30 hdeasncubacién a 30°C (a
excepcion del control, TPy BOX'IP"), siendo la turbidez mayor en el correspondiente
a la subpoblacion CFDA positiva. Cuando se repdiomismo procedimiento con
cultivos delLb. caseien las mismas condiciones pero sirsatting, a las 18 horas de
incubacion ya habia turbidez aparente en el mégiigdio, sin embargo, en las muestras
obtenidas de la separacién, la turbidez no fuenpateasta las 30 horas. Esto podria
apuntar a la posible pérdida de viabilidad tras BAgilie se comentd anteriormente,
haciendo que las células precisen tiempos mas dalgorecuperacién antes de ser
capaces de dividirse en medio liquido.

Para confirmar que no hubo contaminacion en logsitas la separacion, ya que la
misma no se realizd en condiciones estrictas deilegad debido a la minima pero
necesaria manipulacion del equipo, se sembré doaocé de los mismos cultivos en
placas de agar MRS, que se incubaron 48 horas@ 80fno control. Las colonias
obtenidas tras este periodo presentaron Unicamanteorfologia tipica del género

Lactobacillus spsin observarse en ningan caso colonias con distmibrfologias.
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4.3. Microscopia

Para confirmar que la separacion habia sido cerrest realizO de manera
simultanea a la separacion en placas y tubos yraaesaon de 2.000 eventos que fueron
recogidos en portaobjetos. Las muestras obtenidasl @ortaobjetos se observaron
inmediatamente en el microscopio de fluorescenusaa evitar en la medida de lo
posible que dichas muestras se secaran, pero agesdo, no fue posible observar

todas las preparaciones.

La muestra marcada simultaneamente con BOX/IP sips#o observar al
microscopio de fluorescencia y se confirmé que &ulas presentes habian
incorporado simultaneamente ambos colorantes, 80O (fluorescencia verde) como

IP (fluorescencia roja) simultaneamente (Fig. 63).

Figura 63. Imagen al microscopio de fluorescenadak células procedentes de la
separacion celular de las células doblemente masacbn BOX e IP. En la parte

superior aparece una célula marcada con ambogdicromos.

4.4. Proceso fermentativo

La fermentacion acido-lactica se realiz6 en magrammteniendo un volumen de
350 mL de leche desnatada UHT comercial, a 30MQurEprimer momento, se realizo
por duplicado la fermentacion en condiciones estatisin agitacion, tomando para el
muestreo Unicamente la biomasa en suspension. nalieamente se repitido la
fermentacion, también por duplicado, en las misowasliciones pero bajo condiciones

de ligera agitacion (100 rpm), para favorecer tasdiciones de mezcla y comprobar su
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influencia en el proceso aunque el metabolismodetativo de las bacterias lacticas no

requiere aireacion al ser microarofilas, sin quexéeno resulte tdxico.

A lo largo del proceso fermentativo se observoduobn el crecimiento de la
biomasa un descenso del pH (Fig. 64 y Fig. 6%jddea la produccion asociada de
acido lactico. La curva de crecimiento a lo largd tlempo se obtuvo midiendo la
densidad oOptica a 600 nm obtenida en el transcdesdbioproceso (Fig. 66). Los
descensos de pH de durante el muestreo fueron m@wnEiados cuando la
fermentacion se realizé con agitacion, lo que iddimas mejores condiciones del
proceso. En ambos casos, se mantuvo la misma tetaggede incubacion y el nivel de

inoculacion fue el mismo, correspondiendo &4 WEFC/mL.

6,5

- —
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(%3]
|

=—#—Fermentacion 1
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- Fermentacion 2
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0 4 24 28 48 52 72 76 96 100 148 152
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Figura 64. Variacion de la medida de pH a lo lardel transcurso del proceso

fermentativo (sin agitacion). En la gréafica se ntuas los valores correspondientes a

cada uno de los experimento por duplicado (ferm@étal y 2).
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Figura 65. Variacion de la medida de pH a lo lardel transcurso del proceso
fermentativo (con agitacion). Se mustran los reglds del mismo experimento por

duplicado (fermentacion 3y 4).

Comparando ambas graficas de variacion de pH, s® mbservar como la
disminucién del pH fue menor cuando no hubo agitadPor esta razén, a partir de este
momento, se todos los experimentos realizaron gaacidn. La agitacion favorece el
intercambio de materia y por ello, la acidificaci@urre en menor tiempo El
seguimiento de la biomasa en las fermentacionegstfitico mostré oscilaciones
importantes entre los duplicados, ya que, al cemardlunicamente la biomasa en
suspension, la toma de muestra fue poco homogénkss resultados fueron poco

representativos.

Se hizo un seguimiento de la D.O. en los experiosemor duplicado de las
fermentaciones con agitacion (Fig. 66) mostro lalwion de la biomasa a lo largo del
tiempo. Se observo un aumento de la biomasa rest0D-148 horas, momento en que
se estabilizé, entrando en fase estacionaria. Ismmiconclusién se pudo comprobar
mediante el seguimiento del pH (Fig. 64) dondeisetambién la estabilizacion a las

100-148 horas, indicando el final del proceso.
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Figura 66. Curva de evolucion de la DO a lo large th fermentacién (con
agitacion) con Lb. casei.

4.4.1. Estados fisiologicos a lo largo del proceBarmentativo

En paralelo, en cada toma de muestra, se aplitéctaca de citometria de flujo
para identificar y estudiar la evolucion de losdihtes estados fisiolégicos del cultivo

iniciador presentes a lo largo del proceso.

Otros trabajos publicados habian aplicado distitiasmientos clarificadores a la
leche antes del analisis por citometria de flujar(&@ekera y col. 2000, Bunthof y col.
2001 y 2002, Yamaguchi y col. 2003) para reducpdaible interferencia de particulas
procedentes de la leche que pudieran afectar eptagentatividad de los resultados o
incluso comprometer el funcionamiento del sistelmalico del citometro. Este tipo de
tratamientos se realizan con enzimas y/o acidesdds, que pueden dafar las células,
de manera que este paso previo podria alteraefndtados obtenidos en la citometria
de flujo, siendo precisamente el objeto de estmjoael estudio y seguimiento de los

estados fisiologicos del cultivo iniciador duraat@roceso de fermentacion.

Una vez comprobado que el protocolo desarrolladop@dia aplicar tanto a
controles delLb. caseicrecidos en medio liquido MRS como en leche desiaat
directamente y que la fluorescencia emitida popkasiculas procedentes de la leche no

era significativa, como ya habian observado Bunyhail. (2002), sin que se detectaran
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interferencias ni variaciones en los resultadoseresips, no se aplicO ningun pre-
tratamiento de clarificacién. Se pudo comprobar gjugrotocolo de tratamiento de las
muestras desarrollado en este trabajo para elsenalor citometria de flujo permitia
omitir un pre-tratamiento previo de clarificaciée th leche, sin afectar a la tincion,
adquisicion o andlisis de las muestras, ni al fumainiento del citometro. Por el
contrario, el protocolo de procesamieto y tinci@las muestras para su analisis por
citometria de flujo puesto a punto en este trapago ser aplicado durante el desarrollo
del cultivo iniciador, sin interferencias con losngponentes de la leche ni con los
cambios en el medio de fermentacion (cambios desidieth y textura) producidos

durante el proceso.

Por tanto, las muestras tomadas durante el pratetn fermentacion recibieron el
mismo tratamiento que los controles realizados ipneente en medio de cultivo
semisintético para poner a punto los protocolosadeguisicion. Los protocolos de
adquisicion y analisis definidos con los controldsyalor umbral, las ventanaggates
y la compensacion fueron los mismos para las magesle cultivos crecidos en medio

liquido semi-sintético, en leche y las muestrasmidas a lo largo de la fermentacioén.

4.4.2. Identificacion de las distintas subpoblacias durante el proceso

En el primer dia del proceso fermentativo, la projgm de la poblacibn marcada
con CFDA no fue muy elevada (74,01% aproximadame(itg, 67). Asimismo, en
este momento, la concentracion celular se mantavia por debajo de 2 unidades de
D.O) (Fig. 66)
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Figura 67. Muestra de la fermentacion en el primer dia maecadn CFDA
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En el caso del IP, el porcentaje de células mascadafue excesivamente alto
(5,15%), lo cual concuerda con una poblacion a@ionde un proceso de fermentacién
(Fig. 69).

104
R3 R4

—

[}
i
|

FL1 Log-Log_Height
=
[
|

—_

[}
-
|

R&

1 0 P S T

100 1m 102 108 104
FL4 Log-Log_Height

Figura 69.Primer dia de la fermentacion marcado con IP

Con ambos fluorocromos a la vez, CFDA e IP, se gudi identificar dos
subpoblaciones, correspondientes a células corctlaidad metabdlica y a células
doblemente tefidas, dafiaddarfaged cellspero que mantenian actividad enzimatica.
Como cabia esperar, en el primer dia de la ferro@émaa proporcion de células

metabodlicamente activas (R3) fue superior al delagldafadas (R4) (Fig. 70)
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Figura 70. Primer dia de la fermentacion, marcagacCFDA e IP
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Los histogramas obtenidos para ambos detectoresisstran en la Fig. 71.
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Figura 71. Histogramas primer dia de la fermentacitharcaje con CFDA e IP

En el caso del BOX, se encontré un valor que fge alas alto de lo que se obtuvo
en los dias posteriores (R7; 9,31% del total dentegg. Esto puede ser debido a una
fase de aclimatacion al cambio de condiciones amddis, tras la inoculacion, que
ocasiona que los microorganismos se estresen @odocque se despolarice su

membrana.
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Figura 72. Primer dia de la fermentacion, marcagg@dOX
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En el caso del IP, como se esperaba, el porced&jeélulas positivas no fue

elevado (RS3; 3,15%) (Fig. 73)
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Figura 73. Primer dia fermentacion, tincién con IP

El doble marcaje con BOX e IP permitid distinguiridentificar las cuatro
subpoblaciones posibles (Fig. 74). La region R7responde a las células
despolarizadas (12,05%), en R3 las doblemente nesq@®BOX e IP positivas) y en R2

las IP positivas (2,24%)
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Figura 74. Citograma primer dia fermentacion con)>B@ IP
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Figura 75. Histogramas primer dia de la fermentagitharcaje con BOX e IP

A las 148 horas desde el inicio de la fermentacs@produce la estabilizacion de
pH y DO. Al analizar en ese momento de la fermedtapor CMF con CFDA, la
mayoria de la poblacion resultd ser metabolicamantwa (R3; 95,73 %) (Fig. 76)

como vino ocurriendo desde que se inici6 la fera@an.
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Figura 76. Citograma muestra marcada con CFDA ttd8 horas de fermentacion

Con IP, el porcentaje de fluorescencia roja se avansimilar a dias anteriores (IP
positivas, R6; 6,20 %) (Fig. 77)
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Figura 77. Citograma muestra marcada con IP tra8 béras de fermentacion

Con marcaje dual con CFDA e IP se observaron efost concordantes con los
marcajes individuales (Fig. 78), la mayoria de lablacion se encontraba
metabolicamente activa (CFDA positivas) R4 represedo las células doblemente
positivas (2,46 % del total).
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Figura 78. Citograma muestra marcada con CFDA e ttBs 148 horas de

fermentacion

Cuando las muestras se tifieron con BOX, se observ@umento progresivo del
porcentaje de BOX positivas (R7) (10,79%) (Fig. 79
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Figura 79. Citograma muestra marcada con BOX trd8 horas de fermentacion

El doble marcaje con BOX e IP revel6 una subpobtadoblemente tefiida, BOX+
e IP+ en R3 del 2,27% (Fig. 80). Se observo de muav alto porcentaje de la

subpoblacion de células BOX positivas en la rel@n

105_

FL1 Log-Log_Height
=
r
1

T
101 108 104

102
FL4 Log-Log_Height

Figura 80. Citograma muestra marcada con BOX e tRBst148 horas de

fermentacion

En el ultimo dia de la fermentacion, una vez ebtaoio el pH, el porcentaje de la
subpoblacion CFDA positivas se redujo considerabtem (R3; 51,49%) lo cual
concuerda con la transicion hacia la fase correasptal a la inhibicién celular por
producto con pérdida de la actividad metabdlicg.(81) El agotamiento de nutrientes y

el bajo pH, causa un descenso de la actividad métaly la viabilidad de las células.
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Figura 81. Citograma muestra marcada con CFDA ttd@2 horas de fermentacion
(Gltimo dia)

En concordancia con lo anterior, se vio asimism@awmento en el marcaje por IP,
aungue no muy significativo (Fig. 82) en la regi¥®, que correspondié con un 10,90%

de la poblacion.
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Figura 82. Citograma muestra marcada con IP tra® Ivoras de fermentacion

(tltimo dia)

La tincion dual con CFDA e IP, como cabia esperreld una subpoblacion de
células que incorporaban ambos colorantes, ergianrér4, que fue mas alto que todos
los dias previos analizados (Fig.83, Tabla 4).
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Figura 83. Citograma muestra marcada con CFDA etitBs 172 horas de

fermentacion (ultimo dia)

El BOX sigui6 aumentando desde el inicio de la fastacionaria (Fig. 84), el
altimo dia se obtuvo el valor méas alto de BOX peag (R7; 36,12%).
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Figura 84. Citograma muestra marcada con BOX tr@2 horas de fermentacion

(Gltimo dia)

En cuanto a la subpoblacion tefiida con IP, se mi@rvar un ligero aumento

respecto a dias anteriores (Fig. 85, Tabla 4)
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Figura 85. Citograma muestra marcada con IP tra® Ivoras de fermentacion

(tltimo dia)

En el ultimo dia del proceso, la tincion doble @@X e IP puso de nuevo de
relieve como el porcentaje de células despolarzaaiament6 significativamente,
debido al progresivo agotamiento de los nutrieetesl medio y la acumulacion de
acido en el medio, como producto de inhibicién (Big). En el histograma se refleja la
presencia de dos subpoblaciones mayoritarias ctar@ndiferenciadas, una marcada
con BOX (R7), correspondiente a las células despaldas y otra que no se ha
marcado con ninguno de los dos fluorocromos. Egraje de células marcadas con IP
y doblemente marcadas es superior a dias anterjpges dicho aumento no es muy

elevado como se comprobo en la tincion con cadedtromo de manera individual.
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Figura 86. Citograma muestra marcada con BOX e tRBst172 horas de

fermentacion (ultimo dia)
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4.4.3. Evolucion de las subpoblaciones celularesrdate el proceso

En la Tabla 4 se recogen los resultados obtenidodaago de todo el proceso de
fermentacion. En ocasiones, se pudo apreciar qaana de todos los porcentajes no
fue ligeramente superior al 100%, esto puede sbiddea que se emplearon dos

protocolos de tincion distintos, en analisis difes sobre dos muestras independientes.

% % % % %

HORAS marcadas marcadas marcadas marcadas marcadas
CFDA P CFDA + IP BOX BOX + IP

24 74,01 5,15 2,85 9,31 1,63
28 62,53 1,66 0,81 12,91 1,94

48 80,62 1,87 1,02 3,80 7,30
52 64,58 5,77 2,09 5,97 5,55

72 75,37 6,29 2,59 4,50 1,55
76 65,87 5,41 1,77 6,30 2,44

96 75,52 3,28 1,19 4,50 1,55
100 89,27 5,89 4,80 3,75 2,14

148 91,73 6,20 2,46 10,79 2,27
152 88,33 1,20 7,03 16,58 2,39

172 51,49 10,90 7,40 36,12 4,78

Tabla 4. Resultados FCM durante la fermentaciéi¢ac(con agitacion)

El seguimiento de los cambios de pH, densidad &ptc las diferentes
subpoblaciones permite explicar la evolucion ddehdss fisiologico de las células
presentes en la leche a lo largo del bioprocesceModucion del pH a lo largo de la
fermentacion permite hacer una estimacion de ldueMm la concentracion de acido

lactico en el medio relacionandose con la activigatabdlica.
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Haciendo una valoracion global del proceso y coando los resultados
presentados de la evolucion de la biomasa (Fig. |&6)ariacion de pH (Fig.65) y la
Tabla 4 se realizaron una serie de observacioresegpasan a discutir. El agotamiento
de los nutrientes, el descenso del pH y el propiddalactico que ejerce un efecto
inhibitorio sobre Lb. caseiexplican la evolucion con el tiempo de las dissnta

subpoblaciones.

En las primeras de la fermentacion (24 y 28 hoesslel el inicio) se observaron
valores de fluorescencia verde debidos a tincion BOX superiores a los valores en
los periodos de tiempo inmediatamente siguientst & pudo corresponder con una
fase de aclimatacion al medio del inéculo. ElI cambe condiciones ambientales,
produce cierto estrés metabdlico a los microorganss ocasionando un aumento en la
despolarizacién celular y por consiguiente, el mj@con BOX aumenté.

A partir de las 48 horas desde el inicio del proce® corresponde con la fase
exponencial de crecimiento (Fig. 66) y la propancde células despolarizadas (BOX
positivas) se vio reducida (Tabla 4), coincienda cm cambio brusco de pH en ese

momento (Fig. 65) que indica un buen desarrollgdateso.

La curva se estabiliza en cuanto a DO y pH (pH meei 3,82), entrando en fase
estacionaria. A las 148 del inicio del proceso,obtene el mayor valor de células
metabdlicamente activas (CFDA A partir de las 148, 152 y 172 horas (fase
estacionaria), el porcentaje de células BOX passtiitue aumentando progresivamente
hasta llegar a un valor superior al 35% de la podhay la proporcion de células IP
positivas mas elevado se dio precisamente en ¢bmanrespondiente a las 172 horas
desde el inicio de la fermentacion (10,90% delltdeala poblacién). Este patrén de
marcaje concuerda con los bajos valores de pH enedio, al efecto inhibidor que
ejerce el acido lactico y al agotamiento de logientes, ya que se ha realizado la
fermentacion de manera discontinua. Cuando ladasélsufren estrés por falta de
energia, los sistemas de transporte activo serumt@en y esto ocasiona la
despolarizaciéon de la membrana (Hewitt y col. 203ta despolarizaciéon de la
membrana indica descenso de la actividad metabg®ae no muerte celular (Nebe
von-Caron y col. 2000) y no es hasta las fasedefinde la fermentacion cuando la
fluorescencia roja debido a IP aumentd significatiente. Es interesante destacar que

se pudo comprobar que el porcentaje de célulastasual final del proceso fue menor
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que el porcentaje de células despolarizadas (10fé€8te a 36,12%), de forma que la
inhicién del proceso se refleja en un aumento dsulgpoblacion de células con la
membrana despolarizada (BOX+) en vez de célulastasu@iP+) ya que las BAL son

muy resistentes a pH muy bajos.

A partir de los resultados obtenidos, el mejor matimepara inocular el cultivo
iniciador en el fermentador seria a las 148 haessdl inicio del proceso, aunque no se
corresponda con el maximo valor de DO, ya que spaoede con la mayor
subpoblaciéon de células métabdlicamente activas,equpieza a disminuir a partir de

ese momento.

Se ha puesto de manifiesto que tanto los protoatdosincion de las muestras y
como los de adquisicién se han podido aplicar stimtas las muestras, de cultivos en
medio semi-sintético y en leche desnatada, pudiengudearse esta metodologia para el
control a tiempo casi real de un bioproceso. Laitodmacion de las fermentaciones
industriales por citometria de flujo facilita un jorecontrol del proceso, permitiendo la
toma de decisiones en el curso del mismo. A laavil los resultados obtenidos se
podria proponer esta técnica como método rutindeioandlisis y acoplarlo a una
estrategia de control basada en el seguimient@slisubpoblaciones de los distintos
estados fisioldgicos identificados durante el psoceEl andlisis del porcentaje de las
subpoblaciones de células metabdlicamente activageypresentan despolarizacion de
membrana son claves a la hora de decidir el mondetoocular el fermentador con el
starter. De esta manera, se reduciria la duracién dekpmoy el estado fisioldgico del
cultivo inciador para conducir el fermentador padér optimizado.
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CONCLUSIONES

La realizacion de este proyecto ha permitido llegks conclusiones que se indican

a continuacion:

1. Fue posible evitar un pretratamiento de clarifiéaca la leche, ya que con el
protocolo de procesamiento y tincion de las mussiesarrollado en este trabajo,
el andlisis por citometria de flujo de muestrasgidas en leche no causé problemas
en el funcionamiento del citémetro ni afecté a fesultados obtenidos, como se
comprob6 tras comparar los controles en leche osncbntroles en medio de

cultivo semi-sintético liquido.

2. La combinacion de fluorocromos ensayada (tinciodesles CFDA/IP y
BOXI/IP) y las separaciones por la técnica FACS pge&ndentificar diferentes

estados fisiologicos a lo largo de la fermentaédido-lactica.

3. Con el primer protocolo de tincion CFDA/IP, se mrdn identificar durante el
proceso tres subpoblaciones simultaneamente: uMgoBlacion de células
metabolicamente activas (CFDA+), otra de célulaBadas que incorporaban
ambos colorantes pero mantenian la actividad mitab@CFDA+IP+), y una

subpoblacién constituida por células muertas (IP+).

4. Con el segundo de tincion dual BOX/IP se identificaen las muestras de la
fermentacion: una subpoblacion de células con lanibngna despolarizada
(BOX+IP-) que podia recuperarse y mostrar crecitbientra subpoblacion que
incorporaba ambos colorantes (BOX+IP+), y una w@tinsubpoblacion

correspondiente a células muertas (IP+).

5. Los protocolos de andlisis por citometria de fluj@stos a punto en este trabajo
se aplicaron a la optimizacién del desarrollo deuwitivo iniciador de_b. caseien
leche. Los resultados obtenidos mostraron que grmsomento para inocular el
starteren el fermentador seria a las 148 horas desde&i del proceso, momento
gue correspondié con la mayor proporcion de célatagstado metabdlicamente
activo, acortando asi la duracion del proceso yaesid el aumento de las

subpoblaciones de células despolarizadas y mushtzsvadas a tiempos finales.
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