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6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO. (Debe

exponerse la orientacién impuesta a los trabajos, técnicas empleadas, métodos, etc., y

dificultades encontradas en el desarrollo de los mismos, en el plano cientifico y material).
Con el fin de desarrollar un alimento simbidtico en el cudl la miel actie como adyuvante
o potenciador al efecto de una cepa probiética en el tratamiento de enfermedades
causadas por enteropatogenos, se evalud el efecto de la miel sobre Lactobacilius casei
CRL 431 (cepa con propiedades probidticas comprobadas) y sobre Salmonella entérica
serovar. Thyphimurium (cepa enteropatogena). Ambas cepas, fueron obtenidas de la
coleccién de cultivos del Ceniro de Referencia para Lactobacilos (CERELA) y
estudiadas previamente.
Se estudiaron 7 muestras de miel de diferentes regiones del pais. Previamente, estas
muestras fueron caracterizadas en cuanto a sus parametros fisico-quimicos (color,
humedad, contenido de azlcares) y se evalué su contenido de fenoles, actividad
antioxidante y actividad antimicrobiana frente a algunas bacterias patdgenas (S. aureus,
B. cereus, P. aeruginosa, Salmonella sp. y E. coli). Durante el periodo de la beca, se
continué trabajando con las mismas muestras de miel sobre los objetivos especificos
que se habian propuesto. Se evalud el pH y la acidez de las mieles ya que son
caracteristicas que pueden influir sobre el crecimiento de algunas bacterias y, por io
tanto, son importantes a tener en cuenta. El pH fue medido con tiras indicadoras (DF) y
la acidez por titulacion acido-base. '
Se realizd una revision bibliografica referida a las caracteristicas de la miel y a los
alimentos funcionales, probidticos y prebidticos especificamente. Las actividades
desarrolladas y los resultados se detallan a continuacion:

Metodologia

1.~ Efecto de la miel sobre el crecimiento de L. casei

El efecto de las 7 muestras de miel sobre el crecimiento del L. casei fue evaluado en
caldo MRS (Shin y Ustunoi, 2005). Se probaron varias concentraciones de miel (3, 5y
10 %) sobre el L. casei y a diferentes tiempos de incubacion (24 y 48hs). Se preparo un
in6culo bacteriano con una concentracién de 10E+08 UFC/ml y se adicion6 a cada tubo
con caldo MRS y miel; como control se utilizé caldo sin miel. La densidad optica fue
medida por duplicado para cada miel a cada concentracion, mediante
espectrofotometro a 600 nm. Se realizaron mediciones a las 24 y 48hs de incubacion y
se utilizé como blanco un tubo con el caldo MRS y la miel a cada una de las
concentraciones empieadas. Con el fin de relacionar las medidas de densidad optica
(DO) con la concentracién bacteriana se realizaron recuentos en placa de las UFC/ml
en agar MRS a partir de diluciones seriadas. Debido a que a las 24hs de incubacion el
crecimiento del L. casei en MRS con miel fue escaso, se seleccionaron los datos
obtenidos a las 48hs de incubacion para realizar los analisis estadisticos.

Se realizd un ANOVA a fin de evaluar si existian diferencias significativas en el
desarrolio de la cepa a las diferentes concentraciones probadas. Previamente al
andlisis de regresion lineal, los datos fueron transformados en log. A partir de la
ecuacion de regresion se estimaron las UFC/ml para cada valor de DO. Los supuestos
de normalidad fueron previamente comprobados para tanto en el ANOVA como en el
analisis de regresion lineal.

2.-Evaluacion de la viabilidad de L. casei en leche con agregado de miel.

La viabilidad del L. casei fue evaluada en leche con miel durante su almacenamiento
refrigerado siguiendo la metodologia descripta por Macedo et al., 2008. Para este
ensayo se utilizé una de las mieles que anteriormente habia permitido un buen
crecimiento de la cepa en caldo MRS y se adicion6 al 3% a la leche; previamente la
miel fue tratada térmicamente a 60°C por 30 minutos. Se eligié esta concentracion miel
por ser a la cual se obtuvo un crecimiento del L. casei en el caldo MRS,
significativamente mayor que al utilizar las ofras concentraciones. La leche fue
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preparada con leche en polvo al 10% y esterilizada en autoclave a 0,5 atm. durante 10
minutos. Una vez comprobada su esterilidad mediante una siembra en agar MRS, fue
inoculada con el L. casei (previamente cultivado en tubos con leche) e incubada durante
20hs a 37°C en anaerobiosis. La adicion de miel se realizé en el momento en que se
agregd el inéeulo a la leche y luego de la fermentacién para comparar procedimientos;
como control se utilizé leche sin miel. Luego de la incubacion, la viabilidad bacteriana
fue evaluada por recuento en placa de las UFC/ml en agar MRS a partir de diluciones
de la leche fermentada en solucién fisiolégica. Los resultados fueron expresados como
iog10 UFC/ml. Ademas, se controlé el pH con tiras indicadoras y la acidez por titulacion
acido-base con hidroxido de sodio 0,1N. Los mililifros gastados de hidroxido de sodio en
la titulacién fueron multiplicados x10 para expresar la acidez en °Dornic. Las leches
fermentadas fueron almacenadas a temperatura de refrigeracion durante 46 dias, se
realizaron mediciones de ph, acidez y de las células viables a los 0, 7, 14, 21, 28 y 46
dias de almacenamiento.

Para comparar la viabilidad bacteriana entre el control y la leche con el agregado de
miel antes y después de su fermentacion se realiz6 el test no paramétrico de Kruskal
Wallis. Para evaluar diferencias en la viabilidad bacteriana entre las leches
fermentadas con miel agregada antes y después de la fermentacién y el control a los
diferentes tiempos de almacenamiento se realizo un ANOVA.

3.-Evaluacion de la actividad inhibitoria de la mie! frente a Salmonella entérica

La actividad inhibitoria de las 7 muestras de miel sobre el crecimiento de Salmonella
entérica serovar Thyphimurium fue evaluada por el método de difusién en piacas por
pocillos en agar Mueller-Hinton de Kirby-Bauer (Koneman et al., 1985). El inoculo se
preparé de acuerdo al Tubo N° 1 de la escala de McFarland, se coloco en placas de
Petri y se homogeneiz6é con el agar Muller-Hinton. Luego se realizaron pocillos en el
agar donde se colocéd una solucion de miel previamente preparada con 1g de miel en
1ml de agua destilada estéril. Se utiliz6 como control un pocillo con agua destilada
estéril. Se incubaron las placas por 24hs a 37°C y se midieron los halos de inhibicion
bacteriana en mm por medio de una escala tipo Vernier. Se distinguio entre ia actividad
inhibitoria debida al peréxido de hidrogeno y a la otorgada por otros componentes o
factores antimicrobianos, utilizando catalasa para inhibir el peréxido presente en la miel.
Se empleé el método descripto anteriormente para evaluar la actividad inhibitoria de la
miel tratada con catalasa. Se realizaron mediciones por triplicado para cada muestra de
miel.

Resultados

1.- Efecto de la miel sobre el crecimiento de L. casei

Se establecié la relacion entre DO y UFC/ml mediante la ecuacion de regresion
Y=2 45+5,26x, R2=0,82 (Fig. N°1). El grado de prediccion es bueno debido al valor de
R2. Se utilizo esta regresion para estimar fas UFC/ml a partir de mediciones de DO
para la evaluacion del crecimiento de L. casei en caldo con miel agregada.

Los resultados indicaron que la miel no inhibe al L. casei, aunque se observé que a
medida que aumenta la concentracién de miel en el caldo MRS menor es el crecimiento
de la cepa. Se registré un valor promedio de 8,12E+12 UFC/mi al utilizar 3% de miel, un
valor de 3,16E+12 +UFC/mI al emplear un 5% de miel y de 3,01E+11 UFC/mi al 10% de
miel. Se detectaron diferencias significativas (F=118, gl=3, p<0,0001) en el crecimiento
de L. casei entre las distintas concentraciones de miel empleadas. El control tuvo un
crecimiento promedio de 4E+14 UFC/mi.

Los valores promedio de las UFC/ml luego de 48hs de incubacion, al utilizar cada una
de las muestras a cada concentracién de miel se pueden ver en la tabla N°1.
2.-Evaluacion de la viabilidad de L. casei en leche con agregado de miel.

El L. casei se mantuvo viable en las leches con miel y en el control durante los 46 dias
de almacenamiento refrigerado, aunque en todos los casos la viabilidad bacteriana
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disminuy6 con el tiempo (Fig. N° 2). Al analizar las variables sin tener en cuenta el
tiempo de incubacién no se detectaron diferencias significativas (H=2,58, gl=2, p>0,05)
entre las leches fermentadas Sin embargo, el recuento promedio de colonias fue
numéricamente mayor en la leche con miel agregada antes de su fermentacion que en
el control. En la leche con miel agregada después de la fermentacién se registré el
menor recuento promedio. Al analizar la viabilidad del L. casei a los distintos tiempos de
almacenamiento, Unicamente a los 46 dias se detectaron diferencias significativas
(DMS=0,51940, gl=5, p<0,05) entre la leche con miel agregada antes de la
fermentacion y la leche con miel agregada después. Se registré un valor promedio de
1,1E+08 UFC/mi en la leche con miel agregada antes de la fermentacién y de 3,1£+07
UFC/ml en leche con miel agregada después de la fermentacién. El valor del control fue
de 8,2E+07 UFC/ml.

La acidez de las leches con miel fue mayor que en control y, en todos los casos, se
observé un aumento de la acidez a lo largo del almacenamiento (Fig. N° 3). La acidez
de las leches antes de su refrigeracion (tiempo 0) fue de 60°D para la leche fermentada
con miel agregada antes de la fermentacioén y de 53°D para la leche con miel agregada
juego de su fermentacién; el control tuvo una acidez de 52°D. A los 46 dias de
almacenamiento, la acidez aument6 a 119°D y 122°D en las leches con miel agregada
antes y después de la fermentacién respectivamente, para el control la acidez fue
110°D. El pH fue igual para las leches con miel y para el control. Previamente a
almacenar la leche a temperatura de refrigeracion el pH fue de 5, luego de 7 dias de
almacenamiento refrigerado descendio a 4 y a los 46 dias disminuyo a 3.

3.-Evaluacion de la actividad inhibitoria de la miel frente a Salmonella entérica

Las mieles estudiadas tuvieron actividad inhibitoria frente a S. thypimurium,
exceptuando 2 muestras (Fig. N°4). Se observaron halos de inhibicién que oscilaron
entre 8,03 y 10,6 mm. Una de las muestras produjo un doble halo: uno bien definido, sin
crecimiento bacteriano y con un diametro promedio de 9,4 mm. Y el otro, en el que si
bien habia crecimiento, éste era escaso y de menor densidad en comparacién con el
pocilio control o el resto de la placa. Este segundo halo presenté un didmetro promedio
de 28,64mm. La actividad antimicrobiana de las mieles, en general, pareceria estar
dada por el perdxido de hidrégeno, ya que luego de ser tratadas con catalasa perdieron
su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. En cuanto a la muestra que antes del
tratamiento con catalasa habia presentado un halo de inhibicién doble, si bien en este
caso no presento el halo bien definido, si demostro continuar reduciendo el crecimiento
bacteriano con un halo promedio de 28,5 mm. Esto podria deberse a algtin otro factor
antimicrobiano, diferente al peroxido de hidrogeno en esta miel.

Conclusiones

- El mayor desarrollo de la cepa probittica se obtuvo utilizando concentraciones de 3
% de miel.

- La viabilidad bacteriana disminuy6 y la acidez aumentd durante el almacenamiento
refrigerado de la leche. Observando menor crecimiento del L. casei a medida que
aumentaba la acidez.

- El mayor recuento de L. casei a los 46 dias de almacenamiento se obtuvo en la ieche
con la adicién de miel antes de la fermentacion.

- La acidez de la leche con miel fue mayor que en el control, el rango de acidez 110-
119 °D permite un buen desarrolio de L. casei.

- Las mieles utilizadas tuvieron actividad inhibitoria frente a S. Thyphimurium.

Por lo tanto, la elaboracién de un alimento probidtico con leche fermentada con L. casei
y la adicién de miel es factible. La miel posee capacidad antimicrobiana frente
Salmonella razén por la cual una leche fermentada con probiéticos y miel podria ser un
alimento funcional, alternativo con efectos potencialmente positivos en el tratamiento de
infecciones gastrointestinales inducidas por Salmonella. Sin embargo, seran necesarios
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mas esfudios que confirmen la actividad inhibitoria frente S. Typhimurium de un rango
mas amplio de mieles y se hace imprescindible la evaluacion del alimento funcional en
un modelo de infeccion inducido por S. Typhimurium en ratones,

Dificultades encontradas

Si bien se habia propuesto evaluar ia actividad metabolica de la cepa probittica en
caldo MRS con miel mediante la deteccién de acidos orgénicos con HPLC, esto no se
pudo llevar a cabo por problemas técnicos del equipo. Sin embargo, se procedio a
evaluar el metabolismo bacteriano midiendo la acidez de la leche fermentada por
titulacion durante su aimacenamiento (Macedo et al., 2008)

Por cuestiones de tiempo, no se pudo determinar el efecto de la administracion oral de
la leche fermentada con miel a ratones BALB/c infectados con 8. Typhimurium. Se
continuaréd trabajando en e tema, especificamente sobre este objetivo en el marco de
una becs doctoral de CONICET,
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Fig. N° 1: Regresion lineal con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla N° 1: Valores medios de UFC/mi + e.e. del L. casei en presencia de las diferentes
muestras de miel a las distintas concentraciones.

N° Muestra

Concentracion de miel (%)

(S

5 10

—

7,85E+12 + 6,17E+11

3,08E+12 + 1,69E+12 | 1,37E+11 £ 2,62E+10

5,72E+12 £ 9,27E+11

4,52E+12 + 1,86E+12 | 3,82E+11 £ 7,05E+10

6,90E+12 % 3,34E+11

4 11E+12 + 3,03E+12 | 8,83E+10 £ 5,37E+10

5,80E+12 + 1,00E+12

2,72E+12 £ 9,48E+11 | 1,12E+11 £ 4,72E+10

9,79E+12 + 4,63E+12

1,47E+12 £ 5, 68E+11 | 8,55E+11 £ 5 04E+11

3,71E+13 £ 2,25E+12

1,21E+13 £ 478E+12 | 1,55E+12 2 6,77E+11

~N ol iGN

4,33E+12 = 1,34E+12

2,98E+12 £ 1,62E+13 | 9,40E+11 £ 7,30E+11
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Fig. N°2: Viabilidad del L. casei expresada como log UFC/mlen las leches fermentadas
durante 46 dias de almacenamiento refrigerado. Donde: LF1= Leche fermentada con miel
agregada antes de la fermentacion, LF2= Leche fermentada con miel adicionada luego de

su fermentacion, LF3= Leche fermentada control (sin miel agregada).
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Fig. N°3: Valores de acidez en °Dornic de las leches fermentadas durante su
almacenamiento refrigerado por 46 dias. Donde: LF1= Leche fermentada con miel
agregada ante de la fermentacion, LF2= Leche fermentada con miel adicionada luego de
su fermentacion, LF3= Leche fermentada control.



Fig. N°4: Halos de inhibicién bacteriana de distintos didmetros formados por diferentes
mieles.
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7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN EL PERIODO.

7.4. PUBLICACIONES. Debe hacerse referencia, exclusivamente a aquelias publicaciones en la
cual se halla hecho explicita mencién de su calidad de Becario de la CIC. (Ver instructivo para la
publicacién de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacién donde no figure dicha
aclaracién no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada #rabajo, en el mismo
orden que aparecen en la publicacion, informe o memoria técnica, donde fue publicado, volumen,
pagina y afio si corresponde; asignéndole a cada uno un nimero. En cada trabajo que el investigador

presente -si lo considerase de importancia- agregard una nota justificando el mismo y su grado de
participacion.

7.2. PUBLICACIONES EN PRENSA. (Acepiados para su publicacién. Acompafiar copia de cada
uno de los trabajos y comprobante de aceptacion, indicando lugar a que ha sido remitido. Ver punto
7.1)

7.3. PUBLICACIONES ENVIADAS Y AUN NO ACEPTADAS PARA SU PUBLICACION.
{Adjuntar copia de cada uno de los trabajos. Ver punto 7.1.)

7.4. PUBLICACIONES TERMINADAS Y AUN NO ENVIADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar resiimenes de no méas de 200 palabras)

7.5. COMUNICACIONES. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores)
Ramos, O; Basualdo, M.; Maldonado Galdeano, C. Desarrollo de alimentos simbiéticos
con fa adicion de miel. | Congreso Internacional Cientifico y Tecnolégico de la Provincia
de Buenos Aires. Ciencia y Tecnologia para el Desarrolio. Organizado por la Comision
de Investigaciones Cientificas (CIC), Ministerio de la Produccion, Ciencia y Tecnologia
de la provincia de Buenos Aires. La Plata, Bs. As. 1° de Octubre de 2015.

Ramos, O.; Libonatti, C.; Basualdo, M. Caracterizacion de mieles con actividad
antimicrobiana frente a microorganismos patégenos aislados de alimentos. XV
Congreso Argentino de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (XV CYTAL). Buenos Aires,
Argentina. 3 al 5 de Noviembre de 2015.

7.6. TRABAJOS EN REALIZACION. (Indicar en forma breve i estado en que se encuentran)
Se esta trabajando en una publicacion referida a la actividad antimicrobiana de mieles de
diferente origen botanico, con el fin de establecer posibles relaciones entre la capacidad
antimicrobiana de Ia miel y su composicién, caracteristicas fisico-quimicas y su origen botanico.
Hasta el momento, se realizaron los anélisis estadisticos y se esta trabajando en la preparacion
del manuscrito.

8. OTROS TRABAJOS REALIZADOS. (Publicaciones de divuigacion, textos, etc.)
8.1. DOCENCIA

8.2. DIVULGACION

8.3. OTROS
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9. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS. (Se indicara la denominacion, lugar y fecha de
realizacion v titulos de los trabajos o comunicaciones presentadas)

Ii Congreso Internacional Cientifico y Tecnolégico de la Provincia de Buenos Aires. Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo. Organizado por la Comision de Investigaciones Cientificas
(CIC), Ministerio de la Produccion, Ciencia y Tecnologia de la provincia de Buenos Aires. La
Plata, Bs. As. 1° de Octubre de 2015.

10. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. (Sefialar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, duracion, instifuciones visitadas y si se realiz6 algin
entrenamiento) '

Taller "Redaccion de restimenes o abstracts”. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires, Facultad de Ciencias Humanas. Tandil, Buenos Aires. Mayo-Julio 2015. Calificacion: 9
(nueve). Modalidad presencial — virtual. Carga horaria: 24hs.

Curso “Herramientas Estadisticas para Investigacién”. Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires. 31 de Agosto y 1° de Septiembre, 2015. Modalidad presencial. Carga
horaria: 12hs.

Curso “Modelos Lineales-Analisis de Regresion”. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires. 7 y 8 de Septiembre 2015. Modalidad presencial. Carga horaria: 12hs.

Asistente en el Seminario de capacitacion: “Buenas practicas de produccion de cera de abejas”
llevado a cabo por INTI-UE, en el marco del proyecto Mejora de las Economias Regionales y
Desarrolio Local. 1 de Diciembre de 2015. 4 horas de duracion

Capacitacion y entrenamiento en el uso del software estadistico InfoStat, a cargo de MSc. Med. Vet
Edgardo M. Rodriguez. Area de Bioestadistica, Universidad Nacional dei Centro de la Provincia de
Buenos Aires. 24-28 de Agosto, 2015. Carga horaria: 30hs.

11. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO

12. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO
Colaboracién en el Curso de Produccion del Area de Produccion Apicola.

13. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS

ANTERIORES (Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la evaluacion
de la tarea cumplida en el periodo)

14. TITULO DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PERIODO DE PRORROGA O
DE CAMBIO DE CATEGORIA (Debera indicarse claramente las acciones a desarrollar)

Se continuara con las tareas de investigacién en el marco de una beca doctoral de
CONICET, trabajando sobre el tema "Evaluaciéon de las propiedades antimicrobianas de la
miel incluida en un producto fermentado probiético”. Se elaborara un producto lacteo
fermentado con miel y probiéticos y se evaluara la actividad antimicrobiana del producto
final: con el fin de sugerir su consumo como alternativo en el tratamiento de infecciones
causadas como enteropatoégenos.
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Condiciones de Presentacion

A. El informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacién
abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Becario, la que debera incluir;

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 14).

b. Las copias de publicaciones y toda ofra documentacién respaldatoria, deben
agregarse al término de! desarrollo del informe

C. Informe del Director de tareas con la opinién del desarrollo del becario (en sobre
cerrado).

Nota: El Becario que desee ser considerado a los fines de una prérroga, debera
solicitario en el formulario correspondiente, en los periodos gue se establezcan en los
cronogramas anuales.

Fifhd del Director

/

MARINA BASUALDO
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