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Resumen:

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la celobiosa al 1% como fuente principal de carbono en un cultivo
MRS de Limosilactobacillus reuteri, formulado para la biotransformacion de glicerol a 3-hidroxipropionaldehido, un
agente antimicrobiano de amplio espectro. Se utiliz6 Escherichia coli O157:H7 como organismo modelo para evaluar el
efecto de la inhibicion bacteriana. Un segundo caldo MRS formulado con 1% de glucosa y un caldo MRS comercial
estandar fueron utilizados como comparativos. El 3-HPA utilizado fue producido durante la fase exponencial de
crecimiento (2 a 12 horas) de cada cultivo MRS. El 3-HPA producido en los medios con celobiosa y MRS comercial inhibid
45.01 £ 18.51% y un 35.94 £ 7.76% (p>0.05) respectivamente el crecimiento de E. coli, mientras que un 8.50 £ 0.37% de
inhibicion con el 3-HPA producido en cultivo MRS con glucosa. Como agente antiséptico de control, se utiliz6 la
clorhexidina al 0.12%, arrojando un 97.61 + 0.05% de inhibicion. Se concluye que la fuente de carbono inicial modifica el
potencial antimicrobiano del 3-HPA, siendo la celobiosa un sustrato candidato para continuar su estudio en la optimizacion
de la secrecion de metabolitos activos, lo que resalta su importancia en el desarrollo de alternativas para el control
microbiano y la economia circular.

Palabras clave: Limosilactobacillus reuteri, 3-hidroxipropionaldehido, actividad antimicrobiana, caldo MRS-
Celobiosa, caldo MRS-Glucosa.

ABSTRACT:

The aim of this study was to determine the effect of 1% cellobiose as the main carbon source in an MRS culture of
Limosilactobacillus reuteri, formulated for the biotransformation of glycerol to 3-hydroxypropanal, a broad-spectrum
antimicrobial agent. Escherichia coli O157:H7 was used as a model organism to evaluate the effect of bacterial inhibition.
A second MRS broth formulated with 1% glucose and a standard commercial MRS broth were used as comparatives. The
3-HPA used was produced during the exponential growth phase (2 to 12 hours) of each MRS culture. The 3-HPA produced
in the media with cellobiose, and the commercial MRS broth inhibited 45.01£18.51% and 35.94 + 7.76% (p>0.05)
respectively of E. coli growth, while 8.50 + 0.37% inhibition occurred with the 3-HPA produced in MRS culture with
glucose. As a control antiseptic agent, 0.12% chlorhexidine was used, showing 97.61 + 0.05% inhibition. It is concluded
that the initial carbon source modulates the antimicrobial potential of 3-HPA, with cellobiose as a candidate substrate for
further study to optimise active metabolite secretion, highlighting its importance in the development of alternatives for
microbial control and the circular economy.

Keywords: Limosilactobacillus reuteri, 3-Hydroxypropionaldehyde, Antimicrobial activity, MRS broth-Cellobiose,
MRS broth-Glucose.
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INTRODUCCION

Limosilactobacillus reuteri (antes denominada Lactobacillus reuteri) es una bacteria acido-lactica
heterofermentativa grampositiva que coloniza de forma natural el tracto gastrointestinal de humanos y animales.
Como resultado de la revision taxonomica del género Lactobacillus, basada en andlisis filogendmicos,
gendmicos, fisioldgicos y ecoldgicos, la especie fue reclasificada como Limosilactobacillus reuteri (Zheng et
al., 2020). Esta bacteria presenta morfologia bacilar y crecimiento en condiciones microaerofilicas,
caracteristicas asociadas con su adaptacion y persistencia en ambientes gastrointestinales y con su potencial de
aplicacion en la industria alimentaria (Ali et al., 2023; Mu et al., 2018). L. reuteri posee la capacidad para utilizar
diferentes carbohidratos, cuya disponibilidad y naturaleza pueden modificar su crecimiento y metabolismo.
Estudios recientes han evidenciado la capacidad metabolica de L. reuteri para asimilar y degradar una gran
variedad de carbohidratos, incluidos monosacéaridos como la glucosa, y disacaridos como la celobiosa, con
diferencias en la estimulacidon del crecimiento, y también en la producciéon de metabolitos seglin el sustrato
empleado (Morales-Landa et al., 2025; Napolean, 2019). Como bacteria heterofermentativa, L. reuteri
metaboliza los carbohidratos principalmente mediante la via de la fosfocetolasa, generando lactato, acetato,
etanol y COa, entre otros productos de fermentacion. Entre los metabolitos de interés producidos por L. reuteri
destaca el 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) comiinmente conocido como reuterina. Este compuesto se genera
a partir del glicerol mediante la accion de la glicerol deshidratasa (GDHt) a 3-HPA, una enzima dependiente de
coenzima Bis. La conversion de glicerol a 3-HPA constituye una ruta metabdlica relevante en L. reuteri y se
asocia con el sistema de utilizacion de glicerol codificado por el agrupamiento de genes pdu (Talarico et al.,
1988; Schaefer et al., 2010). Al ser excretada de la célula, el 3-HPA se encuentra en solucion acuosa formando
un sistema dindmico constituido principalmente por su forma libre, su forma hidratada y su dimero, y puede
experimentar deshidratacion espontanea para generar acroleina (Sun et al., 2022). Esta caracteristica debe
considerarse al estudiar la actividad bioldgica atribuida al denominado sistema reuterina.

La reuterina presenta actividad antimicrobiana de amplio espectro frente a diversos microorganismos, su accion
se ha relacionado con la elevada reactividad del grupo aldehido del 3-HPA hacia grupos tiol presentes en
glutation, proteinas y otras moléculas celulares, lo que altera el equilibrio redox y genera estrés oxidativo en las
células susceptibles (Schaefer et al., 2010; Sun et al., 2022). En este sentido, L. reuteri ha demostrado capacidad
para inhibir diversos patogenos entéricos incluyendo Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes y otros microorganismos de importancia para la inocuidad alimentaria y la salud publica (Spinler
et al., 2008; Urrutia-Baca et al., 2016; Ali et al., 2023). Sin embargo, la actividad antimicrobiana de los cultivos
de L. reuteri no es dependiente de la concentracion de reuterina. Se ha observado que la cantidad de reuterina
producida por diferentes cepas, no siempre se correlaciona con la capacidad inhibitoria, lo que sugiere la posible
participacion de otros metabolitos antimicrobianos y efectos sinérgicos (Spinler et al., 2008).

En este contexto, la fuente de carbono disponible durante el crecimiento constituye un factor relevante para
modular el metabolismo de L. reuteri y, potencialmente, el perfil de metabolitos antimicrobianos producido. La
glucosa y celobiosa presentan diferencias estructurales (Fig. 1) y fisicoquimicas que pueden influir en su
disponibilidad, transporte y utilizaciéon metabodlica en los microorganismos (Tabla I). Mientras que la glucosa
es un monosacarido (Fig. 1A) que puede incorporarse directamente al metabolismo central, la celobiosa es un
disacarido constituido por dos unidades de glucosa unidas mediante un enlace -(1—4), (Fig. 1B), por lo que
su aprovechamiento requiere de etapas adicionales de transporte y/o hidrélisis (Nishimura et al., 2014).
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Figura 1. Estructura quimica de la glucosa-monosacarido (A) y de la celobiosa-disacarido (B). Fuente elaboracion propia
a partir de Ries et al., (2014) y National Center for Biotechnology Information (NCBI 2026a; NCBI 2026b). PubChem
Compound.
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Ademas de su interés como fuente de carbono, la celobiosa puede obtenerse mediante la hidrdlisis enzimética o
quimica de materiales lignoceluldsicos, en los que la celulosa constituye uno de los principales componentes
estructurales. De ahi que su utilizacién en procesos fermentativos represente una alternativa potencial para
valorizar recursos renovables y subproductos agroindustriales, particularmente cuando estos materiales se
integran en esquemas de fraccionamiento y aprovechamiento de biomasa.

Tabla I. Propiedades fisicoquimicas generales de la glucosa y de la celobiosa.

Flgllé%lgﬂ?ﬁ?c N GLUCOSA CELOBIOSA
Peso Molecular 180.16 g/mol¢ 342.30 g/mol®
Carga Neutrad Neutra®
AG (kcal/mol) -686° 5.276¢
T (°C) 1502 236.85°
Tipo de enlace glicosidico - B-(1—4)

“Heng et al. (2021); *Cooper (2000); <Zhang et al. (2014); *“National Center for Biotechnology Information (2026).

Por lo anterior, en este trabajo se evalu6 el efecto de la sustitucion de glucosa por celobiosa como fuente de
carbono sobre la produccion de 3-HPA vy la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes obtenidos durante el
crecimiento de Limosilactobacillus reuteri ATCC 55730, utilizando Escherichia coli O157:H7 como
microorganismo indicador. Asimismo, se compard el comportamiento de la cepa cultivada en un medio
formulado con 1% de celobiosa con un medio formulado con 1% de glucosa y con medio MRS comercial, con
el proposito de determinar si la fuente de carbono empleada durante el cultivo modifica el potencial
antimicrobiano de los metabolitos producidos por la bacteria.

MATERIALES Y METODOS

El estudio presentado fue experimental, con ensayos in vitro, y comprendio tres cultivos de L. reuteri ATCC
55730™ en caldo comercial Man Rogosa and Sharpe (MRS, BD-Difco, Becton Dickinson & Co, Francia), con
cuatro réplicas por cultivo. A partir de caldo MRS sin dextrosa (Condalab® 1225, Madrid-Espafia, cumple con
normas ISO 9001:2015 e ISO 13485:2016 relativas a la gestion de calidad y a dispositivos médicos), se formulo
un caldo de cultivo reemplazando el 2% de glucosa del medio comercial por 1% de D-(+)-celobiosa (22150,
Millipore Merk, Sigma Aldrich, Missouri-EUA) como principal fuente de carbono y medio de interés en este
estudio. El segundo medio se formul6 con 1% de glucosa (glucosa anhidra USP, CTR Scientific 132171,
México), como medio comparativo y, para el tercer medio de cultivo, se utiliz6 el medio comercial como
referencia.

Conservacion y Activacion de Limosilactobacillus reuteri

Los procedimientos experimentales comprendieron la activacion de L. reuteri y el precultivo, realizados de
acuerdo con las recomendaciones de la ficha técnica de la American Type Culture Collection (ATCC®) y
considerando un estudio realizado con anterioridad (Baca-Castaiion et al., 2015). A partir de un vial con L.
reuteri preservado en una solucion criogénica salina con glicerol al 30% (Glicerina RA CTR Scientific 02856,
México), se tomd una muestra de 100 pL para activarla en 30 mL de caldo MRS contenido en un tubo de
centrifugacion conico estéril de 50 mL (Corning® Science Mexico S.A de C.V., 430828, Tamaulipas-México),
para incubarse por 24 h a 37 °C (VWR Model 2300 / Shel Lab Sheldon 9150931 CO,, EUA). Transcurrido este
tiempo, se recuper?é el paquete celular o pellet por centrifugacion a 4000 x g, por 5 min a 20 °C, considerando
dos lavados con solucion estéril de buffer salino de fosfatos PBS-1X (Mediatech, Inc, Virginia-EUA). El
paquete celular resultante, fue utilizado para sembrar cajas Petri con agar MRS para subsecuentes activaciones
en los ensayos del estudio. Por otra parte, los ensayos para el establecimiento de la cinética de crecimiento se
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consideraron con base en el trabajo previo de Baca-Castafion et al. (2015). Matraces Erlenmeyer de 500 mL
(Pyrex®, Alemania) fueron utilizados con un volumen de trabajo (caldos MRS) de 210 mL, previamente
esterilizados 15 min a 121 °C (Autoclave AllAmerican No 50X, Wisconsin-EUA), para su inoculacion a una
Densidad Opticagonm=0.2 en la escala de McFarland ajustada con un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Scientific Evolution, One Plus 840-341500, China), equivalente a 2.05x10% células/mL e incubados para su
crecimiento a 37 °C en atmosfera anaerobia (System GasPak® BD Dickinson, Francia) durante 24 h.

Obtencion de muestras de 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA)

Entre tanto (durante 24 h), cada 2 h se tomd una muestra de los cultivos de cada matraz para realizar el
procedimiento de aislamiento y cuantificacion de 3-HPA (Urrutia-Baca et al., 2018). Las células de L. reuteri
fueron separadas del sobrenadante (el cual se reservo) por centrifugacion (Centrifuga I, PRO-
RESEARCH.K1241R CENTURION SCIENTIFIC, Reino Unido) a 4000 x g, por 5 min a 20 °C. El sedimento
bacteriano fue lavado dos veces (2X) con soluciéon PBS-1X, resuspendido en glicerol 250 mM e incubado
durante 2 a 4 h en las mismas condiciones de cultivo, para estimular la bioconversion a 3-HPA descrita por
Urrutia-Baca et al. (2018).

Por centrifugacion se recuperaron los sobrenadantes a 8000 x g, 10 min a 20 °C, mismos que fueron
acondicionados junto con el sobrenadante antes reservado, para evaluar la presencia de 3-HPA contenido en
ambas muestras, se utilizé acroleina (Sigma-Aldrich, New Jersey-EUA) como estandar de calibracion, mediante
un método colorimétrico (Circle et al., 1945), a una longitud de onda de 560 nm por espectrofotometria (Urrutia-
Baca et al., 2018). Se utilizaron celdas desechables de 1.5 mL (semi-micro PMMA 759085D, Brand, ISO 9001-
14001, Alemania). Las curvas de crecimiento y la evaluacion de pardmetros cinéticos corresponden a otro
estudio en curso. Todas las muestras de 3-HPA se conservaron al abrigo de la luz y en refrigeracion a 4 °C hasta
su uso.

Activacion y curva de crecimiento de Escherichia coli O157:H7

Para los ensayos de actividad antimicrobiana, Escherichia coli O157:H7 ATCC BAA-1883™ fue activada de
acuerdo con la ficha técnica de la ATCC® en caldo Tripticaseina de Soya (TS, MCD LAB, Oaxaca-M¢éxico), a
37 °C por 24 h, a partir de un cultivo en agar TS en caja de Petri. Los medios de cultivo siguen la norma NOM-
241-SSA1-2025 y cuentan con certificacion ISO 9001:2015. Para conocer el punto logaritmico de crecimiento
de E. coli (punto de mayor patogenicidad) se realizé una curva de crecimiento con un indculo de inicio de DOggo
»m = 0.1 en la escala de McFarland en un matraz de 125 mL y un volumen de trabajo de 50 mL de caldo TS.
Transcurrido el tiempo, el sedimento o paquete bacteriano fue recuperado por centrifugacion a 4000 rpm durante
5 min a 20-25 °C, para posteriormente lavarse (2X) con PBS-1X y ser resuspendido para ajustar la densidad
celular a 0.1 en la escala de McFarland mediante la formula de concentraciones y diluciones Ec. C1V| = C, V3,
como preambulo al procedimiento de los ensayos de actividad antimicrobiana. La cinética de crecimiento se
realiz6 por triplicado, se tomaron 3 mL de muestra cada 20 min desde el momento de la inoculacién (tiempo 0
h). Las muestras fueron utilizadas para medir el pH (Denver Instruments, UlltraBasic Benchtop Meter UB-10,
Arvada/CO-EUA) y la Densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm.

Determinacion de la actividad antimicrobiana del 3-HPA

El ensayo de microdilucion en placa es un método cuantitativo que permite determinar la cantidad necesaria de
una sustancia o molécula para inhibir el crecimiento de un microorganismo (Andrews, 2001), este ensayo se
realizé tomando como base el estudio realizado por Escamilla-Garcia et al. (2017). Se requirid de placas estériles
de 96 pozos de fondo plano y claro (Poliestireno, Corning® Incorporated Costar 3599, Maine-EUA)
considerando un volumen final de trabajo de 200 pL. El volumen compuesto por 20 pL del 3-HPA producido
en los tiempos de la fase exponencial de crecimiento de L. reuteri (2, 4, 6, 8, 10, 12 h) de cada medio de cultivo
MRS (1.4-1.5 mg/mL en el medio formulado con 1% de celobiosa; 1.5-1.75 mg/mL en el medio formulado con
1% de glucosa y de 1.3-2.0 mg/mL en el medio de referencia), caldo TS estéril y 1% de E. coli en el punto
maximo logaritmico de crecimiento. El 3-HPA como referencia, la lectura a 600 nm en el espectrofotdmetro.
Los ensayos se realizaron en placas independientes, por duplicado, identificadas por el medio de cultivo MRS
de procedencia. En todas las placas se consideraron controles de crecimiento de E. coli y de reaccion con el
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medio de cultivo, asi como un control positivo de clorhexidina al 0.12% (Perioxidin® Lacer S.A., Barcelona-
Espafia), como agente antiséptico de referencia. Los ensayos en placa fueron incubados a 37 °C durante 18-24
horas; transcurrido este tiempo, se midio la absorbancia a 600 nm en un lector de placas de ELISA (Biotek
Synergy 2, 254499, EUA). El resultado de la actividad antimicrobiana del 3-HPA se expresa como porcentaje
de inhibicidn del crecimiento de E. coli. Los ensayos de microdilucion en placa se realizaron por duplicado; los
resultados se presentan como valor promedio y desviacion estandar expresados en porcentaje de inhibicion de
E. coli con 3-HPA.

El material, los medios de cultivo y las soluciones fueron esterilizados previamente a 120 °C durante 15 min.
Todos los ensayos se realizaron en una cabina de bioseguridad clase Il (Purifier Logic Labconco A2, modelo
3620804, Missouri-EUA), desinfectada con alcohol al 70% (Alcohol desnaturalizado al 96%, CTR Scientific
14468, México) y expuesta a la luz UV durante 15 minutos.

Analisis estadistico

Para evaluar el efecto del tiempo de fermentacion (2, 4, 6, 8, 10y 12 h) y del medio de cultivo (MRS comercial,
MRS suplementado con 1% de glucosa y MRS suplementado con 1% de celobiosa) sobre el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de E. coli O157:H7, se utilizé un disefio factorial completamente aleatorizado. Se
evaluaron tres medios de cultivo y seis tiempos de fermentacion, con tres réplicas por combinacion de factores,
para un total de 54 experimentos.

Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, considerando como factores el
medio de cultivo, el tiempo de fermentacion y su interaccion. Cuando se detectaron diferencias significativas (p
< 0.05), las medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con
un nivel de significancia del 5%. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Statgraphics Centurion XVI.I
(Virginia-EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Curva de crecimiento de E. coli O157:H7
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Figura 2. Curva de crecimiento de E. coli O157:H7 (@) y variacion de pH (®). Identificacion del punto

logaritmico de crecimiento (@) en 240 minutos con una Abssoonm de 0.936 (+0.030). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan como media + desviacion estandar (DE).

En la Fig. 2 se muestra la cinética de crecimiento establecida para la bacteria patogena E. coli utilizada en este
estudio como un referente de contaminacion en alimentos y al origen de enfermedades gastrointestinales como
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consecuencia. Se puede observar una fase de adaptacion al medio de cultivo de entre 40-60 min, y posterior
inicio de un crecimiento exponencial para alcanzar su maximo punto logaritmico de crecimiento transcurridos
240 min (4 h). Posterior a este punto, la bacteria continu6é con un crecimiento con menor aceleracion hasta los
400 min (6.4 h). Con lo que al pH respecta se observa claramente un comportamiento inversamente
proporcional, hasta los 260 minutos. Posterior a este tiempo, el pH incrementa en paralelo al comportamiento
de la curva de crecimiento. Ambos comportamientos de incremento bacteriano y en el pH puede tener su origen
a las sustancias producidas durante el metabolismo de E. coli que la misma bacteria utiliza como alimento para
sobrevivir. Finalmente, se obtuvo el tiempo de duplicacién a 77.86 min (1.29 h) y la velocidad especifica de
crecimiento zz= 0.0089 h!,

Produccion de 3-HPA y actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de L. reuteri ATCC 55730
sobre E. coli O157:H7

Las concentraciones maximas de 3-HPA detectadas en los sobrenadantes de los tres medios de cultivo evaluados
variaron en funcion del medio y del tiempo de crecimiento. En el medio MRS suplementado con 1% de
celobiosa, la concentracion maxima de 3-HPA fue de 1.50 + 0.07 mg/mL a las 6 h de crecimiento. En el medio
MRS suplementado con 1% de glucosa, se obtuvo una concentracion maxima de 1.75 £ 0.02 mg/mL a las 8 h,
mientras que en el MRS comercial se alcanzé la mayor concentracion entre los tratamientos, con 2.00 + 0.25
mg/mL a las 8 h. En el sedimento o paquete bacteriano de L. reuteri, la escasa concentracion de 3-PHA detectada
no registro actividad antimicrobiana alguna (datos no mostrados).

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes obtenidos durante la fase exponencial de crecimiento de L.
reuteri dependi6 tanto del medio de cultivo como del tiempo de fermentacion (Fig. 3). En el medio MRS
suplementado con 1% de celobiosa (Fig. 3A), el mayor porcentaje de inhibicion se observo a las 8 h (45.01 +
18.51%), siendo significativamente superior al registrado a las 12 h (p < 0.05). Los tiempos de 2,4, 6 y 10 h
presentaron valores intermedios y compartieron grupos estadisticos con ambos extremos. En el medio MRS
suplementado con 1% de glucosa (Fig. 3B), los porcentajes de inhibicion permanecieron bajos durante todo el
periodo evaluado (3.47-12.22%), sin detectarse diferencias significativas entre los tiempos de fermentacion (p
>0.05).

Por su parte, el sobrenadante obtenido en el medio MRS comercial (Fig. 3C) present6 su mayor actividad
inhibitoria a las 6 h (35.94 + 7.76%), la cual fue significativamente superior a la observada en los tiempos de 4,
10 y 12 h (p < 0.05), mientras que los tiempos de 2 y 8 h mostraron valores intermedios. La clorhexidina al
0.12%, como agente antimicrobiano de referencia (control positivo), inhibio el crecimiento de E. coli en un
97.61 £ 0.05% (Fig. 3-D), mostrando una actividad inhibitoria mayor que la observada para cualquiera de los
sobrenadantes evaluados. La diferencia de inhibicion de los sobrenadantes con respecto a la CHX se observa en
la Tabla II.
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Figura 3. Representacion grafica del porcentaje de inhibicion del crecimiento de Escherichia coli O157:H7 expuesta al
sobrenadante de Limosilactobacillus reuteri con 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) y a la Clorhexidina, utilizada como
control positivo de actividad antimicrobiana, en los tiempos de la fase exponencial (2, 4, 6, 8, 10 y 12 h). Los cultivos de
L. reuteri se cultivaron en caldo MRS formulado con 1% de celobiosa (A), 1% de glucosa (B), en MRS de referencia (C)
y, como control positivo (D), en Clorhexidina al 0,12% (Perioxidin® Lacer S.A., Barcelona-Espafia).

Es importante destacar que la mayor actividad antimicrobiana no coincidié con la mayor concentracion de 3-
HPA detectada en los sobrenadantes. Mientras que el medio MRS comercial presento la concentracion maxima
de 3-HPA (2.0 = 0.25 mg/mL), el mayor porcentaje de inhibicion se observo en el sobrenadante obtenido con
1% de celobiosa. Asimismo, en el medio MRS comercial la maxima actividad inhibitoria se registr6 a las 6 h,
mientras que la mayor concentracion de 3-HPA se detect6 a las 8 h. Estos resultados sugieren que la actividad
antimicrobiana observada no depende exclusivamente de la concentracion de 3-HPA, sino que podria estar
influenciada por la presencia de otros metabolitos extracelulares producidos durante el crecimiento de L. reuteri.

Tabla II. Diferencia de inhibicion (expresada en porcentaje) de la bacteria E. coli expuesta a la clorhexidina al
0.12%, con respecto al efecto inhibitorio de 3-HPA, acumulado en los sobrenadantes de los cultivos MRS de L.
reuteri.

Diferencia en la inhibiciéon de | Tiempo de comparacion
Cultivo MRS de L. reuteri E. coli de 1a CHX! versus el en la fase exponencial
3-HPA (h)
MRS formulado con 1% de celobiosa 52.60 % 8
MRS formulado con 1% de glucosa 89.11 % 4-12
MRS de referencia (BD Difco) 61.67 % 6

ICHX: clorhexidina al 0.12%
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Figura 4. Analisis de varianza y LSD para (a) Medio utilizado, (b) tiempo y (c) grafico de interaccion sobre el
porcentaje de inhibicion de Escherichia coli O157:H7.

El analisis de varianza (Fig. 4) mostr6 que el medio de cultivo, el tiempo de fermentacion y la interaccion entre
ambos factores tuvieron un efecto significativo sobre el porcentaje de inhibicion de E. coli (p < 0.05). El analisis
de comparaciones multiples indic6 que los sobrenadantes obtenidos en el medio MRS comercial y en el medio
MRS suplementado con 1% de celobiosa presentaron porcentajes de inhibicion significativamente mayores que
aquellos obtenidos en el medio MRS suplementado con 1% de glucosa (Fig. 4A). Asimismo, el efecto del tiempo
dependio del medio de cultivo, observandose diferencias significativas unicamente en los tratamientos con MRS
comercial y MRS suplementado con 1% de celobiosa (Fig. 3).

De acuerdo con el ANOVA, no se observaron diferencias significativas entre el % de inhibicion al utilizar MRS
0 MRS+1% de celobiosa, en donde ambos presentaron una diferencia significativa mayor que al utilizar medio
MRS+1% de glucosa (Fig. 4a). Por su parte, los tiempos de 6 y 8 h presentaron una actividad inhibitoria
significativamente mayor respecto a 12 h (Fig. 4b). Por otro lado, los tiempos de 4, 10 y 2 h mostraron valores
intermedios, compartiendo grupos estadisticos con algunos de los demas tratamientos, lo que indica un
comportamiento parcialmente similar entre ellos (Fig. 4c).

La actividad inhibitoria del 3-HPA producido en el medio MRS formulado con 1% de celobiosa fue ligeramente
superior al generado en el medio MRS comercial, posiblemente debido a la represion catabolica por carbono
descrita en el trabajo de Napolean (2019), en la que la glucosa presente en el medio tradicional de crecimiento
de L. reuteri mantiene activa la expresion de la secuencia del elemento de represion catabdlica (CRE), regulando
negativamente la actividad del operon pdu, responsable de la conversion de glicerol a 3-HPA. Otra posible
explicacion de este fendmeno se basa en el enlace B-(1—4) presente en la estructura de la celobiosa; en el estudio
de Zeng et al. (2024), observaron que el crecimiento de ciertas especies de bacterias acido-lacticas variaba segtin
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la inica fuente de carbono disponible en el medio. Y aunque en sus resultados L. reuteri no se encontraba entre
aquellas especies que mostraron una mejora en su crecimiento cuando Unicamente se encontraba la celobiosa
como fuente de carbono en el medio, si sugirieron que aquellas especies que si se beneficiaron de esta la
preferirian por la facilidad de romper este enlace al momento de metabolizarla. Ademas, en los estudios de Li
et al. (2023), se observo que la suplementacion con celobiosa en el medio de cultivo tradicional de L. reuteri
mejoro su crecimiento, lo que podria sugerir que, en combinacion con 2 fuentes de carbono, se traduciria en un
incremento en el rendimiento del 3-HPA o en la estabilidad de su actividad.

El 3-HPA producido en el medio MRS formulado con 1% de glucosa presentd una actividad menor que en los
otros 2 medios, posiblemente a causa de la represion catabolica por carbono (CRR), pero a una escala mucho
mayor al existir unicamente glucosa como fuente de carbono, pero en una proporcidon menor a la que
normalmente se cultiva L. reuteri en el medio MRS convencional que contiene 2 % de glucosa en su
formulacion. Existen otros estudios como el de Ko et al, (2024), donde también hacen uso del medio MRS
comercial de otra marca y también con un contenido de 2% de glucosa (Difco, Detroit, MI, EE. UU.). La
actividad de inhibicion del 3-HPA producido en el medio MRS de referencia (BD, Becton, Dickinson and
Company, Francia), sobre el crecimiento de Escherichia coli, concuerda con los resultados de Al-Nabulsi et al.
(2021) en los que su crecimiento se vio inhibido al momento de cultivarlo en presencia de la molécula. Sus
porcentajes de inhibicion fueron ligeramente inferiores a los observados en el medio formulado con 1% de
celobiosa. Esto podria explicarse igualmente por la represion cataboélica del carbono (CRR) mencionada en el
trabajo de Napolean (2019).

Se observo una alta actividad antimicrobiana en el crecimiento de E. coli ejercida por la clorhexidina con un
porcentaje del 97.61%; Baca-Castafion et al. (2015) describieron este comportamiento en el que la clorhexidina
logré inhibir eficientemente el crecimiento de distintas bacterias odontopatégenas al ser empleada como un
agente antiséptico en el area odontologica.

Dado que el 3-HPA es secretado por L. reuteri segin lo establecido por Sun et al. (2022), es coherente y
esperable no haber observado actividad antimicrobiana al exponer al patdégeno al sobrenadante del sedimento o
al paquete bacteriano procesado de L. reuteri, puesto que una gran proporcion del agente antimicrobiano que
produjeron termind siendo secretada en el sobrenadante.

CONCLUSIONES

La sustitucion de la glucosa por celobiosa como fuente de carbono modifico la actividad antimicrobiana del 3-
HPA acumulado en el sobrenadante producido por Limosilactobacillus reuteri ATCC 55730, frente a
Escherichia coli O157:H7. Aunque la mayor concentracion de 3-HPA se obtuvo en el medio MRS comercial,
el sobrenadante procedente del medio formulado con 1% de celobiosa presentd el mayor porcentaje de
inhibicion bacteriana.

La falta de correspondencia entre la concentracion maxima de 3-HPA y la maxima actividad antimicrobiana
indica que el efecto inhibitorio del sobrenadante no puede atribuirse exclusivamente a este metabolito, lo que
sugiere la participacion de otros compuestos extracelulares generados durante la fermentacion. En consecuencia,
la actividad bioldgica del sobrenadante depende del perfil metabolico inducido por la fuente de carbono mas
que de la concentracion de un inico compuesto.

Desde una perspectiva biotecnologica, la celobiosa representa una fuente de carbono de interés para el desarrollo
de procesos fermentativos sostenibles, ya que puede obtenerse a partir de residuos lignocelulésicos y generar
sobrenadantes con elevada actividad antimicrobiana. Estos resultados respaldan su potencial aplicacion en
estrategias de valorizacion de subproductos agroindustriales como parte de los principios de la economia
circular, y constituyen una base para futuros estudios dirigidos a caracterizar los metabolitos responsables de la
actividad inhibitoria observada, asi como al desarrollo de procesos biotecnoldgicos mas sostenibles.
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