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Resumen:  La  vitamina  B12  es  un  nutriente  fundamental  en  los  estilos  de  vida  veganos  y  vegetarianos,  ya  que  las  
fuentes  de  vitaminas  de  origen  vegetal  son  escasas.  Los  alimentos  fermentados  tradicionales  podrían  enriquecerse  
añadiendo  bacterias  productoras  de  vitamina  B12  para  ofrecer  fuentes  de  vitaminas  no  animales.  El  objetivo  era  
aislar  un  productor  de  vitamina  B12  que  sea  capaz  de  producir  la  vitamina  activa  en  humanos  incluso  a  valores  de  
pH  bajos  para  poder  utilizarla  en  la  fortificación  de  zumos  de  frutas.  Por  lo  tanto,  se  analizaron  alimentos  fermentados  
(caseros  e  industriales)  y  probióticos  para  detectar  cepas  productoras  de  vitamina  B12 .  Un  ensayo  microbiológico  
modificado  de  vitamina  B12  basado  en  Lactobacillus  delbrueckii  subsp.  lactis  DSM  20355  se  utilizó  para  identificar  
muestras  que  contenían  vitamina  B12  y  la  presencia  de  cepas  productoras  de  vitamina  B12.  El  examen  dio  como  
resultado  el  aislamiento  de  varias  cepas  positivas  para  la  formación  de  vitamina  B12  derivada  de  la  masa  madre.  
La  espectrometría  de  masas  confirmó  la  biosíntesis  únicamente  de  la  forma  fisiológicamente  activa  humana.  La  
identificación  de  especies  realizada  por  la  Colección  Alemana  de  Cepas  de  Microorganismos  y  Cultivos  Celulares  
dio  como  resultado  dos  especies:  Acetobacter  orientalis  y  Acetobacter  malorum,  de  las  cuales  se  caracterizaron  
dos  aislados.  Se  demostró  el  potencial  de  la  biosíntesis  de  cobalamina  en  matrices  alimentarias  para  A.  malorum  
HFD  3141  y  A.  orientalis  HFD  3031  en  jugo  de  manzana  a  diferentes  valores  de  pH  (2,85–3,80).  Los  aislados  
sintetizaron  hasta  18,89  µg/L  y  7,97  µg/L  de  vitamina  B12  a  pH  3,80.  Los  resultados  de  este  estudio  sugieren  que  
las  bacterias  del  ácido  acético  (AAB)  y  los  alimentos  fermentados  con  ácido  acético  son  recursos  prometedores  
para  la  vitamina  B12  y  sus  productores,  que  podrían  haberse  pasado  por  alto  en  el  pasado.

Palabras  clave:  cobalamina;  pseudocobalamina;  Acetobacter;  bacterias  del  ácido  acético;  biofortificación  de  
alimentos;  hambre  oculta
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1.  Introducción

Lisa  Stumpf  1,*,  Stefan  Schildbach

Artículo

Aunque  la  cobalamina  (vitamina  B12)  es  producida  exclusivamente  por  determinadas  
bacterias  y  arqueas,  los  alimentos  de  origen  animal  (carne,  huevos  y  leche)  representan  la  
principal  fuente  de  cobalamina  en  la  dieta  humana  [1].  Al  omitirlos,  alcanzar  los  niveles  de  
ingesta  diaria  recomendados  puede  resultar  un  desafío.  El  Estudio  Vegano  Alemán  (GVS)  reveló  
una  brecha  significativa  en  la  absorción  de  vitamina  B12  en  la  comunidad  vegana  y  vegetariana  
[2].  El  GVS  encontró  que  los  hombres  veganos  consumen  sólo  0,84  ±  1,21  µg/día,  y  las  mujeres  
veganas  consumen  0,78  ±  2,14  µg/día  de  cobalamina,  que  es  inferior  a  la  ingesta  diaria  
recomendada  por  la  EFSA  de  4,0  µg  [3].  Por  lo  tanto,  el  suministro  de  nutrientes  vitales  a  través  
de  alimentos  fermentados  de  origen  vegetal  representa  un  enfoque  auspicioso  y  rentable  para  
abordar  esta  disparidad  nutricional  [4].

No  todas  las  bacterias  son  capaces  de  producir  vitamina  B12  y,  por  tanto,  es  necesario  
aislar  e  identificar  cepas  capaces.  Los  productores  de  vitamina  B12  identificados  en  la  literatura  
pertenecen  al  género  Aerobacter,  Agrobacterium,  Alcaligenes,  Azotobacter,  Bacillus,  Clostridium ,  
Corynebacterium,  Flavobacterium,  Micromonspora,  Mycobacterium,  Nocardia,  Protminobac­
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El  valor  de  pH  preferido  de  PAB  se  encuentra  entre  6  y  7  [13],  y  la  tolerancia  varía  hasta  pH  5,0  
[14].  Como  sugiere  el  nombre,  produce  el  picante  propionato,  característico  de  ciertos  tipos  de  
queso  [15],  pero  puede  no  ser  deseable  en  alimentos  biofortificados.  Las  BAL  producen  ácido  
láctico,  menos  picante,  como  principal  producto  final  metabólico;  a  menudo  son  auxótrofos  hacia  
varios  aminoácidos  y  vitaminas  [16]  y  requieren  medios  de  fermentación  ricos  en  nutrientes.  El  
pH  óptimo  depende  de  la  cepa  y  oscila  entre  5,5  y  6,2  para  los  lactobacilos  y  entre  4,5  y  6,5  para  
la  mayoría  de  las  cepas  del  género  Lactobacillus  [17].

Sin  embargo,  como  no  todas  las  bacterias  dependen  de  las  vías  dependientes  de  cobalamina  y  existen  
alternativas  independientes  de  cobalamina  [19],  esta  técnica  no  es  del  todo  discriminatoria  contra  los  
organismos  no  productores  [20].  Este  método  se  aplicó  con  éxito  y  se  aislaron  cuatro  cepas  de  
Lactobacillus  de  Nukazuke  (pepinillo  japonés)  [9];  un  Bacillus  sp.  cepa  de  Tua­Noa  (soja  fermentada  
sin  sal)  [21];  y  Lactobacillus  lactis,  Levilactobacillus  brevis  y  Pediococcus  pentosaceus  de  
fermentaciones  industriales  de  Chlorella  vulgaris  [22].  La  presencia  de  homólogos  de  los  genes  de  
fusión  bluB/cobT2  [23,24]  o  del  gen  cbiK  [20,25]  se  han  utilizado  como  marcadores  para  identificar  
probables  productores  de  vitamina  B12 .  Esos  genes  codifican  enzimas  específicas  de  la  síntesis  de  
cobalamina:  las  enzimas  BluB  y  CobT2  catalizan  la  formación  del  ligando  inferior  DMBI  (5,6­
dimetilbencimidazol)  de  la  vitamina  B12 ,  así  como  su  activación  e  incorporación  a  la  molécula  de  
cobalamina  [24].  CbiK  cataliza  la  incorporación  del  ion  cobalto  en  la  estructura  de  cobalamina  [26].  
Bhushan  et  al.  aplicó  un  método  de  detección  de  tres  fases  ( medio  libre  de  vitamina  B12,  
suplementación  con  cobalto  y  detección  del  gen  cbiK)  para  aislar  lactobacilos  de  muestras  humanas  
(leche  materna  y  materia  fecal)  [20].  El  cribado  dio  como  resultado  dos  cepas  de  Lactiplantibacillus  
plantarum.
Aunque  el  aislamiento  fue  exitoso,  los  autores  concluyen  que  los  dos  primeros  pasos  (o  lactobacilos)  
deben  ser  más  selectivos  y  detectar  únicamente  el  gen  cbiK  para  que  sea  suficiente  para  identificar  
cepas  prometedoras.  Kumari  et  al.  Siguió  la  identificación  monofásica  propuesta  mediante  el  gen  cbiK  
e  identificó  tres  cepas  productoras  de  vitamina  B12  (Limosilactobacillus  reuteri  F2,  Lactiplantibacillus  
plantarum  V7  y  Lacticaseibacillus  rhamnosus  F5)  aisladas  de  muestras  fecales  infantiles  [25].  
Hugenschmidt  y  cols.  Se  examinaron  cepas  de  PAB  y  LAB  midiendo  directamente  el  contenido  de  
cobalamina  de  los  medios  de  cultivo  mediante  HPLC,  sin  restringir  las  cepas  analizadas  utilizando  los  
métodos  anteriores  [6].

Se  utilizan  diferentes  enfoques  para  aislar  e  identificar  microorganismos  productores  de  vitamina  
B12  a  partir  de  matrices  complejas  o  colecciones  de  cepas,  incluidos  métodos  basados  en  la  
composición  del  medio,  la  presencia  de  genes  individuales  o  la  medición  directa  de  la  vitamina  en  el  
medio  de  fermentación.  Lo  más  común  es  probar  el  potencial  de  crecimiento  de  los  aislados  en  medios  
sin  vitamina  B12  para  cultivar  cepas  de  producción  potencial  de  forma  selectiva.  La  hipótesis  es  que  
sólo  las  bacterias  pueden  crecer  en  el  medio  si  pueden  producir  la  vitamina.  La  vitamina  B12  funciona  
como  coenzima  en  varias  vías  procarióticas,  por  ejemplo,  metionina  sintasa  dependiente  de  cobalamina  
[18],  glicerol  deshidratasa  y  etanolamina  amoníaco  liasa  [19].

ter,  Proteus,  Pseudomonas,  Rhizobium,  Salmonella,  Serratia,  Streptomyces,  Streptococcus,  Xan­
thomonas  [5],  Propionibacterium  (p.  ej.,  [5,6]),  Acetobacter  [7,8]  Gluconobacter  [8]  y  Lactobacillus  ( ej.,  
[9,10]).  Mientras  que  los  denitrificantes  Pseudomonas  y  Propionibacterium  freudenreichii  subsp.  
shermanii  se  utilizan  para  producciones  industriales  a  gran  escala,  la  investigación  sobre  biofortificación  
de  alimentos  se  centra  en  bacterias  del  ácido  láctico  (BAL)  y  bacterias  del  ácido  propiónico  (PAB)  [11],  
principalmente  Propionibacterium  freudenreichii  [4].  LAB  y  P.  freudenreichii  poseen  estatus  GRAS  
(“generalmente  reconocido  como  seguro”)  según  la  Administración  de  Alimentos  y  Medicamentos,  por  
lo  que  su  aplicación  es  comprensible.  Las  cepas  de  P.  freudenreichii  son  prototróficas  para  todos  los  
aminoácidos  y  nucleótidos  [12],  lo  que  significa  que  los  requisitos  de  medios  de  fermentación  son  relativamente  bajos.
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Después  de  la  identificación  de  los  probables  productores  de  vitamina  B12 ,  su  capacidad  de  
formación  de  vitamina  B12  generalmente  se  verifica  mediante  un  ensayo  microbiológico  utilizando  
Lactobacillus  leichmannii  ATCC  7830  (=L.  delbrueckii  subsp.  lactis  DSM  20355)  [10,21,22]  o  métodos  
cromatográficos  ( cromatografía  líquida  –espectrometría  de  masas  en  tándem  (LC­MS/MS)  [23]  y  
cromatografía  líquida  ultrarrápida  con  un  detector  de  matriz  de  diodos  (UFLC­DAD)  [20]).  El  ensayo  
microbiológico  de  vitamina  B12  se  basa  en  esta  cepa  indicadora  auxotrófica  de  vitamina  B12 ,  que  se  
incuba  con  un  volumen  de  muestra  definido  en  un  medio  de  ensayo  sin  vitamina  B12.  El  crecimiento  del  indicador.
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La  cepa,  determinada  por  la  densidad  óptica  (DO),  es  una  medida  de  la  concentración  de  vitamina  B12  
presente.  En  cuanto  a  la  fisiología  nutricional,  es  fundamental  considerar  la  posibilidad  de  que  los  
microorganismos  puedan  producir  formas  de  cobalamina  que  no  tienen  función  fisiológica  en  los  
humanos  (pseudocobalamina).  Sin  embargo,  en  los  microorganismos,  estos  análogos  pueden  cumplir  
las  mismas  propiedades  funcionales  que  la  vitamina  B12  real  [23].  Si  bien  la  cepa  indicadora  no  puede  
discriminar  entre  la  vitamina  B12  activa  en  humanos  y  las  pseudovitaminas  inactivas,  los  procedimientos  
cromatográficos  como  LC­MS/MS  permiten  la  distinción  entre  las  formas  [23].

2.1.  Medios  de  cultivo  usados  para  enriquecimiento  y  

aislamiento  mMBA  (medio  de  ensayo  microbiano  de  vitamina  B12  modificado ):  en  total,  42,3  g  
del  medio  de  ensayo  microbiano  de  vitamina  B12  (M036,  HiMedia,  Thane,  India)  se  complementaron  
con  5  mg/l  de  cobalto­(II).  ­cloruro  hexahidrato  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  y  5  g/L  de  glicerol  
(VWR  Chemicals,  Darmstadt,  Alemania)  para  el  cultivo  de  enriquecimiento.  Antes  de  esterilizar  en  
autoclave  (121  ◦C,  15  min),  se  repartieron  alícuotas  de  9  ml  del  medio  en  tubos  de  cultivo  de  12  ml  con  tapones  de  rosca.

PAB  (agar  Propionibacterium):  para  el  enriquecimiento  dirigido  de  bacterias  del  ácido  
propiónico  se  utilizó  medio  DSMZ  91  (10,0  g  de  peptona  de  caseína,  sin  vitaminas  (Carl  Roth,  
Karlsruhe,  Alemania);  5,0  g  de  extracto  de  levadura;  10,0  g  de  lactato  de  Na  (60  %  p/v,  
ThermoScientific,  Geel,  Bélgica);  y  15,0  g  de  agar  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  en  1000  ml  
de  H2O.  En  un  frasco  anaeróbico,  se  incubaron  placas  de  agar  en  condiciones  anaeróbicas  
utilizando  Anaerocult  A  (Merck,  Darmstadt,  Alemania).

Para  las  placas  de  estría,  se  añadió  agar  al  1,5%.

2.  Materiales  y  métodos

Las  formas  humanas  activas  y  no  activas  de  vitamina  B12  se  desvían  por  su  ligando  axial  inferior.  El  
ligando  axial  inferior  de  las  pseudovitaminas  es  la  adenina,  mientras  que  el  DMBI  está  presente  en  la  
forma  activa  humana  [7,23].

2.2.  Muestras  

Muestras  comerciales  de  una  masa  madre  (Seitenbacher  Natur  Sauerteig,  Seitenbacher  Naturkost,  
Buchen,  Alemania),  un  jugo  de  chucrut  (“Sauerkrautsaft”,  dmBio,  Karlsruhe,  Alemania)  y  una  bebida  de  
pan  fermentado  (“Original  Kanne  Brottrunk”,  Kanne  Brottrunk  GmbH  und  Co.  Betriebsgesellschaft  KG,  
Selm­Bork,  Alemania)  se  compraron  en  supermercados  locales;  se  obtuvieron  cuatro  muestras  de  leche  
cruda  de  granjas  lecheras  locales  (área  de  Fulda  y  sus  alrededores,  Alemania);  y  se  ordenaron  cuatro  
probióticos  en  línea.  Las  especies  contenidas  se  enumeran  a  continuación  para  los  productos  individuales;  
si  fueron  reclasificadas  durante  la  reorganización  taxonómica  en  2020  [27],  se  otorga  la  nueva  
designación  de  especie:  •  “Symbio  Extra  RedCare”,  Shop­Apotheke  BV,  Sevenum,  

Países  Bajos:  Lactobacillus  acidophilus,  Lacticaseibacillus  paracasei,  Lactococcus  lactis,  Bifidobacterium  
lactis;  •  “OMNi­BiOTiC®  10”,  APG  Allergosan  Pharma  GmbH,  Graz,  Austria:  L.  

acidophilus  W55,  L.  acidophilus  W37,  L.  plantarum  W1,  B.  lactis  W51,  Enterococcus  faecium  W54,  L.  
paracasei  W20,  Lacticaseibacillus  rhamnosus  W71 ,  Ligilactobacillus  salivarius  W24,  L.  plantarum  
W62,  Bifidobacterium  bifidum  W23;

•  “BactoFlor  10/20”,  Dr.  Wolz  Zell  GmbH,  Geisenheim,  Alemania:  B.  bifidum,  Bifidobacterium  breve,  
Bifidobacterium  longum,  L.  acidophilus,  L.  paracasei,  Limosilactobacillus  reuteri,  L.  rhamnosus,  L.  
plantarum,  E .  faecio;
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Este  estudio  tuvo  como  objetivo  aislar  e  identificar  nuevas  cepas  productoras  de  cobalamina  a  partir  
de  productos  de  fermentación  complejos  y  cultivos  mixtos  utilizando  un  medio  libre  de  vitamina  B12.  El  
aislado  debe  ser  capaz  de  producir  la  vitamina  B12  fisiológicamente  activa  y  demostrar  tolerancia  a  
valores  bajos  de  pH.  La  aplicación  de  biofortificación  de  alimentos  se  probó  en  jugo  de  manzana  para  
alcanzar  concentraciones  declarables  de  vitamina  B12  sin  necesidad  de  ajustar  el  pH  ni  agregar  
sustancias  promotoras  del  crecimiento  (p.  ej.,  extracto  de  levadura).  El  objetivo  era  una  concentración  de  
al  menos  1,9  µg  de  vitamina  B12/L ,  ya  que  este  es  el  requisito  para  las  declaraciones  de  propiedades  
saludables  según  el  Reglamento  (CE)  n.º  1169/2011  del  Parlamento  Europeo  y  del  Consejo  (versión  del  1  de  octubre  de  2018).
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comprobar  si  hay  células  viables.  Cuando  se  detectó  vitamina  B12 ,  el  cultivo  se  lavó  3  veces  en

La  síntesis  de  docobalamina  está  bien  descrita  en  la  literatura  [7,23].  La  síntesis  de  pseudocobalamina  mMBA  no  inoculada  está  bien  descrita  en  la  literatura  [7,  23].  Un  no  inoculado

Posteriormente  se  realizaron  cinco  subcultivos  transfiriendo  100  µL  en  9  mL  del

veces  en  solución  salina,  y  100  µL  del  cultivo  resuspendido  se  transfirieron  a  la  solución  salina,  y  100  µL  del  cultivo  resuspendido  se  transfirieron  al  mMBA  y

El  MBA  analizó  la  presencia  de  vitamina  B12 ,  y  el  MBA  analizó  100  µL  de  la  muestra  para  detectar  la  presencia  de  vitamina  B12 ,  y  se  transfirieron  100  µL  de  la  muestra.
El  procedimiento  de  selección  se  muestra  en  la  Figura  1.  En  la  primera  fase,  los  productos  alimenticios  El  procedimiento  de  selección  se  muestra  en  la  Figura  1.  En  la  primera  fase,  los  productos  alimenticios

Se  transfirió  a  9  mL  de  MRS  pH  5,7  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  y  se  incubó  a  30  °C  durante  9  mL  de  MRS  pH  5,7  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  y  se  incubó  a  30  ◦C  durante  48  h  para
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2.3.  Descripción  general  del  procedimiento  de  aislamiento

B.  bifidum,  B.  lactis.

determinar  la  presencia  de  productores  de  cobalamina  en  la  comunidad  microbiana.  Las  muestras  positivas  de  
MBA  se  extendieron  en  placas  sobre  agar  mMBA  y  PAB  (incubación  anaeróbica)  con

B.  bifidum,  B.  lactis.

se  utilizó  como  control  negativo.  Se  utilizó  mMBA  como  control  negativo.

mMBA  después  de  incubar  a  30  °  C  durante  48  a  72  h.  El  último  subcultivo  se  utilizó  para  que  el  MBA  
determinara  la  presencia  de  productores  de  cobalamina  en  la  comunidad  microbiana.  Lo  positivo

Lacticaseibacillus  casei,  L.  rhamnosus,  L.  plantarum,  B.  breve,  Streptococcus  thermophilus,  
Lacticaseibacillus  casei,  L.  rhamnosus,  L.  plantarum,  B.  breve,  Streptococcus  thermophilus,

Se  utilizaron  cuatro  muestras  de  masa  madre  fermentada  en  casa  y  un  kimchi  fermentado  en  casa.  Se  
utilizaron  cuatro  muestras  de  masa  madre  fermentada  en  casa  y  un  kimchi  fermentado  en  casa.

2.3.  Descripción  general  del  procedimiento  de  aislamiento

la  muestra  fue  descartada.  fue  descartado.

Cepas  productoras  de  amina  B12  y  vitamina  B12.  Limosilactobacillus  reuteri  DSM  20016  (ATCC  vitamina  B12  y  
cepas  productoras  de  vitamina  B12.  Limosilactobacillus  reuteri  DSM  20016  (ATCC

a  petición  de  contactos  personales.  Esas  dieciséis  muestras  fueron  analizadas  para  detectar  vit­  a  petición  de  
contactos  personales.  Esas  dieciséis  muestras  fueron  analizadas  para

probado.  Las  muestras  no  fueron  preparadas  por  los  propios  autores,  sino  que  se  pusieron  a  disposición  y  se  
sometieron  a  pruebas.  Las  muestras  no  fueron  preparadas  por  los  propios  autores,  pero  se  pusieron  a  disposición

•  “Darmflora  plus  select”,  Dr.  Wolz  Zell  GmbH,  Geisenheim,  Alemania:  L.  acidophilus,  •  “Darmflora  plus  select”,  
Dr.  Wolz  Zell  GmbH,  Geisenheim,  Alemania:  L.  acidophilus,

seleccionado  como  control  positivo  porque  logra  un  rápido  crecimiento  en  el  mMBA,  y  el  pseudoseleccionado  
como  control  positivo  porque  logra  un  rápido  crecimiento  en  el  mMBA,  y  el

23272)  se  utilizó  como  control  positivo  durante  el  procedimiento  de  aislamiento.  Esta  cepa  fue  seleccionada  
( 23272)  como  control  positivo  durante  el  procedimiento  de  aislamiento.  Esta  cepa  fue

48  h  para  comprobar  si  hay  células  viables.  Cuando  se  detectó  vitamina  B12 ,  el  cultivo  se  lavó  3­
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medio  de  ensayo  de  amina  B12 .  Creado  con  BioRender.com , consultado  el  20  de  junio  de  2024.

Figura  1.  Procedimiento  de  aislamiento  y  cribado  de  productores  de  cobalamina  en  diferentes  muestras  de  
alimentos  y  probióticos.  MBA:  ensayo  microbiano,  PAB:  agar  Propionibacterium  y  mMBA:  ensayo  microbiano  modificado.

Posteriormente,  se  realizaron  cinco  subcultivos  transfiriendo  100  µL  en  9  mL  de  mMBA  
después  de  incubar  a  30  ◦C  durante  48–72  h.  La  última  subcultura  fue  utilizada  por  el  MBA  para

Figura  1.  Procedimiento  de  aislamiento  y  detección  de  productores  de  cobalamina  en  diferentes  muestras  de  alimentos.

mMBA  y  se  incubaron  durante  48  h  a  30  °C.  Si  no  se  detectó  vitamina  B12 ,  el  cultivo  MRS  se  incubó  durante  48  h  a  30  ◦C.  Si  no  se  detectó  vitamina  B12 ,  el  cultivo  MRS  de  la  muestra

probióticos.  MBA:  ensayo  microbiano,  PAB:  agar  Propionibacterium  y  mMBA:  medio  de  ensayo  microbiano  
modificado  de  vit­  vitamina  B12 .  Creado  con  BioRender.com,  consultado  el  20  de  junio  de  2024.
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Parte  de  la  muestra  (4  ml)  se  transfirió  a  un  tubo  de  centrífuga  de  color  ámbar  y  se  hirvió  durante  10  
minutos  después  de  agregar  50  µl  de  KCN  al  0,1  %  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania).  Este  tratamiento  rompe  
las  células  microbianas;  libera  cobalamina  al  espacio  extracelular;  y  lo  convierte  a  su  forma  más  estable,  
cianocobalamina  [1].  Después  de  la  centrifugación  a  4000  rpm  durante  10  min  (Megafuge  1.0R,  Heraeus,  Hanau,  
Alemania),  se  transfirió  1  ml  de  sobrenadante  a  9  ml  del  medio  de  ensayo  de  vitamina  B12 ,  preparado  
disolviendo  42,3  g/l  del  medio  de  prueba  (M036,  HiMedia,  India)  bajo  calor.  Si  el  sobrenadante  estaba  turbio  
después  de  la  centrifugación,  la  muestra  se  filtró  a  través  de  un  filtro  de  jeringa  (0,45  µm,  PES  25  mm,  WICOM,  
Heppenheim,  Alemania)  antes  de  transferirla  al  medio  de  prueba.

Los  autores  que  describen  el  método  determinaron  la  distinción  entre  el  activo  humano  y  la  pseudovitamina,  
utilizando  un  sistema  UHPLC  (cromatografía  líquida  de  presión  ultraalta)  acoplado  a  un  espectrómetro  de  masas  
con  trampa  de  iones  [28].

2.5.  Ensayo  de  vitamina  B12  microbiana  modificada  (MBA)

2.4.  Preparación  de  

muestras  Para  examinar  las  muestras  sólidas  (alimentos)  y  los  probióticos,  se  disolvieron  0,1  g  de  la  
muestra  o  el  contenido  de  una  cápsula  en  9  ml  de  solución  salina;  la  siguiente  preparación  fue  idéntica  para  las  
muestras  disueltas,  líquidas  y  de  fermentación.

Vitamina  B12;  R­Biopharm,  Darmstadt,  Alemania).

2.6.  Condiciones  de  crecimiento  y  determinación  de  formas  bioactivas  de  vitamina  B12.

Después  de  esterilizarlas  en  autoclave  (121  ◦C,  15  min)  y  enfriarlas,  las  muestras  se  inocularon  con  50  µL  
del  indicador  lavado  y  diluido.

Para  el  ensayo  de  vitamina  B12  modificado ,  L.  delbrueckii  subsp.  lactis  DSM  20355  se  utilizó  como  cepa  
indicadora  para  determinar  la  presencia  de  cobalamina  en  las  muestras,  el  cultivo  mixto  y  los  cultivos  aislados  
secuencialmente.  La  cepa  indicadora  se  almacena  a  −80  ◦C  y  se  reactiva  (30  ◦C,  48–72  h)  en  9  ml  de  caldo  de  
microinóculo,  compuesto  por  5,0  g  de  peptona,  2,0  g  de  extracto  de  levadura,  10  g  de  D­(+)  ­glucosa,  2  g  de  
KH2PO4  y  0,1  g  de  Tween  80  en  1000  ml  demi.  agua  (todos  los  componentes  de  Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania).  
Antes  de  su  uso  en  los  ensayos  microbiológicos,  el  cultivo  indicador  se  lavó  (4000  rpm,  5  min;  Megafuge  1.0R,  
Heraeus,  Hanau,  Alemania)  tres  veces  en  solución  salina  (NaCl  al  0,85%,  Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  y  se  
diluyó  10­  doblar.

Se  transfirieron  colonias  individuales  de  las  colonias  aisladas  al  mMBA  y  se  analizó  una  vez  más  el  crecimiento  
de  la  cepa  indicadora.  Los  aislados  positivos  para  cobalamina  se  cultivaron  en  200  ml  de  mMBA  y  se  sometieron  
a  análisis  LC­MS/MS  para  determinar  el  nivel  de  cobalamina  presente.

diferentes  diluciones  y  se  incubaron  durante  72  a  96  h  a  30  ◦C.  Se  sembró  en  placas  un  número  aleatorio  de  

colonias  en  el  medio  respectivo  y  se  incubaron  en  las  mismas  condiciones.

Se  utilizó  un  espectrofotómetro  (DR6000,  Hach  Lange,  Düsseldorf,  Alemania)  para  medir  el  crecimiento  
del  indicador  a  λ  =  600  nm  (OD600)  después  de  48  h  de  incubación  a  30  ◦C.  Las  muestras  con  una  densidad  
óptica  de  al  menos  el  doble  del  valor  en  blanco  se  consideraron  positivas  para  vitamina  B12.

El  estándar  fue  preparado  y  proporcionado  por  Lenz  et  al.  [28]  siguiendo  el  régimen  informado  por  Wang  et  al.  
[29].  Las  muestras  fueron  predigeridas  con  taka­diastasa  de  Aspergillus  oryzae  y  papaína  de  látex  de  papaya  
(ambas  enzimas  de  Sigma­Aldrich,  Darmstadt,  Alemania).  La  purificación  se  realizó  mediante  columnas  de  
inmunoafinidad  (EASI­EXTRACT®
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Para  los  análisis  LC­MS/MS,  los  seis  aislados  se  cultivaron  en  200  ml  de  mMBA  
( inóculo  al  1%  v/v  después  del  cultivo  en  tres  subcultivos  en  9  ml  de  mMBA)  en  un  matraz  
Erlenmeyer  durante  siete  días  a  30  ◦C. .  Acidipropionibacterium  acidipropionici  DSM  20273  
se  cultivó  de  forma  idéntica  a  la  cepa  de  referencia.  La  preparación  de  la  muestra  se  llevó  a  
cabo  de  acuerdo  con  la  literatura  [28].  Para  ello  se  añadió  15N­cianocobalamina  como  patrón  interno.
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Para  la  cuantificación  se  utilizó  el  medio  de  ensayo  microbiológico  B12  de  Millipore  
(B3801,  Darmstadt,  Alemania) .  Se  siguió  el  manual  del  fabricante,  con  algunas  modificaciones.

Antes  del  lavado,  dilución  e  inoculación,  se  incubó  1  ml  del  cultivo  indicador.

Los  informes  sobre  las  especies  A.  orientalis  y  A.  malorum  son  raros  y  ninguno  está  asociado  con  la  
síntesis  de  vitamina  B12 .  La  búsqueda  en  PubMed  de  “Acetobacter  orientalis”  arroja  20  resultados,  mientras  
que  la  búsqueda  de  “Acetobacter  malorum”  arroja  23  resultados.

A.  orientalis  fue  descrita  inicialmente  en  2001  por  Lisdiyanti  et  al.  [30].  El  tipo  de  cepa  de  
la  especie  es  21F­2T  (=NRIC  0481T  =  IFO  16606T  =  JCM  11195T ),  aislada  de  flor  de  canna.

Antes  de  la  inoculación,  los  cultivos  se  reactivaron  desde  el  almacenamiento  (­80  ◦C,  glicerol)  en  
jugo  de  manzana  suplementado  con  5  g/L  de  extracto  de  levadura  y  el  pH  se  ajustó  a  5,6  (72  h,  30  ◦C).

La  determinación  de  la  capacidad  de  crecimiento  a  pH  bajo  se  realizó  en  jugo  de  manzana  
ajustado  a  diferentes  valores  de  pH  (pH  2,85,  3,05,  3,30  (pH  original  del  jugo  de  manzana),  3,55  y  
3,80).  Se  eligió  el  jugo  de  manzana  porque  es  un  producto  regional  que  también  se  consume  en  todo  
el  mundo  y  está  disponible  todo  el  año  a  un  precio  relativamente  bajo.  Además,  el  bajo  pH  inhibe  el  
crecimiento  de  la  mayoría  de  las  bacterias  y,  por  lo  tanto,  es  un  medio  desafiante.  Estos  valores  de  pH  
se  seleccionaron  para  investigar  los  límites  inferiores  de  la  capacidad  de  crecimiento  y  el  potencial  de  
formación  de  productos,  ya  que  se  esperaría  que  esto  diferenciara  las  bacterias  del  ácido  acético  de  
las  LAB  y  PAB.  El  jugo  de  manzana  se  compró  en  un  supermercado  local  (“rio  d'oro”,  Aldi  Süd,  Fulda,  
Alemania)  y  se  ajustó  el  pH  con  ácido  clorhídrico  o  hidróxido  de  sodio  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania).  
Antes  de  esterilizar  en  autoclave  (121  ◦C,  15  min),  se  dividieron  en  alícuotas  30  ml  de  los  jugos  de  
manzana  preparados  en  100  ml  de  botellas  de  vidrio  de  laboratorio.  Las  muestras  inoculadas  se  
realizaron  por  triplicado  y  los  blancos  por  duplicado.

Los  cultivos  reactivados  se  subcultivaron  dos  veces  con  0,1  L  en  9,9  mL  de  jugo  de  manzana  puro  (pH  
3,30,  72  h,  30  ◦C)  antes  de  transferir  300  µL  (1%­v/v)  a  30  mL  del  medio  de  fermentación.  Se  llevaron  
a  cabo  subcultivos  del  zumo  de  manzana  para  permitir  la  adaptación  al  bajo  valor  de  pH  del  zumo  de  
manzana.  Los  cultivos  se  incubaron  durante  7  días  a  30  ◦C  en  un  baño  de  agua  con  agitación  lineal  
(1083,  GFL,  Burgwedel,  Alemania).  La  densidad  óptica  OD600  (DR6000,  Hach  Lange,  Düsseldorf,  
Alemania),  el  pH  (InLab  Flex­Micro  y  SevenExcellence,  Mettler  Toledo,  Gießen,  Alemania)  y  la  
concentración  de  vitamina  B12  (MBA)  se  determinaron  después  de  la  incubación.

La  cepa  produce  ácido  2­ceto­D­glucónico  a  partir  de  glucosa,  pero  no  ácido  5­ceto­D­glucónico  ni  ácido  2,5­diceto­D­

glucónico,  y  crece  entre  pH  3,5  y  8,0  [30].

en  9  mL  del  medio  de  prueba  durante  48  h  para  agotar  el  cultivo  de  cobalamina.

A.  malorum  fue  descrita  inicialmente  en  2002  por  Cleenwerck  et  al.  [31].  El  tipo  de  cepa  de  la  especie  es  LMG  1746T  

(=DSM  14337T ),  aislada  de  manzana  podrida.  Produce  ácido  2­ceto­D­glucónico  a  partir  de  glucosa,  pero  no  ácido  5­ceto­D­

glucónico.  El  pH  óptimo  oscila  entre  4,5  y  7,0  [32].

2.7.  Identificación  de  las  cepas  de  producción  aisladas  Se  llevó  a  

cabo  un  análisis  de  los  aislados  utilizando  MALDI­TOF  MS  ( espectros  de  masas  de  tiempo  de  vuelo,  ionización  y  

desorción  láser  asistida  por  matriz)  por  DSMZ  Services,  Leibniz­Institut  DSMZ—Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  

und  Zellkulturen  GmbH,  Braunschweig ,  Alemania  (Colección  alemana  de  cepas  de  microorganismos  y  cultivos  celulares).

2.8.  Pruebas  de  crecimiento  de  pH  bajo  en  jugo  de  manzana

2.9.  Procedimiento  de  cuantificación  mediante  ensayo  microbiano  de  vitamina  B12  (MBA)
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En  total,  se  mezclaron  20  mL  de  las  muestras  y  50  µL  de  KCN  (1%)  con  50  mL  de  la  
solución  tampón  de  descomposición  (1,29  g  de  hidrogenofosfato  disódico,  1,1  g  de  ácido  
cítrico  y  1,0  g  de  metabisulfito  de  sodio  en  100  mL).  de  agua  destilada)  antes  de  esterilizar  en  
autoclave  (121  ◦C,  15  min).  Después  de  enfriar,  se  ajustó  el  pH  a  6,0  y  el  volumen  se  llenó  
hasta  100  ml  con  agua.  En  total,  se  transfirió  1  ml  de  la  muestra  centrifugada  (4000  rpm,  10  
min)  a  5  ml  del  medio  de  ensayo  y  se  llenaron  hasta  10  ml  con  agua.  Las  concentraciones  de  
calibración  del  estándar  de  vitamina  B12  (Carl  Roth,  Karlsruhe,  Alemania)  se  establecieron  en  
25,  50,  75,  100,  125,  150  y  175  pg/ml.
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La  eliminación  de  algunas  muestras  en  la  etapa  de  comunidad  microbiana  no  fue  una  sorpresa  para  la  mayoría  de  las  
categorías  de  productos.

3.  Resultados  

3.1.  Aislamiento  de  productores  de  cobalamina  

Siete  de  las  dieciséis  muestras  de  productos  tuvieron  respuestas  positivas  en  el  MBA  realizado  por  primera  vez  
(Tabla  1),  incluidas  todas  las  muestras  de  leche  (n  =  4),  la  bebida  de  pan,  un  probiótico,  una  muestra  de  masa  madre  
fermentada  en  casa ,  más  el  control  positivo.  Al  verificar  la  comunidad  microbiana  de  esas  muestras,  solo  la  muestra  
de  masa  madre  dio  positivo  en  cobalamina.

3.2.  Identificación  de  las  cepas  aisladas  El  

análisis  de  los  seis  aislados  enviados  a  la  DSMZ  reveló  que  cinco  aislados  son  muy  similares  y  pueden  
asignarse  a  la  especie  Acetobacter  malorum.  Por  el  contrario,  el  sexto  aislado  se  identifica  como  Acetobacter  orientalis  
HFD  3031.  En  consecuencia,  se  supone  que  los  aislados  de  Acetobacter  malorum  son  una  única  cepa  que  ha  sido  
aislada  varias  veces.  Por  lo  tanto,  en  las  siguientes  consideraciones  se  considerará  sólo  una  cepa,  A.  malorum  HFD  
3141.

Tabla  1.  Resumen  de  las  muestras  seleccionadas  positivas  y  negativas  por  MBA  en  las  diferentes  fases  de  aislamiento.

La  determinación  se  realizó  por  triplicado  para  las  muestras  y  los  estándares.  La  densidad  óptica  (OD600)  de  las  
muestras  se  midió  frente  al  agua.  La  concentración  de  la  muestra  se  determinó  utilizando  el  gráfico  semilogarítmico  de  
la  densidad  óptica  sobre  la  concentración  estándar.
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7
L.  reuteri  DSM  20016

Aisla

Negativo 69

Indicador  Crecimiento  Número  de  Productos

L.  reuteri  DSM  20016
1  (masa  madre)

6  L.  reuteri  DSM  20016
Positivo

15

Como  sólo  la  comunidad  microbiana  de  una  masa  madre  fue  positiva  para  la  vitamina,  sólo  se  
aislaron  colonias  de  estas  muestras  en  placas  de  agar.  Seis  de  las  veintiuna  colonias  recolectadas  al  
azar  fueron  positivas  durante  el  análisis  MBA  y,  por  lo  tanto,  fueron  identificadas  por  el  DSMZ  después  
de  determinar  la  forma  de  vitamina  B12  presente.

La  vitamina  B12  de  la  leche  es  sintetizada  por  la  microbiota  ruminal  de  la  vaca  y  acumulada  en  
los  tejidos  [1].  Todavía  se  discute  si  la  glándula  mamaria  es  un  órgano  estéril,  si  los  microorganismos  
en  la  leche  cruda  son  causados  por  la  contaminación  durante  el  muestreo  o  si  existe  un  microbioma  
en  la  leche  [33].  Sin  embargo,  se  ha  demostrado  que  la  composición  del  microbioma  del  rumen  es  
más  diversa  y  difiere  significativamente  de  los  microorganismos  de  la  leche  [34].  Se  esperaba  
determinar  la  cobalamina  en  la  leche,  pero  no  se  suponía  detectar  a  los  productores  responsables.  El  
único  probiótico  (“Darmflora  plus  select”)  que  dio  positivo  en  cobalamina  se  complementa  con  2,5  µg  
de  vitamina  B12  por  cápsula.  El  resultado  positivo  de  la  comunidad  microbiana  de  la  bebida  de  pan  
fermentado  era  de  esperar,  ya  que  en  la  etiqueta  del  frasco  se  indica  un  contenido  de  vitamina  B12  
de  1,36  µg/L.  La  vitamina  se  produce  a  partir  de  masas  madre,  que  no  se  desactivan  en  el  producto  
final.  Sin  embargo,  los  microorganismos  responsables  de  la  formación  de  vitamina  B12  en  la  bebida  
de  pan  no  pudieron  imponerse  en  la  segunda  fase  hasta  el  punto  de  poder  medir  la  vitamina  B12 .

3.3.  Verificación  por  LC­MS/MS  de  la  formación  de  

vitamina  B12  Se  utilizó  LC­MS/MS  para  determinar  la  forma  de  vitamina  B12  presente.  Los  
patrones  de  fragmentación  de  la  vitamina  B12  se  pueden  distinguir  claramente  de  los  de  la  
pseudovitamina  en  espectrometría  de  masas  (Figura  2).
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mín.  No  se  pudo  detectar  ningún  pico  en  el  tiempo  de  retención  de  8,6  min  (Figura  3a,c),  pero  ambos  No  se  pudo  detectar  ningún  pico  en  el  tiempo  de  retención  de  8,6  min  (Figura  3a,c),  pero  ambos  aislados

(vitamina  B12)  proporciona  un  marcador  claro  de  la  forma  de  vitamina  presente,  como
de  los  iones  de  fragmentación  m/z  348,04  [Ade+azúcar+PO3] (pseudocobalamina)  y  m/z  359,05

los  aislados  exhibieron  un  pico  a  los  9,2  min  en  el  EIC.  Tampoco  la  muestra  de  A.  malorum  HFD  3141  presentó  un  pico  a  los  9,2  min  en  el  EIC.  Ni  la  muestra  de  A.  malorum  HFD  3141  ni
ni  A.  orientalis  HFD  3031  contenía  pseudocobalamina.  El  patrón  de  fragmentación  (Figura  A.  orientalis  HFD  3031  contenía  pseudocobalamina.  El  patrón  de  fragmentación  (Figura  3b,  d)
3b,d)  de  m/z  678,00  muestra  el  distintivo  m/z  359,05  para  el  DMBI  de  ligando  inferior.  Tiene,  de  m/z  678,00,  el  distintivo  m/z  359,05  para  el  DMBI  de  ligando  inferior.  Tiene,  por  tanto,

encia  de  los  iones  de  fragmentación  m/z  348,04  [Ade+azúcar+PO3]+  (pseudocobalamina)  y  m/z

tiempos  de  retención  para  pseudocobalamina  (pico  1)  a  los  8,6  min  y  para  vitamina  B12  (pico  2)  a  9,2  veces  para  pseudocobalamina  (pico  1)  a  los  8,6  min  y  para  vitamina  B12  (pico  2)  a  los  9,2  min.

359.05  [DMBI+azúcar+PO3]+  (vitamina  B12)  proporciona  un  marcador  claro  de  la  forma  vitamínica  pre­  [DMBI+azúcar+PO3]

Mientras  que  m/z  997  se  puede  encontrar  en  la  forma  pseudo  y  activa  (Figura  2a,b),  la  pres­  Mientras  que  m/z  997  se  puede  encontrar  en  la  forma  pseudo  y  activa  (Figura  2a,b),  la  presencia

forma  activa  en  determinadas  condiciones  de  fermentación.
por  lo  tanto,  se  ha  demostrado  que  ambos  aislados  pueden  producir  vitamina  B12 ,  pero  no  la  forma  inactiva.

enviados,  ya  que  se  trata  de  fragmentos  de  los  ligandos  inferiores  [23].  La  Figura  2c  muestra  la  característica  de  que  estos  son  fragmentos  de  los  ligandos  inferiores  [23].  La  figura  2c  muestra  la  retención  característica.

m/z  678,00  (vitamina  B12)  y  m/z  672,20  (pseudocobalamina).  (c)  EIC  de  vitamina  B12  (m/z  678,00,  violeta)  de  m/z  678,00  (vitamina  B12)  y  m/z  672,20  (pseudocobalamina).  (c)  EIC  de  vitamina  B12  (m/z  678,00,

característica  m/z  359,05.  Los  rombos  marcan  el  ion  original  respectivo  de  las  dos  formas  de  cobalamina  de  m/z  característico  359,05.  Los  rombos  marcan  el  ion  padre  respectivo  de  las  dos  formas  de  cobalamina.

Figura  2.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  acidipropionici  DSM  20273.  (a)  Patrón  de  fragmentación  de  pseudo­  Figura  2.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  acidipropionici  DSM  20273.  (a)  Patrón  de  fragmentación  de  
pseudocobalamina  ( verde)  que  contiene  el  característico  m/z  348,04,  y  (b)  vitamina  B12  (púrpura)  que  contiene  chardocobalamina  (verde)  que  contiene  el  característico  m/z  348,04,  y  (b)  vitamina  B12  (púrpura)  que  contiene

y  pseudocobalamina  (m/z  672,20,  verde)  con  sus  diferencias  en  el  tiempo  de  retención.  violeta)  y  pseudocobalamina  (m/z  672,20,  verde)  con  sus  diferencias  en  el  tiempo  de  retención.
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en  determinadas  condiciones  de  fermentación.
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Vitamina  B12  
Vitamina  B12

Los  resultados  de  las  pruebas  de  tolerancia  al  pH  se  muestran  en  la  Tabla  2.  Los  valores  de  DO600  son  correctos.  Los  resultados  de  las  pruebas  de  tolerancia  al  pH  se  muestran  en  la  Tabla  2.  Los  valores  de  DO600  son

definidos  como  3,05  y  3,30,  respectivamente.  Con  un  valor  de  pH  inicial  creciente,  aumenta  el  cambio  en  la  densidad  
óptica,  la  caída  del  pH  y  la  concentración  de  vitamina  B12 .  El  más  alto

Vitamina  B12  
ΔOD600  Vitamina  B12

3.05

A.  orientalis  HFD  3031  A.  
orientalis  HFD  3031

2,85

ΔpH  
∆pH  

−0,05  
−0,05  

−0,08  
−0,08  

−0,18  −0,18  
−0,22  −0,22  

−0,38  −0,38

Se  observó  un  ligero  aumento  en  la  DO600  a  pH  2,85  para  A.  orientalis  HFD  3031  y  a  pH  3,05  para  A.  
malorum  HFD  3141.  Como  este  aumento  se  produce  junto  con  grandes  cantidades  de  estándarpH  3,05  para  A.  malorum  HFD  3141.  Como  este  aumento  se  produce  junto  con  grandes  desviaciones  
estándar  en  las  concentraciones  de  OD600  y  vitamina  B12 ,  este  es  el  umbral  del  mínimo

3.80

A.  malorum  HFD  3141

3.4.  Prueba  de  tolerancia  al  pH  bajo  3.4.  Prueba  de  tolerancia  a  pH  bajo

malorum  HFD  3141,  puede  crecer  en  jugo  de  manzana  sin  complementar  aminoácidos  o  vita­  A.  malorum  HFD  3141,  puede  crecer  en  jugo  de  manzana  sin  complementar  aminoácidos  o

[μg/L]  
[μg/L]

7,97  ±  1,56

<LOD  *  
<LOD  *

Se  presenta  el  cambio  con  respecto  al  valor  inicial.  Se  presentan  ambos  aislados,  A.  orientalis  HFD  3031  y  A.  cambio  de  pH  desde  el  valor  inicial.  Ambos  aislados,  A.  orientalis  HFD  3031  y

corregido  por  la  entrada  de  turbidez  del  medio,  es  decir,  menos  el  valor  en  blanco,  y  el  pH  corregido  por  la  entrada  de  turbidez  del  medio,  es  decir,  menos  el  valor  en  blanco,  y  el

pH  inicial

desviaciones  en  las  concentraciones  de  OD600  y  vitamina  B12 ,  este  es  el  umbral  de  tolerancia  mínima  de  
las  respectivas  cepas.  Por  lo  tanto,  el  rango  de  tolerancia  para  los  dos  aislados  estolerancia  de  las  respectivas  cepas.  Por  tanto,  el  rango  de  tolerancia  para  las  dos  cepas  se  define  como  3,05  
y  3,30,  respectivamente.  Con  un  valor  de  pH  inicial  creciente,  el  cambio

aumenta  la  densidad  óptica,  la  caída  del  pH  y  la  concentración  de  vitamina  B12 .  El  mayor  crecimiento  y  
síntesis  de  producto  se  observó  con  el  valor  inicial  de  pH  más  alto  para  ambosy  la  síntesis  del  producto  se  observó  al  valor  inicial  de  pH  más  alto  para  ambos  aislados.  En

minutos.  La  tolerancia  hacia  los  pH  bajos  es  similar  para  las  dos  cepas.  vitaminas.  La  tolerancia  hacia  los  pH  bajos  es  similar  para  las  dos  cepas.

7,97  ±  1,56

pH  inicial
[μg/L]  ∆OD600  [μg/L]  0,35  ±  

0,90  
0,000  ±  0,008  0,35  ±  0,90  0,000  ±  0,008  

2,68  ±  0,92  0,059  ±  0,018  2,68  ±  0,92  
0,059  ±  0,018  3,19  ±  0,13  0,069  ±  0,005  

3,19  ±  0,13  0,069  ±  0,005  10,29  ±  0,50  
0,088  ±  0,006  10,29  ±  0,50  0,088  ±  0,006  18,89  ±  2,33  0,181  ±  0,024  18,89  

±  2,33  0,181  ±  0,024

ΔOD600  ΔpH  ∆OD600  ∆pH  
0,068  ±  0,24  −0,05  2,85  0,068  ±  

0,24  −0,05  0,193  ±  0,42  −0,05  
3,05  0,193  ±  0,42  −0,05  3,30  (Original)  0,248  ±  0  0,063  

−0,07  3,30  (Original)  0,248  ±  
0,063  −0,07  3,55  0,349  ±  0,064  −0,26  3,55  0,349  ±  0,064  

−0,26  3,80  0,438  ±  0,026  −0,33  0,438  ±  0,026  −0,33  *  valor  por  debajo  del  límite  de  detección  (LOD).
0,21  ±  0,96  0,21  ±  0,96
3,81  ±  1,42  3,81  ±  1,42

0,89  ±  0,92  
0,89  ±  0,92

A.  malorum  HFD  3141

y  pseudocobalamina  (m/z  672,20),  y  (d)  patrón  de  fragmentación  de  vitamina  B12  (púrpura)  que  contiene  678,00)  y  
pseudocobalamina  (m/z  672,20),  y  (d)  patrón  de  fragmentación  de  vitamina  B12  (púrpura)

Tabla  2.  Efecto  del  pH  inicial  sobre  el  cambio  en  la  DO600,  el  valor  del  pH  y  la  concentración  de  vitamina  B12  después  Tabla  2.  Efecto  del  pH  inicial  sobre  el  cambio  en  la  DO600,  el  valor  del  pH  y  la  concentración  de  vitamina  B12  después
siete  días.  siete  días.

*  valor  por  debajo  del  límite  de  detección  (LOD).

terístico  m/z  359,05.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  malorum  HFD  3141.  (c)  EIC  de  vitamina  B12  (m/z  678,00)  característica  m/z  359,05.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  malorum  HFD  3141.  (c)  EIC  de  vitamina  B12  (m/z

característica  m/z  359,05.  Los  rombos  marcan  el  ion  original  de  la  vitamina  B12  (m/z  678,00).  que  contiene  
la  característica  m/z  359,05.  Los  rombos  marcan  el  ion  original  de  la  vitamina  B12  (m/z  678,00).

docobalamina  (m/z  672,20)  y  (b)  patrón  de  fragmentación  de  la  vitamina  B12  (púrpura)  que  contiene  caracteres  pseudocobalamina  (m/z  672,20)  y  (b)  patrón  de  fragmentación  de  la  vitamina  B12  (púrpura)  que  contiene

Figura  3.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  orientalis  HFD  3031.  (a)  EIC  de  vitamina  B12  (m/z  678,00)  y  pseu­  Figura  3.  Resultados  de  LC­MS/MS  de  A.  orientalis  HFD  3031.  (a )  EIC  de  vitamina  B12  (m/z  678,00)  y
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Se  observó  un  ligero  aumento  en  la  OD600  a  pH  2,85  para  A.  orientalis  HFD  3031  y  a
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Wieme  et  al.  (2014)  no  pudieron  distinguir  A.  malorum  LMG  1746  de  las  cepas  de  Acetobacter  
cerevisiae  mediante  análisis  MALDI­TOF  MS  [36].  Incluso  comparar  el  ARNr  16S  de  A.  malorum  
y  A.  cerevisiae  no  es  suficiente  para  identificar  claramente  estas  especies.  En  consecuencia,  en  
la  literatura  se  recomiendan  otros  métodos,  como  la  región  espaciadora  transcrita  interna  (ITS)  
entre  los  genes  de  ARNr  16S  y  23S,  para  la  identificación  de  AAB.  Esta  técnica  permite  diferenciar  
entre  especies  estrechamente  relacionadas  [37].  En  consecuencia,  es  posible  que  los  aislamientos  
actuales,  cuando  se  identifiquen  mediante  métodos  más  adaptados  a  la  BAA,  deban  reclasificarse.  
Si  se  realizaran  ensayos  similares,  el  programa  de  ensayos  debería  incluir  fuentes  de  alimentos  
fermentados  con  ácido  acético  y  medios  de  fermentación  diseñados  específicamente  para  AAB,  
como  el  medio  designado  con  pH  3,5  [38].  Aunque  el  aislamiento  y  la  identificación  a  través  del  
medio  libre  de  vitamina  B12  son  viables,  es  necesario  un  análisis  posterior  para  determinar  la  
forma  de  cobalamina  presente  para  excluir  la  síntesis  de  pseudocobalamina.

4.  Discusión

La  razón  por  la  que  sólo  se  habían  identificado  otros  dos  BAA  [7,8]  antes  de  nuestra  publicación  
es  que  los  aislamientos  seleccionados  se  preseleccionan  por  su  género  o  incluso  especie  antes  de  
la  selección.  Los  pasos  de  preselección  implican  el  uso  de  cepas  fácilmente  identificadas  
genotípicamente  (PAB  y  LAB)  [6,20],  tinción  de  Gram  [9,20,22],  apariencia  morfológica  bajo  el  
microscopio  [ 9,22],  actividad  catalasa  [ 20,22],  y  la  detección  de  la  formación  de  ácido  láctico  y  
etanol  [9].  Los  PAB  son  grampositivos,  no  móviles,  anaeróbicos  a  aerotolerantes  [39]  y  catalasa  
positivos.  Las  BAL  son  grampositivas,  anaerobias  facultativas  y  catalasa  negativas  [40].  Como  los  
AAB  son  gramnegativos,  catalasa  positivos,  aerobios  obligados  y  producen  ácido  acético  a  partir  de  
la  utilización  de  etanol  [41],  se  filtran  previamente.  La  próxima  detección  de  cepas  de  AAB  fácilmente  
aisladas  o  el  aislamiento  dirigido  de  matrices  alimentarias  mediante  las  estrategias  mencionadas  
anteriormente  (por  ejemplo,  medios  libres  de  vitamina  B12  y  genes  cbiK  o  bluB/cobT2  como  
marcadores)  probablemente  conducirán  a  la  identificación  de  más  productores  de  cobalamina  dentro  
del  grupo  de  AAB. .  Lo  ideal  es  que  la  selección  de  genes  específicos  implicados  en  la  síntesis  de  
vitaminas  tenga  en  cuenta  las  variaciones  de  secuencia  de  los  homólogos.  Se  ha  demostrado  que  
las  variaciones  de  secuencia  en  los  homólogos  tipo  cobU/T  son  responsables  de  la  selectividad  de  
diferentes  ligandos  inferiores  incorporados  en  la  cobamida  [42­44].  Aunque  existe  una  preferencia  
generalizada  por  DMBI,  se  pueden  incorporar  otros  ligandos  inferiores  a  la  cobamida  dependiendo  
del  homólogo  presente  y  de  las  condiciones  ambientales  [43].  Por  lo  tanto,  si  el  medio  de  fermentación  
o  las  cepas  de  producción  no  aportan  DMBI ,  se  pueden  formar  cobamidas  que  no  cumplen  una  
función  de  vitamina  B12  en  humanos.  Por  lo  tanto ,  el  cribado  y  la  identificación  basados  en  la  
presencia  de  enzimas  específicas  de  la  síntesis  de  vitamina  B12  deben  incluir  el  conocimiento  de  la  
síntesis  de  DMBI  y  la  selectividad  de  los  homólogos.

Se  demostró  que  es  viable  utilizar  un  medio  libre  de  vitamina  B12  para  aislar  formadores  de  
cobalamina  a  partir  de  productos  de  fermentación  complejos.  Aunque  los  experimentos  de  
enriquecimiento  y  aislamiento  estaban  dirigidos  a  PAB  y  LAB,  se  aislaron  dos  nuevas  cepas  potentes  
de  vitamina  B12  pertenecientes  a  AAB.  Esas  cepas  fueron  identificadas  mediante  MALDI­TOF  MS  
como  A.  malorum  y  A.  orientails.  Sin  embargo,  la  identificación  de  AAB  es  particularmente  desafiante  
debido  al  alto  grado  de  similitud  entre  las  secuencias  del  gen  16S  rRNA  de  especies  estrechamente  relacionadas.

La  biofortificación  de  alimentos  por  Acetobacter  sp.  presenta  un  alto  potencial  para  las  
fermentaciones  alimentarias  tradicionales.  Dado  que  las  capacidades  metabólicas  son  menos  
restringidas  que  las  de  las  BAL,  pueden  crecer  en  medios  menos  ricos  en  nutrientes,  tienen  una  alta  
tolerancia  al  pH  bajo  y  no  se  detectó  pseudocobalamina  en  nuestras  muestras.  Estas  características  
califican  a  A.  orientalis  HFD  3031  y  A.  malorum  HFD  3141  para  fortificar  la  vitamina  B12  en  medios  de  fermentación.

aislados.  A  un  pH  de  3,80,  A.  orientalis  produce  18,89  µg/L  de  vitamina  B12  y  A.  malorum  produce  
7,97  µg/L.  Se  puede  suponer  un  aumento  adicional  en  el  crecimiento  y  la  síntesis  de  vitamina  B12  a  
valores  de  pH  iniciales  más  altos ,  ya  que  el  pH  óptimo  de  Acetobacter  sp.  es  5,0–6,5  [35].  La  
disminución  del  pH  durante  la  fermentación  se  produce  debido  a  la  probable  formación  de  ácido  
glucónico  a  partir  de  glucosa  [30,31].  A  pesar  de  las  condiciones  de  crecimiento  desfavorables  del  
jugo  de  manzana  (pH  bajo  y  composición  pobre  de  aminoácidos),  ambas  cepas  pudieron  crecer  
incluso  al  pH  original  y  producir  cantidades  considerables  de  vitamina.
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La  fortificación  de  alimentos  vegetales  mediante  fermentación  puede  proporcionar  concentraciones  
relevantes  en  dietas  veganas  y  vegetarianas.  El  uso  de  cepas  sin  capacidad  para  producir  análogos  
proporciona  una  fuente  confiable  de  la  forma  fisiológicamente  activa.  Es  prometedora  la  incorporación  
de  A.  malorum  HFD  3141  y  A.  orientalis  HFD  3031  en  cultivos  iniciadores  de  fermentación,  que  
contienen  naturalmente  AAB .  Scoby  (kombucha),  granos  de  kéfir  (kéfir  y  kéfir  de  agua),  vinagre  madre  
(vinagre)  [50]  y  masa  madre  [51]  podrían  ser  ejemplos  de  la  aplicación  de  las  cepas  aisladas.  Como  
los  BAA  ya  forman  parte  de  estos  procesos  de  fermentación,  las  características  del  producto  no  deben  
alterarse  drásticamente.  Además,  se  debe  comprobar  el  contenido  de  vitamina  B12  de  estos  alimentos  
enumerados  fermentados  con  AA ,  ya  que  los  datos  disponibles  en  este  ámbito  se  consideran  insuficientes.

En  la  mayoría  de  los  casos,  las  concentraciones  de  vitaminas  que  alcanzamos  son  similares  a  las  que  
se  encuentran  en  la  literatura  cuando  se  enriquecen  los  alimentos,  aunque  en  algunos  casos  se  
encuentran  niveles  significativamente  más  altos.  Pero  los  experimentos  realizados  para  evaluar  la  
tolerancia  al  pH  de  los  aislados  en  el  rango  bajo  indican  que  aún  no  se  ha  alcanzado  el  potencial  
máximo  para  la  síntesis  de  vitamina  B12 .  Se  requiere  más  investigación  para  determinar  el  impacto  
de  diferentes  parámetros  de  fermentación,  como  valores  de  pH  más  altos,  diferentes  tipos  de  jugo  de  
fruta,  temperaturas  de  fermentación  y  tasas  de  aireación,  en  la  síntesis.  Los  estudios  sobre  si  la  adición  
de  precursores  (DMBI,  riboflavina,  nicotinamida,  etc.)  tienen  un  efecto  promotor  similar  al  del  PAB  [49]  
también  proporcionarían  una  visión  más  profunda  de  las  características  de  síntesis  de  las  cepas.

inadecuado  para  otros  productores.  En  este  trabajo  se  demostró  con  éxito  su  capacidad  para  crecer  y  
producir  vitamina  B12  en  el  jugo  de  manzana .  La  concentración  de  1,9  µg/L,  suficiente  para  las  
declaraciones  de  propiedades  saludables,  fue  superada  por  A.  orientalis  HFD  3031  (3,19  µg/L)  al  valor  
de  pH  original  del  jugo  de  manzana  y  por  A.  malorum  HFD  3141  a  pH  3,55  con  3,81  µg/L.  Sin  embargo,  
el  crecimiento  y  las  concentraciones  finales  fueron  relativamente  pequeños  y  deberían  investigarse  
medidas  para  aumentar  las  concentraciones.  En  experimentos  sobre  el  enriquecimiento  de  vitamina  
B12  por  L.  reuteri  en  furu  (tofu  fermentado)  [25,45]  y  leche  de  soja  [25],  se  lograron  concentraciones  
de  141,7  µg/kg  de  peso  húmedo  y  132,2  µg/L,  respectivamente.  Durante  la  fermentación  de  agua  de  
coco  madura  con  L.  plantarum  DW12,  se  pudo  alcanzar  una  concentración  de  vitamina  B12  de  14  µg/
ml  [46].  Mediante  el  cocultivo  de  P.  freudenreichii  y  Bifidobacterium  animalis  subsp.  Lactis,  el  contenido  
de  vitamina  B12  alcanzó  hasta  8,93  µg/L  en  el  suero  de  soja,  mientras  que  en  la  fermentación  de  un  
solo  cultivo  de  P.  freudenreichii  se  detectaron  5,72  µg/L  [47].  La  fermentación  de  salvado  de  trigo  
solubilizado  con  P.  freudenreichii  dio  como  resultado  la  producción  de  55  µg/L  de  vitamina  B12  
mediante  cofermentación  con  bacterias  del  ácido  láctico  y  levaduras  [48].

Este  estudio  demuestra  la  necesidad  de  ampliar  la  búsqueda  de  cepas  potenciales  en  la  
biofortificación  de  alimentos  con  vitamina  B12.  Los  autores  anteriores  se  centraron  en  detectar  LAB  y  
PAB  por  sus  capacidades  de  formación  de  cobalamina.  Nuestros  hallazgos,  así  como  los  de  Bernhardt  
et  al.  [7]  y  Keto  et  al.  [7,8],  permiten  la  conjetura  de  que  es  probable  descubrir  más  productores  de  
vitamina  B12  dentro  del  grupo  AAB.  El  aislamiento  de  más  AAB  brindará  una  variedad  más  amplia  de  
características  de  producción,  como  diferentes  tipos  de  alimentos,  rendimientos,  tolerancia  al  pH,  
utilización  del  azúcar  y  requisitos  nutricionales.
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