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RESUVIEN. 

En el presente trabajo se llevó a cabo un escrutinio para detectar la producción de 

bacteriocinas (conservadores naturales) en 90 cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) 

aisladas de pozo!; una bebida fennentada de maiz. 

El antagonismo de las BAL se llevó a cabo aplicando el método de botón utilizando 

como indicadores cuatro microorganismos Gram (+); Bacillus cereus, C/ostridium 

perfringens, Staphylococcus aureus y Listeria innocua y tres microorganismos Gram (-)~ 

Escherichia coli 0157:H?, Vihrio cho/erae 01 y Vihrio cholerae no 01. Se descartó la 

inhibición por producción de ácido, usando un medio sin carbohidratos fermentables. La 

inhibición por peróxido de hidrógeno se descartó incubando en anacrobiosis, usando jarras 

de anaerobiosis con gas pack e indicador. Fueron detectados compuestos inhibitorios en 

ocho de las noventa cepas estudiadas (3 cepas de Leuconostoc mesenteroides, 3 cepas de 

Lactococcus lactis laclis, una cepa de !Actobaci//us crispatus y una cepa de lb. 

acidophillus). Dichos compuestos fueron de naturaleza proteica y se comprobó la ausencia 

de fagos, estableciéndose que los ocho compuestos inhibitorios encontrados son 

bacteriocinas. 

Se realizó un espectro de actividad de las ocho cepas productoras de bacteriocinas 

usando 12 microorganismos Gram (+): Baci//us cereus, Clostridium sporogenes, listeria 

monocytogenes, Micrococcus /uteus, ocho cepas de bacterias lácticas aisladas de pozol y 2 

cepas Gram (-): Escherichia coli ECET y ECEP. Todas las cepas tuvieron efecto 

inhibitorio sobre microorganismos Gram (+), pero no presentaron efecto sobre ellas 



mismas ni sobre microorganismos Gram ( -); seis presentaron actividad contra listeria 

monocytogenes. 

La actividad antimicrobiana de 4 de las 8 bacteriocinas porducidas por BAL, fue 

evaluada usando el método de difusión en agar (Bhunia et al., 1988: BS 4020:1974), en el 

que se utilizó Micrococcus luteus NCIB8166 como microorganismo indicador. La actividad 

fue definida en unidades arbitrarias por mililitro (UNml). 

La actividad de las cuatro bacteriocinas restantes no se evaluó por este método, 

debido a que no presentaron actividad contra Micrococcus luteus. Estas cepas se probaron 

con tres microorganismos indicadores; Listeria innocua. listeria monocytogcnes y 

leuconostoc mesenteroides en dos medios de cultivo: Brain Heart Infusion (BHI) y medio 

Assay . Ninguna combinación de medios y los tres microorganismos indicadores produjo el 

tamaño de halos obtenido con Micrococcus luteus NCIB8166 en medio Assay. 

Con base en el espectro de actividad, la sensibilidad a proteasas y la estabilidad al 

calor a diferentes valores de pH, se sugiere que de las 8 BAL porductoras de bacteriocinas 

detectadas, dos de ellas: 59 y 60, producidas por cepas de leuconostoc mesenteroides 

posiblemente se ubiquen dentro del grupo 11. La bacteriocina producida por la cepa 19 

(Loctococcus laclis /actis) se puede considerar en el grupo III. Las bacteriocinas de las 

cepas 12 (Lactococcus /act1s /actis), 66 (leuconostoc mesenteroides), 87 (loctobacillus 

crispatus) y 88 (loctobacillus acidophilus), no pueden ser estrictamente definidas dentro 

de un grupo, por la variabilidad de sus propiedades. La bacteriocina producida por la cepa 

14 por sus características mostradas. se ubica dentro del grupo Ita. 

Finalmente se observa que las bacteriocinas producidas por BAL aisladas de pozot 

son un grupo de compuestos antimicrobianos que son producidos por diversos géneros 
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bacterianos, difieren en su espectro de actividad y posiblemente en sus propiedades 

bioquímicas. Estas propiedades bioquímicas sólo podrán establecerse mediante la 

purificación de estos péptidos antimicrobianos y de esta forma poder contribuir 

significativamente a alcanzar un mejor entendimiento de su naturaleza, mecanismo de 

acción y uso posterior en los alimentos. 
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l. INTROOUCCION 

Las enfennedades gastrointestinales (salmonelosis, tifoidea, cólera, listeriosis, 

shigelosis, tuberculosis, yersiniosis, difteria y hepatitis infecciosa) están asociadas al 

consumo de alimentos contaminados con microorganismos patógenos o sus toxinas, que al 

ser ingeridos por el ser humano subsisten en el tracto intestinal y pueden iniciar un proceso 

infeccioso (Doyle,1997; Frazier y Westhoff, 1993; Barrel y Rowland, 1979). 

Los microorganismos patógenos más comunes en alimentos son: Listeria 

monocytogenes, Clostridiu"' botulinum. Pseudomona aeruginosa, Salmonel/a typhi, 

Clostridium sporogenes, Escherichia co/i, Baci//us subtilis, Clostridium perfringen..'i, 

Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Shigella sonnei, Baci//us cereus y Vibrio 

cho/erae (Canninati et al., 1989; Spelhaug y Harlander, 1989; Cox, 1989). 

Para prevenir el crecimiento de microorganismos patógenos en alimentos se 

requiere del uso de métodos de conservación tales como: refrigeración, tratamiento 

ténnico, congelación y conservadores qulmicos. El tratamiento ténnico y la congelación 

alteran las características fisicoqulmicas del alimento. La refrigeración por si sola garantiza 

una corta vida de anaquel, además que microorganismos como listeria monocytogenes que 

son psicrótrofos pueden crecer a temperaturas de refrigeración comercial (4'C). La 

alternativa ha sido por mucho tiempo el uso de conservadores qulmicos como: dióxido de 

sulfuro, sulfitos, parabenos, ácido acético, ácido láctico, ácido propiónico, ácido benzóico, 

ácido sórbico, nitritos, nitratos (Lloydand Drake, 1975; Stiles, 1996; Goud, 1992). 

En la actualidad el mercado demanda productos libres de conservadores químicos y 

mínimamente tratados, de manera que no se modifiquen las características fisicoquímicas 
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del alimento. Una alternativa para la solución de este problema es el uso de bacteriocinas 

(Vuyst y Vandammme, 1994; Stiles, 1996). Las bacteriocinas son proteínas 

antimicrobianas producidas por algunas cepas de bacterias ácido lácticas, que actúan a 

nivel de membrana (Doyle et al., 1997). Hasta el momento, la única bacteriocina permitida 

para uso en alimentos en más de 45 países es la nisina (Stiles, J 996) por lo que la búsqueda 

de nuevas bacteriocinas ha constituido un campo extenso de investigación en los últimos 

ailos. 

El pozo) es un alimento fermentado tradicional que se consume en el sureste de 

México (Ulloa y Herrera, J 986 ). La microbiología de este producto comprende 

principalmente BAL (Nuraida, 1988) que pueden tener potencial de producir bacteriocinas, 

además de otros grupos microbianos como: Escherichia coli, Geotrichum candidum, 

Agrobacterium a::otophi/um. Hasta el momento no existen reportes sobre bacteriocinas 

aisladas de bacterias ácido lácticas del pozo) ni de ningún otro alimento fermentado 

tradicional. 
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11. GENERAUDADES. 

2.1 Microorganismos patógenos. 

Las bacterias patógenas se definen como microorganismos capaces de causar una 

enfennedad (Pelczar. 1993). La patogenicidad representa una fonna de versatilidad y 

especialización que pennite a ciertos microorganismos penetrar y replicarse dentro de 

animales específicos y dañar a células huésped, produciéndole cambios fisiológicos y 

anatómicos, como la enfennedad. La capacidad de un organismo para producir enfennedad 

puede fluctuar considerablemente (Pelczar, 1993). 

Algunos microorganismos producen sustancias venenosas conocidas con el nombre 

de toxinas. La capacidad microbiana de producir toxinas, con su efecto perjudicial sobre el 

hospedero, junto con la potencia de la toxina, son factores importantes de su poder 

patogénico. Las toxinas microbianas pueden excretarse al medio exterior (exotoxinas) o 

quedar retenidas dentro de la célula (endotoxina) como parte de ella (Pelczar, 1991). 

2.1.1 Bacil/us cereus. 

Es un microorganismo Gram (+), esporulado, móvil, psicrótrofo y aerobio (pero 

puede crecer bien en condiciones de anaerobiosis), que causa dos tipos de enfennedades 

asociadas a alimentos: el tipo diarréico y el tipo emético. La enfennedad de tipo diarréico 

es causada por una enterotoxina producida durante el crecimiento vegetativo de Bacillu.'i 

cereus en el intestino, los sintomas presentados por esta enfennedad son: dolor abdominal. 

diarrea acuosa acompañada por espasmos rectales y náusea. En tanto que la toxina emética 

es producida por células que se desarrollan por algunos componentes presentes en el 

alimento a través de degradaciones enzimáticas y/o modificaciones, además es estable a 
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121 ºC. Aunque en muchas ocasiones el alimento es tratado con calor, las esporas resisten, 

siendo así un foco de enfermedad, ya que dentro del intestino pueden germinar y provocar 

así la producción de la toxina, la enfermedad provocada por esta toxina se caracteriza por 

presentar náusea. vómito y ocasionalmente diarrea. Bacillus cereus es fácilmente 

diseminado en varios tipos de alimentos, especialmente en cereales y vegetales, pero 

también es frecuentemente aislado de carnes, huevos y productos lácteos (Granum, 1994; 

Doyle et al., 1997; Koneman et al., 1992). 

2.1.2 Staphylococcus aurau. 

Es un coco Gram ( + ), catalasa ( + ), osmotolcrante y soporta una actividad acuosa 

(aw) baja (Koneman, et al., 1992). Staphylococcus aureus produce una enterotoxina que ha 

sido implicada como causante del síndrome de choque tóxico y envenenamiento en 

alimentos. Esta enterotoxina no es destruida a I OOºC por 30 minutos. La diseminación de 

Staphylococcus aureus en los alimentos se lleva a cabo por humanos, por contacto directo 

o indirectamente a través de la respiración. La producción de la toxina se propicia por 

refrigeración inadecuada, escasa higiene del personal, calentamiento inadecuado o un uso 

prolongado de bajo calentamiento y la podemos encontrar en carnes, utensilios 

almacenados, leche contaminada y productos diversos que han sido manipulados por el 

hombre (Bryan, 1976; Doyle et al., 1997). 

2.1.3 C/ostridium perfrlngens. 

Es un microorganismo Gram (+), catalasa (-), encapsulado, anaeróbico y no móvil. 

Produce dos tipos de toxina: enterotoxina de Closlridium perfringens (CPE) y P-toxina, que 

son activas en el tracto gastrointestinal del humano (Labbe, 1989; McDonel, 1986; 

Koneman, et al., 1992). Las células vegetativas pueden duplicarse hasta en I O minutos, 
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pennitiendo que el microorganismo se multiplique rápidamente en el alimento; produce 

esporas que son altamente resistentes a condiciones tales como: radiación, desecación y 

calor (Labbe, 1989). Una de las enfennedades causada por este microorganismo es la 

gangrena gaseosa. sin embargo, es más común que provoque una intoxicación alimentaria. 

El alimento en el que se disemina fácilmente es la carne y se han encontrado esporas de 

este microorganismo en la mayoría de los alimentos crudos analizados (Doyle et al., 1997; 

Frazier y Westhoff, 1993). 

2.1.4 listena nwnocytogenes. 

Es un bacilo corto, Gram (+), catalasa (+). móvil; resiste condiciones de bajo pH. 

alta concentración de NaCI (30%,) y concentraciones de nitritos permitidas (200 ppm) en 

alimentos. Tiene la habilidad de crecer a bajas temperaturas (psicrótrofo) y no soporta la 

temperatura de pasteurización (72ºC/15 seg.) (Cox L., 1989; Frazier y Westho!T, 1993; 

Koneman, et al., 1992). Se ha indicado que la apropiada pasteurización de la leche destruye 

a este microorganismo, sin embargo, se han reportado casos de leche contaminada por este 

microorganismo, por lo que se cree que la contaminación de la leche es un problema 

posterior a su pasteurización (Bradshaw, 1985; Donnelly y Bríggs, 1986). 

listeria monocytogenes es el agente causante de listeriosis, cuya incidencia es 

esporádica, pero con un grado de mortandad de aproximadamente 30º/o, afectando 

principalmente a mujeres embarazadas. La infección puede ser asintomática o 

caracterizada por una gripa con fiebre, migraña o dolor de cabeza. Las consecuencias para 

el feto son más serias, incluyendo el aborto espontáneo, muerte fetal, parto prematuro, 

septicemia neonatal severa y meningitis (Cox, 1989; Bula et al., 1995). En adultos la 

enfermedad se caracteriza por síntomas de septicemia, meningitis o meningoencefalitis. 
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Alrededor de I a 5 % de los humanos son portadores intestinales asintomáticos de listeria 

monocytogenes (Frazier y Westhoff, 1993; Koneman et al., 1992). 

listeria monocytogenes se presenta en una gran variedad de alimentos crudos y 

procesados, en su mayoría: leche y productos lácteos, carne y productos cárnicos y 

vegetales (Doyle et al., 1997; Cox L., 1989; Koneman et al., 1992). 

2.1.5 Escherichia co/L 

Es un microorganismo Gram (· ), no esporulado, tiene la habilidad de invadir la 

mucosa intestinal. Las cepas patogénicas de E. coli están agrupadas en 6 categorías: 

Enterotoxigénica (ECET), enteroinvasora (ECEI), enteropatógena (ECEP), 

enterohemorrágica (ECEH), enteroagregativa (ECEAgg) y enteroadherente-difusa 

(ECEAD); cada categoría tiene distintos niveles de virulencia, formas patogénicas 

específicas, asi como síndromes cllnicos y patrones epidemiológicos diferentes (Doyle et 

al., 1997). Las últimas dos categorías de E. co/i mencionadas se relacionan con brotes 

esporádicos de diarrea. 

Escherichia coli enteroinvasora no produce enterotoxinas mientras que E. coli 

enterohemorrágica que es reprsentada por E. coli 0157:H7 produce dos toxinas básicas y 

ambas cepas se encuentran asociadas a brotes de origen alimentario. E. cob enteropatógena 

generalmente no produce enterotoxinas, aunque puede causar diarrea~ produce un factor de 

adherencia mediado por plásmidos que se puede poner de manifiesto mediante el efecto de 

adherencia-separación y en algunas cepas se ha se~alado la existencia de una toxina 

dilatadora citoletal. Los brotes que han sido originados JX>T /{scherichia co/i, están 

asociados al consumo de alimentos altamente ácidos incluyendo: sidra de manzana y 

salami fermentado (Doyle et al., 1997). 
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En México la cepa de mayor incidencia es ECET 078 (Eslava, comunicación 

personal). La cepa de mayor preocupación en el mundo es la 0157:H7, aunque en México 

no se ha aislado este serotipo. 

2.1.6 V/brio cholerae • 

Es un microorganismo Gram (-), catalasa ( + ), no esporulado, con forma de bastón 

curvo caracterizado por la presencia de un flagelo polar (Koneman et al., 1992; Mintz et 

al.,1994). Los humanos son su único hospedero. El principal vehiculo de este 

microorganismo es el agua, por lo que es frecuente encontrarlo en productos marinos, 

especialmente en las ostras; también es posible encontrarlo en alimentos que hayan sido 

preparados con aguas contaminadas, por ejemplo el arroz y carne (Mintz et al.,1994). Los 

alimentos contaminados con Vibrio cholerae se caracterizan por un pH neutro o cercano a 

la neutralidad (Kaysner y Hill, 1994). Vibrio cholerae es un microorganismo sensible al 

calor y al frío y es el causante del cólera, que se caracteriza por causar una diarrea acuosa 

que provoca una mayor pérdida de fluidos a comparación de otras infecciones 

gastrointestinales, lo cual es inducido por la enterotoxina del cólera (Doyle et al., 1997). 

2.2 Conservadores. 

2.2.1.Delinición. 

Un conservador es toda sustancia que inhiba, retrase o detenga el crecimiento de los 

microorganismos patogénicos o dcterioradores, cuando es aftadida a un alimento (Board, 

1988). 
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2.2.2.Aplicaciooes. 

Los conservadores usados en alimentos pueden ser de naturaleza orgánica e 

inorgánica. 

Muchos icidos orginicos son usados como aditivos alimentarios, pero no todos 

tienen actividad antimicrobiana. Los ácidos más activos son: acético, láctico, propiónico, 

sórbico y benzóico; su espectro inhibitorio es dependiente del ácido a usar. Los ácidos 

citricos, caprílico, málico, fumárico y otros tienen actividad limitada y además son usados 

para impartir sabor. La actividad de los ácidos orgánicos es altamente dependiente del pH, 

pKa y concentración. Hay evidencia de que los ácidos orgánicos y ésteres influyen en la 

sintesis de la pared celular de procariontes o interfieren en la sintesis de proteinas y 

mecanismos genéticos. La bacteria mantiene su pH interno cerca de la neutralidad para 

prevenir cambios conformacionales de las estructuras protéicas de la célula, enzimas, 

ácidos nucléicos y fosfolípidos. Una vez que el ácido entra a la célula se disocia, ya que el 

interior de la célula tiene un pH más alto que el exterior. (Doyle et al., 1996). El uso de los 

ácidos orgánicos en la industria alimentaria es amplio; ácido benzóico y sus sales (en 

productos ácidos que contienen azúcar), ácido sórbico y sus sales (panificación, quesos y 

algunos productos de confitería) ( Board, 1988 ). 

Otros aditivos alimentarios son los alquil éster parabenos, que son derivados 

fenólicos; la actividad antimicrobiana de estos compuestos es, en general, directamente 

proporcional al tamaño del componente alquilo y son más activos contra hongos y 

levaduras que contra bacterias. Contra bacterias, los parabenos son más activos contra 

géneros Gram ( + ). El mecanismo de acción de los alquil éster parabenos no ha sido 

determinado aún, sin embargo, se han reportado varias investigaciones, en su mayoría 
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referidas a un efecto sobre la membrana celular (Degré y Sylvestre, 1983; Eklund, 1983, 

1985). 

Los nitritos de sodio y potasio tienen un uso especializado en productos cárnicos 

curados, que además de ser agentes antimicrobiales contnbuyen al sabor y color, y sirven 

como un antioxidante. El uso primario del nitrito de sodio como un antimicrobiano es la 

inhibición del crecimiento y producción de toxinas de Clostridium botulinum en carnes 

curadas. Su efecto antimicrobial depende de la concentración. Woods et al. (1981) 

demostraron que el nitrito causa una reducción del A TP intracelular y la excreción de 

piruvato a las células de C/. sporogenes. 

El cloruro de sodio es usado en altas concentraciones para conservar carnes crudas 

y productos marinos. En general las bacterias patógenas asociadas a alimentos son 

inhibidas por una actividad de agua (aw) de 0.92 o menor (equivalente a una concentración 

de cloruro de sodio de 13% p/v). S. aureus y L mo,wcylogenes son la excepción ya que el 

primero tiene una actividad de agua mínima para crecer de 0.83 a 0.86 y el segundo es 

relativamente halotolerante y puede sobrevivir en soluciones salinas saturadas a bajas 

temperaturas. Su acción se basa en la disminución del aw y crea condiciones desfavorables 

para el crecimiento microbiano. 

Los sulfitos como sustancias antimicrobiales se aplican en frutas y productos 

vegetales para el control de 3 grupos de microorganismos: esporulados, levaduras y hongos. 

Estos componentes son agentes reductores. 

La conservación se enfoca a extender la vida de anaquel y aumentar la seguridad de 

los alimentos, haciendo uso de bacterias ácido lácticas o sus productos metabólicos (Stiles, 

1996). La bioconservación de los alimentos se refiere a extender la vida de 
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almacenamiento y aumentar la seguridad de los alimentos, usando como tal la microflora 

natural y/o sus productos antibacteriales. Las bacterias lácticas tienen mayor potencial para 

uso en la biopreservación porque tienen status GRAS, generalmente reconocidas como 

seguras para el consumo, y durante el almacenamiento de los alimentos puede dominar la 

microflora natural. 

2.3 Bacterioclnas. 

En 1925 en Bélgica se descubrió que los filtrados de una cepa de E. coli inhibían el 

crecimiento de otras cepas de la misma especie. Más tarde se demostró que la sustancia 

inhibidora era letal y se denominó colicina. Desde entonces se han aislado agentes 

similares de cepas de varios géneros microbianos: Pseudomonas pyocyaneus (piocinas), 

Bacillus megaterium (megacinas) y lactococcus /actis subsp. lactis (nisina A y Z); cada 

una actúa sólo sobre los organismos taxonómicarnente relacionados con el que las produce; 

el grupo, en conjunto, se denomina actualmente bacteriocinas (Freeman, 1989; Jay , 1992; 

Pelczar, 1991 ). 

Las bacteriocinas difieren de los antibióticos, ya que, además de ser principalmente 

de naturalez.a protéica, sólo inhiben a especies taxonómicamente relacionadas o a 

diferentes cepas de la misma especie; además de que no tienen uso terapéutico ni en 

humanos ni en animales (Jay, 1992). Ciertas colicinas al ser aHadidas a un exceso de 

bacterias sensibles, destruyen un número de ellas directamente proporcional a la cantidad 

de colicina añadida, lo que demuestra que una molécula de colicina es suficiente para 

destruir una bacteria (Freeman, 1989). 
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Las bacteriocinas producidas por bacterias ácido lácticas ejercen principalmente un 

efecto antibacterial contra microorganismos específicos o relacionados taxonómicamente. 

cubriendo un extenso rango de bacterias Gram (+) (Doyle et al., 1997). Las bacterias Gram 

(-) son susceptibles sólo cuando han sido tratadas con agentes quelantes como el EDT A, 

alta presión hidrostática o alguna otra lesión que destruya la pared celular y permita el 

acceso a las bacteriocinas a la membrana periplasmática (Stevens et al., 1991; 

Kalchayanand et al., 1994). 

2.3.1 Clasificación. 

Las bacteriocinas difieren en su espectro de actividad. modo de acción, 

características bioquímicas y detenninantes genéticos. En general una serie de propiedades 

bioquímicas comunes, son: sensibilidad a la acción de enzimas proteolíticas, tolerancia a 

elevadas temperaturas y estabilidad a bajo pH (Doyle et al., 1997; Stiles, 1996; Lloyd y 

Drake, 1975; Piard y Desmazeaud, 1992). 

Las bacteriocinas se clasifican en cuatro grupos (Tabla 2.1 ): 

•Grupo l. Dentro de este grupo se encuentran las bacteriocinas que contienen 

anillos de lantionina, comúnmente conocidas como lantibióticos~ la bacteriocina láctica 

mejor caracterizada hasta el momento dentro de este grupo, es la nisina, que tiene 2 fonnas: 

nisina A, que contiene una histidina en la posición 27 y nisina Z, que contiene una 

asparagina en la misma posición (figura 2.1). La subtilina, producida por Bacil/us subli/fa· · 

también contiene 5 anillos de lantionina y una conformación similar a nisina. ésta tiene 

otras sustituciones incluyendo dos aminoácidos en el carboxilo tenninal más cortos que los 

de nisina. 

•Grupo 11. Se subdivide en tres grupos: 
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Tabla 2. 1 . Clesificaci6n de becteriocinas. 

Clase Características 

1 Lantibióticas<SK.Da;contienen aminoácidos raros o atípicos, como la 

dehidroalanina, dehidrobutirina, lantionina y Jl-metillantionina. 

11 proteínas tennoestables no !antibióticas de cadena corta <IOKDa 

111 proteínas tennolábiles de peso molecular superior a 30KDa 

IV estructura compleja, tennolábiles y mayores de 30KDa. 

Kleew•a111e,, 1993. 
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Figura 2.1 Estructura molecuar de la nisina 
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lla) Bacteriocinas activas contra Lister,a monocytogenes; como la pediocina PA-1, 

sakacinas A y P, leucocina A, bavaricina MN y curvacina A. 

llb) Contiene bacteriocinas tales como: lactococcina G y M y lactacina F, las cuales 

requieren de dos péptidos diferentes para su actividad (Allison et al., 1994). 

lle) Bacteriocinas que requieren de cisteinas reducidas para su actividad. tal como 

lactacina B. 

•Grupo 111. Pertenecen bacteriocinas como: helveticinas J y V-1829, acidofilucina 

A, caseicina 80 y lactacinas A y B. 

•Grupo IV. Bacteriocinas que contienen lípidos y carbohidratos, cuya función aún 

es desconocida pero necesaria para su actividad biológica. Ejemplos: leucocina S, 

plantaricina S, pediocina SJ-1 y lactocina 27; (Klaenhammer, 1993). Se han descrito 

bacteriocinas sensibles a enzimas no proteolíticas. como la plantaricina B que se inactiva 

por una Jipasa y por una a-amilasa (West y Warner, 1988); la plantaricina S que se inactiva 

por enzimas glicolíticas, lipolíticas y fosfolipolíticas (Jiménez-Díaz et al., 1990) y la 

leucocina S que se inactiva por una amilasa (Lewus et al., 1992). Estas observaciones 

indican que la zona activa de estas bacteriocinas presentan una composición heterogénea 

(Klaenhammer, 1993). 

2,3.2 Mecanismos de acción. 

Las bacteriocinas actúan sobre la membrana celular del microorganismo sensible~ 

rompiendo la permeabilidad de la membrana citoplasmática, incrementando la 

permeabilidad de peque~os compuestos (K•, Na, CJ') y haciendo que las células sean 

incapaces de proteger al citoplasma del medio ambiente. Esto induce a inhibición celular y 
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posiblemente a muerte. La adición de bacteriocinas a células vegetativas da como resultado 

un flujo inespecífico de iones aminoácidos y en algunos casos pero no en todos de 

moléculas de ATP (Chen y Montville, 1995; Maftah et al., 1993; Winkowski et al., 1994). 

Se conocen 2 tipos de mecanismos de acción: 

J.- Por formación de poros (figura 2.2a); en el cual los monómeros de bacteriocina 

enlazados se insertan y oligomerizan en la membrana citoplasmática para fonnar un poro 

con los residuos hidrofilicos en la cara interior y los hidrofóbicos en la cara exterior 

(Klaenhammer, 1993; Abee, 1994; Chikindas et al., 1993). 

2.- Efecto detergente (figura 2.2b); en el que las bacteriocinas hacen más permeable a la 

membrana, aumentando la interacción de ésta con el medio ambiente permitiendo la 

liberación de pequeñas moléculas de iones, enzimas e inclusive ATP (Sahl et al., 1985; 

Chikindas et al., 1993). 

2.3.3 Métodos de detección. 

Para detectar la producción de bacteriocinas de bacterias ácido lácticas se utilizan 

métodos directos o métodos indirectos. 

Métodos directos Métodos indirectos 

Método de botón 

Método de pozos 
Método de rotación 
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Fogu-e 2.2 Meca li& , os de acción de bacteriocinas 

2.2. re,. , , w:i6. , de poro 

2.2b Efecto c1ece, ge ,ce 

Eeq I Mi torredoa da Dovfe et. el., 1997. 
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El método de rotación se basa en sembrar sobre una placa de agar la cepa 

productora de bacteriocina, voltear boca abajo la placa de agar con crecimiento y 

perpendicularmente a la cepa productora de bacteriocina sembrar el microorganismo 

sensible. 

El método de botón es el más común para demostrar la detección de la producción 

de bacteriocinas. Consiste en inocular sobre una placa de agar puntos del cultivo que 

contienen a la bacteria productora de bacteriocina, posteriormente se adiciona una 

sobrecapa de agar que contiene al microorganismo sensible. Zonas de inhibición en forma 

de halos en el contorno del crecimiento de la bacteria son evidencia presuntiva de la 

producción de bacteriocinas (figura 2.3). Tales zonas pueden también ser producidas por 

ácidos, bacteriófagos, peróxido de hidrógeno u otros inhibidores no específicos. Por lo que 

es necesario confirmar que estos otros factores pueden controlarse (Lewus et al., 1992). 

2.3.3.1 Control de peróxído de hidrógeno. 

Durante la fermentación láctica en ausencia de oxígeno el NAO+ se regenera a 

partir del NADH mediante la reducción del piruvato a lactato (figura 2.4). En presencia de 

oxigeno, éste funge como aceptor de electrones (figura 2.4), con la consecuente producción 

de peróxido de hidrógeno (H20 2) que es un compuesto inhibitorio (Lehninger et al., 1993). 

Para descartar la formación de halos por producción de peróxido de hidrógeno las bacterias 

ácido lácticas se cultivan en condiciones anaerobicas con la ayuda de una jarra de 

anaerobiosis usando gas pack e indicador(l.ewus et al., 1992). 
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Figl.re 2.3 Evidencia preSl.ntiva de la producci6n de bect.eriocinaa 

A 

B 

Proteasa 

Evidencia presentada con el método de botón. 

A. Inhibición producida por una bacteriocina (ausencia de proteasa). 

B. Halo de inhlbición modificado por la presencia de proteasa. 
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Fog. 2.4 Asimilación de la glucosa por bacterias lácticas en 
presencia de oxigeno. 
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2.3.J.l CoDtrol de la formación de ,ciclo. 

Para dar lugar a la fonnación mínima de ácidos orgánicos se utiliza un medio con 

carbohidratos no disponibles para la producción de éste, como el agar soya tripticasa con 

extracto de levadura en vez de un medio rico en glucosa (Lewus et al.. 1992). 

2.J.J.3 Control de bacteriófagos. 

Los bacteriófagos ( o simplemente fagos) son virus que infectan a bacterias, son las 

entidades biológicas más pequeñas y más sencillas que se conocen y son capaces de 

autorreplicarse (de hacer copias de sí mismas). Los fagos existen en la mayoría, si no en la 

totalidad de las bacterias ( Pelczar. 1991). El bajo nivel de bacteriocinas que se encuentra 

generalmente en los cultivos es probablemente producido por una peque~a porción de 

células, de fonna parecida a como ocurre con los fagos libres en un cultivo. Además las 

células de ciertas cepas productoras de bacteriocinas pueden ser inducidas para fonnar 

bacteriocina utilizando los mismos agentes que inducen a ciertas cepas lisogénicas a fonnar 

fagos infectantes. Para descartar la inhibición por fagos se expone una muestra del halo de 

inhibición en un medio con microorganismos sensibles, si se observa crecimiento indica la 

presencia de bacteriocinas (Lewus et al.. 1992). 

2.J.3.4 Naturaleza protéica. 

Dado que las bacteriocinas son de naturaleza protéica se utilizan proteasas para asegurar 

que el halo de inhibición es debido a bacteriocinas; la inhibición del halo por proteasas 

(figura 2.3) indica la naturaleza protéica de la sustancia inhibitoria (Doyle et al., 1997; 

Lewus et al., 1992; Lewus y Montville, 1991; Lloyd y Drake, 1975). 
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2.3.4 Aplicaciones. 

Debido a su naturaleza protéica, todas las bacteriocinas se inactivan por una o más 

enzimas proteolíticas, incluyendo aquellas de origen pancreático y algunas de origen 

gástrico, como la pepsina. Esta característica es bastante interesante con respecto a la 

utiliz.ación de éstas en productos alimentarios. puesto que serian inactivadas durante su 

paso por el tracto gastrointestinal. sin ser absorbidas como compuestos activos y 

sin causar. por tanto, los riesgos relacionados como el uso de antibióticos y otros 

conservadores que se acumulan en el organismo humano (Lloyd y Drake, 1975). 

La nisina, producida por lactococcus lactis ssp. lactis obtuvo su status GRAS en 

1988 ( Generally Recognized as Safe ), generalmente reconocido como seguro. En USA el 

status GRAS es conferido por la FDA (Food and Drug Administration) (Stiles, 1996). 

Actualmente la nisina es la única bacteriocina disponible comercialmente para ser añ.adida 

en forma pura (Stiles, 1996; Sears, et al., 1992). La nisina se usa como conservador en 

varios alimentos como: productos lácteos (leche y queso), productos cárnicos, en alimentos 

en conserva, mayonesa y productos para bebé entre otros (Hurst, 1981; Lipinska, 1977); la 

nisina se utiliz.a principalmente para evitar el crecimiento de Clostridium botulinum en 

alimentos (Rogers y Montville, 1994). La forma Z es más efectiva que la forma A, debido a 

una mayor solubilidad a pH mayor de 3, lo cual diversifica su uso, y se ha demostrado que 

la forma Z extiende la vida de anaquel de 1 O dias para una muestra de camarón sin nisina a 

31 días para la muestra preservada con nisina (Einarsson y Lauzon, 1995). 

Las pediocinas. producidas por Pediococcus acidilactici y Pediococcus cerev1siae 

(Stiles, 1996; Doyle et al., 1997) inhiben a las células vegetativas de /,isteria 

monoc:v1vgene,1;, por lo que pueden ser usadas como agentes antilistéricos en alimentos tales 
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como: crema, queso cottagc, carnes y ensaladas (Pucci et al.,1988; Vandemcrgh et al., 

1989). Según Nielsen et al., (1990) la pediocina PA·I es mas efectiva que la nisina en carne 

y productos lácteos contra listeria monocytogenes . Otros estudios (Degnan et al., 1992-

1993) revelaron que la pediocina AcH reduce la actividad de Listeria monocytogenes en 

productos cárnicos, siendo más efectiva a 4ºC que a 2SºC. 

En alimentos con alta cantidad de grasa la actividad de pediocina y nisina en contra 

de listeria monocytogenes se ve afectada, la actividad de pediocina aumenta, en tanto que 

la actividad de nisina disminuye, esto se ha evitado utilizando agentes emulsificantes no

iónicos como el Tween 80 (Degnan et al., 1992; Jung et al., 1992). 

Otras bacteriocinas ampliamente estudiadas son: mesenteriocina producida por 

leuconostoc mesenteroides (Héchard et al., 1992); leuconocina S por leuconostoc 

paramesenteroides (Lewus et al., 1992); lcucocina A por L gelidum (Harding y Shaw, 

1990); curvacina A por lactobacillus curvatus (Hastings et al., 1991); sakacina A por L 

sake (Schilinger y Lucke, 1989; Holck et al., 1992); sakacina P por L sake (Tichaczek et 

al., 1992). A estas bacteriocinas no se les ha conferido el status GRAS aún (Requena y 

Peláez, 1995). 

Desafortunadamente, sólo algunas bacteriocinas producidas por bacterias ácido 

lácticas han sido purificadas y más pocas han sido caracterizadas genéticamente 

(Klaenhammer, 1988, 1993; Schhillinger, 1990; Piard y Desmazeud, 1992). 
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2.4 Bacterias ácido lácticas. 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) tienen un gran potencial como bioconservadores 

de alimentos porque su consumo no implica riesgos para el humano, éstas tienen status 

GRAS para su uso en alimentos, tales como la producción de alimentos fermentados 

(Marrug, 1991; Stiles, 1996). Las bacterias ácido lácticas son microorganismos Gram (+), 

microaerotilicos no esporulados, cuyo producto de fermentación es principalmente lactato 

a partir de carbohidratos. Las bacterias ácido lácticas producen una serie de sustancias 

anti microbianas responsables de la estabilidad de los alimentos fermentados. La capacidad 

de las bacterias ácido lácticas para producir ácidos orgánicos, con el consiguiente descenso 

de pH, es el principal factor de inhibición en los productos fermentados. Otros 

componentes del metabolismo de bacterias ácido lácticas son: el peróxido de hidrógeno, 

diacetilo, reuterina y las bacteriocinas (Tagg el al., 1976). 

Los alimentos asociados con bacterias ácido lácticas son: leche y productos lácteos 

(queso cottage, otros quesos, mantequilla y yogurt); carnes crudas, semiconservadas y 

fermentadas y vegetales fermentados (Sliles, 1996 ). 

Las principales bacterias ácido lácticas reportadas como productoras de 

bacteriocinas son: Lactobaci/lus, leuconostoc, Micrococcur, Pediococcu.fi y /.actococcus 

(Lewus et al., 1991; Mckay, 1983, 1985). 

No ha sido muy dificil aislar las bacterias productoras de bacteriocinas a partir de 

alimentos. Se ha reportado el efecto inhibitorio de bacterias ácido lácticas productoras de 

bacteriocinas de carne y productos cárnicos contra Staphylococcus aureus (Lewus et 

al., 1991 ). /,1sh'ria n1onocytogenes (Yousef et al., l 991; Levros et al., 1991; Berry et al., 

1990-1991; Van der Vossen et al., 1994; Hugas el al., 1995), Hrochothrix thermosplwcta 
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(Gardncr, 1981; Van der Vosscn et al.,1994). Clostridium sporogenes (Van der Vossen et 

al.,1994). Camobacteri,... (Siragusa y Nettlcs Cutter, 1993). Enterococt:IIS (Siragusa y 

Nettlcs Cutter, 1993), K11rthia (Siragusa y Nettles Cutter, 1993). Clo.<trtdi,... bOlulinum 

(Hutton et al., 1991); en leche y productos lácteos se ha encontrado efecto inhibitorio 

contra C/ostridium botulinum (Somers y Taylor, 1987). Clostridium sporogenes (Zottola et 

al., 1994). listeria monocytogenes (Maisnier-Patin et al., 1992; GiratTa el al., 1995; 

Muriana, 1996). Es generalmente reconocido que las bacteriocinas no tienen efecto 

inhibitorio contra microorganismos Gram ( ·) debido a la presencia de la membrana que 

tiene mayor cantidad de LPS (lipopolisacáridos) (Siragusa y Nettles Cutter, 1993), sin 

embargo, Simonetta et al. ( 1997) reportaron un efecto inhibitorio de Enterococcus aislados 

de leche y productos lácteos argentinos contra Vibrio cho/erae O I y Vibrio cho/e rae no-O l. 

2.5 Alimentos fermentados. 

La fermentación se refiere al metabolismo de compuestos orgánicos mediante 

procesos de oxidación-reducción por diversos microorganismos (Voet, 1995). 

Las bacterias productoras de ácido láctico son las causantes principales de la 

fermentación en algunos alimentos, por ejemplo: col, pepinillos, aceitunas verdes. salsas, 

cte.; y los microorganismos que producen los cambios deseados son los de la flora natural 

del material por fermentar o cepas que se agregan como cultivos iniciadores. 

Se ha encontrado que los microorganismos patógenos que provocan diarrea y otras 

enfermedades no sobreviven por largos períodos de tiempo en alimentos fermentados. 

El pozo! es un alimento fermentado tradicional que se consume como bebida 

refrescante en el sureste de México. El pozol es una fuente rica en bacterias ácido lácticas 
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que incluye cepas de: l.euconostoc mesenteroides. lac1obacillus plantan,m, lactobacil/us 

confusus, /,actoco,:cus laais y Lactococcus rafinolaClis. (Nuraida et al., 19'.IS). Además de 

su consumo como bebida refrescante tiene un uso empírico para combatir ciertos uastomos 

gastrointestinales y algunas infecciones de la piel o heridas; existen también algunos 

repones de que el pozol ha sido utilizado por los mayas desde tiempos prehispánicos con 

propósitos similares (Herrera y Ulloa, 1975). 

Actualmente el consumidor desea un alimento más natural e inocuo, además de que 

promueva la salud (Goud, 1992). 

La producción de bacteriocinas por las bacterias ácido lácticas no es un fenómeno 

aislado. En los productos fermentados es posible que los diversos géneros de bacterias 

ácido lácticas usen este mecanismo de producción de antimicrobianos para asegurar que 

durante la competencia puedan dominar la microflora de estos alimentos. 
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111. 013.JETIVOS. 

3.1 Objetivo general. 

Realizar un escrutinio para detectar la producción de bacteriocinas con alto 

potencial para uso en alimentos en 90 cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) aisladas de 

pozo! y detenninar su efecto inhibitorio contra los siguientes microorganismos patógenos: 

listeria monocytogenes, Baci/lus cereus, Clostridium pe,fringens, Staphy/acaccus aureus. 

Escherichia co/i y Vibrio cholerae. 

3.2 Objetivos particulares. 

3.2.1 Detectar sustancias inhibitorias (bacteriocinas) de las 90 cepas de BAL mediante la 

técnica de botón usando microorganismos indicadores incluyendo cepas de 

microorganismos patógenos. 

3.2.2 Comprobar la naturaleza protéica de las sustancias inhibitorias. 

3.2.3 Detenninar la actividad y estabilidad ténnica de los compuestos 

bacteriocinogénicos. 

3.2.4 Ubicar a las bacteriocinas dentro de la clasificación de Klaenharnmer como 

antecedente para posteriores estudios 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

4.1 Microorganismos. 

4.1.l Bacterias ácido láctitas. 

Se utilizaron 90 cepas de bacterias ácido lácticas pertenecientes a una colección de 

bacterias aisladas de pozo!. Las cepas fueron aisladas en estudios anteriores (Nuraida, 1988 

y Cailas, 1991) de diferentes muestras de pozo! del estado de Chiapas e identificadas 

taxonómicamente mediante el uso de pruebas bioqulmicas miniaturizadas API 50 CHL y el 

uso de un programa APJLAB (BioMéricux) por Flores (1996) (apéndice l). 

4.1.l Microorganismos indicadores. 

Se utilizaron 13 microorganismos indicadores enlistados en la tabla 4.1. 

4.2 Medios de cultivo y soluciones. 

4.2.1 Medios de cnltivo. 

Los medios utilizados fueron los siguientes: caldo APT (Ail Purpose with Tween) 

(Difco 0655-017-9); medio APT semisólido [caldo APT adicionado con 0.2% de agar 

bacteriológico (Oxoid C 150-1) con una punta de espátula de CaC03 ]; caldo MRS (Seg. De 

Man. Rogosa y Sbarpe) (Oxoid CM 359); Agar ST (Soya Tripticasa) sin glucosa (Oxoid 

CM131¡ adlc1onado con 0.5°,o de extracto de levadura (Difco 0127-17-4); Caldo soya 

tripticasa (CST) (Bioxon C 111 • 1 ); Caldo BHI (Brain Heart lnfusion) (Oxoid CM225); Agar 

BHI 1.5 (caldo BHI adicionado con 1.5% de agar bacteriológico); Agar BHI 0.8 (caldo BHI 

adicionado con 0.8% de agar bacteriológico); Agar nutritivo (Bioxon 103-1); Caldo 

tíoglicolato (Difco 0256-17-2) Medio Assay caldo (gil: peptona bacteriológica 10, extracto 
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Tabla 4.L Mia'-oorganismo indicadores. 

Es-ie Cena v orl•en 

Bacil/us cereus ATCC 11778° 
Bacil/us cereus 83-13, cepario de la Facultad de Química de la 

UNAM 
Clostridium s."""rooenes PA3679' 
Closlridium r,prfrinf!ens C22 Ce-rio de la Facultad de Química, UNAM. 
Escherichia coli 078:HI I H10407 
Escherichia coli 088:H25 FQ/nnzol I M48-4' 
Escherichia coli O 157 :H7 ATCC 43895' 
listeria innocua BAI" 
Lisleria monnrutovenes Scolt A' 
Micrococcus luteus NCIB 8166º 
Stanhvlococcus aurera A TCC 259223 ' 
Vibrio cholerae 01 FMU087286ª 
Vibrio cho/e rae no O I FMU08n47ª 

'donada por F. Diu, Dcpl. oífood Science. Comdl Univenily. Nueva York. 
• donada por B. Gvdl, Posgndo de Alimmlos, Univenidad Aulónoma de Querfflro. 
'donada por T. J. Mo111ville, Dcpl. offood Science. Rutgus Universi1y. New Jeney. 
'cepa dinic:a donada por A. Navarro, laboralorio de Salud Pública, Divi~ón de Pospdo. Facuhad de 
medicina, UNAM. 
'donada por C. WICbcr; Dq,to. DeAlimentosyBiotecnologia. UNAM. 
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de carne 3, NaCI 3, extracto de levadura 1.5 y azúcar mascabada 1 ); Medio Assay sólido 

1.5: la formulación anterior adicionada con 1.5% de agar bacteriológico; Medio Assay 

sólido 0.8: la formulación anterior con 0.8% de agar bacteriológico. 

4.2.2 Soluci1111n. 

Solución Ringer (gil: NaCI 9, KCI 0.42, CaCl,-2H10 0.24 y NaHCO, 0.20). 

Solución Ringer \/,: Una pane de la solución Ringer se adicionó a 3 partes de agua 

destilada. 

Tween 20 (Research organics 3061T) diluido 1 :1 (v/v) con agua. 

4.3 Conservación y cultivos de trabajo de las cepas. 

4.3.1 Conservación de bacterias ácido 1'cticas. 

las 90 bacterias ácido lácticas utilizadas en este trabajo provienen de la colección 

UNAM mantenida a -70ºC (REVCO). Las cepas con actividad bacteriocinogénica se 

almacenaron en ultracongelación de acuerdo al diagrama mostrado en la figura 4.1. 

4.3.2 Cultivos de trabajo de bacterias kido lácticas. 

los cultivos de ttabajo de las BAL se elaboraron de la siguiente manera: se 

inocularon 3 mi de caldo APT con tma chaquira que contenla células de la cepa deseada 

incubando por 24 horas a 30"C. Se uanstirió una asada a 3 mi de medio APT semisólido, se 

incubó por 24 horas a 30"C y se conse,vó a 4'C resembrando bimestralmente. 
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Figura 4.1 Po -epa, ecoo de becteries ácido lécticaa para su 
conservación por ultrecongelaci6n. 

Baderias Lécticas 
en APT semisólido 

------10ml Caldo APT 
30'C/24hrs. 

Levar oon 10ml de 
· Agua destilada estéril 

(2 veces) 

paquete 

Centrifugar 
------ 5000rpm 

Sminutas 

l 
celular (células) 

.--..pender en D.2ml de 
agua destilada estéril 

1·--· 
i 

chaquiras oon 
glicerol 

Almacenar a 
-70"C 

(REVCO) 

agitar 

retirar exceso 



4.J.l Couel'\'Kióa de MleroerpaismN iadlaldon!L 

Los micr-sm,ismos indicadores fueron consavado5 como se describe en la tabla 

4.2; en la cual se menciona el método de conservación, asi como, el medio de cultivo para 

su crecimiento. 

listeria monocytogenes no fue uabajada en este departamento, su almacenamiento 

y los experimentos realizados con ella se llevaron a cabo en la División de Estudios de 

Posgrado en Alimentos DlPA. Fac. Química. Universidad Autónoma de Qucrétaro. 

4.J.4 Cultivos de lnbajo de Microorganismos indicadon!L 

Los cultivos de trabajo de los microorganismos indicadores se realizaron como se 

indica en la tabla 4 .2. 

4.4 Preparación de inóculos. 

4.4.1 Bacterias ácido licticu. 

a) lnóculo para la detección de bacteriocinas por el método de botón: Del cultivo de 

trabajo se transfirió una asada a 3ml de caldo APT, incubándolo por 24 horas a 30'C. Se 

resembró en I .S mi de caldo MRS y se dejó incubar por 24 horas a 30'C. 

b) lnóculo para la determinación de actividad de las bacteriocinas: Del cultivo de 

trabajo se transfirió una asada a Jml de caldo APT o caldo ST dejándose incubar por 24 

horas a 30'C. Posteriormente se resembró en 3ml de caldo MRS (inóculo MRS) o caldo ST 

(inóculo ST), respectivamente. y se dejaron incubar por 24 horas a 30'C. 
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Tabla 4.2. Conservación y cultivos 
microorganiemos ináocadores. 

Microor=nismo indicador Conservación 

Bacillus cereus 83-13 A 4"C en tubo inclinado de 
a trioticasa 

Bacillus cereus A TCC H-778 Ultracongelación en caldo 
nutritivo con •licero! 

ºClostridium sporogenes PA A 4"C en suspensión de 
3679 es-ras 
Clostridium -"rinvens C22 A 4ºC en caldo tio•licolato 
Escherichia coli 078:HS A 4"C en agar inclinado 

BHI 
Escherichia coli 088:H2S A 4'C en caldo BHI 

Escherichia coli 0157:H? A 4ºC en aoar inclinado BHI 
Listeria innocua BA I A 4"C en agar inclinado de 

sova trinticaseina 
lisleria monocytogenes Ultracongelación en caldo 
Scott A nutritivo con •licero! 
Staphylococcus aureus A 4"C en agar inclinado de 
ATCC 259223 cn1r.1 trinticascina 
Vibrio cholerae O I FMU A 4"C Ap, inclinado nutritivo 
087286 adicionado con 1 % de NaCI 

Vibrio cho/e rae no O I FMU A 4"C Ap, inclinado nutritivo 
087247 adicionado con 1% de NaCI 

Micrococcus /uteu., NCIB Ultracongelación en caldo 
8166 nutritivo con olicerol 

de trebejo de 

Cultivo de trabaio 
Caldo soya tripticasa 

Caldo soya tripticasa 

Caldo tioglicolato 

Caldo tio2licolato 
Agar nutritivo 

Agar nutritivo 

A ... .,.r nutritivo 
Caldo soya tripticasa 

Caldo soya tripticasa 

Caldo soya tripticasa 

Agar inclinado nuttitivo 
adicionado con 1 % de NaCI 

Agar inclinado nuttitivo 
adicionado con 1 % de NaCI 

Agar assay inclinado 

•1...as esporas fueron Ktivadas por calentamiento a 65°C por 10 minutos en agua destilada cstcril y 
posteriormente inoculadas en caldo 1ioglicolalo incubándolas a 35-°C por 24 horas. 
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4.4.2 l\licroorgani•mo• indicadores. 

Listeria monocy1ogenes Scon A Lu·teria innocua BA 1, V;brio cholerae 01 FMU 087286 y 

Vibrio cholerae no 01 FMU 087247 Fueron transíeridos del cultivo de trabajo a 5 mi de 

caldo 8HI e incubados a 37ºC por 24 horas dos veces consecutivas. 

Bacil/u., cereus 83-13. Bacillus cereu, ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escher,chia co/i 088:H25, Escher,chia co/1 078:Hll, Escherichia coli 0157:H7 fueron 

transíeridos a caldo Soya Tripticasa e incubados a 37°C por 24 horas por dos veces 

consecutivas, a excepción de las cepas de Bacillus cereus. que fueron incubadas a 30-C por 

24 horas. 

Clo.wridium perfringens C22 y Closmdium aporogenes PA3679 fueron transferidos a caldo 

Tioglicolato e incubados a 37°C por 24 horas dos veces consecutivas. 

Para detenninar la sensibilidad de Micrococcus luteus NCIB 8166 se preparó el 

inóculo transfiriendo una asada del cultivo de trabajo a caldo de Medio Assay incubándolo 

a 300C por 48 horas. 

4.5 Prueba de antagonismo. 

Para detectar el antagonismo se probaron las 90 cepas de bacterias ácido lácticas 

contra 7-microorganismos indicadores: 

Bacil/u, cereus 83-13 

Clo.,tridium perfringen., C22 

Escherichia co/i Ol 57:H7 

Li.tlerta innocua BA 1 

Staphylococcus aureu, ATCC25923 
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V1brw cholerae 01 FMU 087286 

V1br10 cho/erae no O I FMU 087247 

La detección se efectuó mediante el método de botón (Lewus y Montville, 1991 ): se 

prepararon placas de agar soya tripticasa adicionado con 0.5% de extracto de levadura, 

sobre estas placas se colocaron tres puntos de 2µ1 cada uno de los inóculos de la bacteria 

ácido láctica deseada y se incubaron en jarras ele anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de 

gas pack (Oxoid) para crear un ambiente anaeróbico, por 24 horas a 30ºC. A estas placas 

con puntos (botones) se les agregó una sobrecapa de 10 mi de agar BHI 1.5 y 4 µl de 

inóculo del microorganismo indicador. Las placas con la sobrecapa se incubaron en jarras 

de anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de gas pack (Oxoid) para crear un ambiente 

anaeróbico por 24 horas a 30ºC Bacillus cereus y a 37°C el resto de los microorganismos. 

La presencia de una zona de aclaramiento (halo) alrededor del punto de la bacteria láctica 

fue indicativa de inhibición (figura 2.3) dichas zonas pudieron haber sido producidas por 

ácido, peróxido de hidrógeno o bacteriófagos, por lo que se realizaron los controles de 

inhibición. 

4.5.1 Controles de i•hibición. 

Las cepas productoras de bacteriocinas fueron sometidas a las siguientes pruebas: 

4.5.1.1 lnllibicióe por licido. 

Para descartar la inhibición por la producción de ácido de la bacteria ácido láctica, 

se utilizó un medio sin glucosa: agar soya tripticasa con extracto de levadura, reduciendo 

así la presencia de carbohidratos disponibles. Además se adicionó el indicador rojo de 

fenol para detectar vire de color del medio (agar soya tripticasa) por presencia de ácido. 



38 

4.5.1.2 Inhibición por peróxido de hidrógeno. 

Para descartar la inhibición por H20 2, las BAL se cultivaron en un ambiente 

anaeróbico en jarras de anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de gas-pack (Oxoid) e 

indicadores (Oxoid). 

4.6 Pruebas para corroborar la naturaleza bacteriocinogénica de los 

extractos. 

4.6.t Inhibición por fago._ 

Para descartar la presencia de fagos en los cultivos, se utilizó el método de plaqueo 

(Lewus, et al 1991): se maceró un trozo del halo de inhibición en 5 mi de caldo BHI, se 

colocaron 100µ1 de esta mezcla paralelamente con 4µ1 del microorganismo indicador 

(Bacillus cereus 83-13 o listeria innocua BA 1) en 8 mi de agar BHI 0.8 agitándolo 

suavemente hasta su total incorporación y virtiéndolo posteriormente sobre una placa de 

agar BHI 1.5. Se incubó por 24 horas a 30 o 37"C respectivamente. La presencia de 

crecimiento bacteriano indicó la ausencia de fagos. 

4.6.2 Sensibilidad a enzimas proleolílicaL 

Las bacteriocinas. por definición, son sustancias de naturaleza protéica, de manera 

que la sensibilidad a· proteasas es un criterio definitivo para la caracterización de un 

inhibidor como bacteriocina. Se probó la sensibilidad a diferentes enzimas. como son: 

pronasa. tripsina, a-quimiotripsina, catalasa de /lhi:opu, (Boehringer 106836), catalasa de 

Candida (SIGMA ECll 116), lipasa (SIGMA L6876) y a-amilasa (Boehringer C3515), 

usando el método de botón: se colocó un punto de 2µ1 de la bacteria ácido láctica sobre 
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placas de agar soya tripticasa, incubando en condiciones de anaerobiosis con ayuda de 

jarras de anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de gas pack (Oxoid) por 24 horas a 30°C ; 

posteriormente se colocaron 2µ1 de cada una de las proteasas (IOmg/ml en buffer de 

fosfatos IN, pH= 6. 7) adyacente al punto del inóculo de la bacteria ácido láctica, se dejó 

absorber por una hora en una estufa a 30-C y posteriormente se vinió la sobrecopa que 

contenía al microorganismo indicador (Bacillus cereus 83-13 o listeria innocua BA 1) 

incubando por 24 horas a 30 6 37°C respectivamente en jarras de anaerobiosis (Oxoid) con 

un sistema de gas pack (Oxoid) para crear un ambiente anaeróbico. La interferencia en el 

halo de inhibición fue indicativo de sensibilidad a la proteasa. 

4. 7 Espectro de inhibición. 

Para determinar el espectro de actividad de las cepas de bacterias ácido lácticas 

(BAL) aisladas de pozol productoras de bacteriocinas, se utilizó el método de botón usando 

los siguíentes microorganismos indicadore 

1. Bacillus cereus A TCC 11778 

2. Clostridium sporogenes PA3679 

3. Escherichia co/i 078:HS 

4. f;scherichia coli 088:H2S 

S. Listeria monocytogenes Scott A 

6. Micrococcus luteus NCIB 8166 
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4.8 Determinación de actividad. 

La actividad de las bacteriocinas fue cuantificada basado en el estándar británico 

4020:1974 por el método de fosas, utilizando Micrococcus luteus NCIB 8166 como 

microorganismo indicador. Para determinar la actividad de las cepas que no tuvieron efecto 

inhibitorio contra Micrococcus luteus NCIB 8166 se usaron listeria innocua Bal, listeria 

monocytogenes Scott A y leuconostoc mesenteroides 59 como microorganismos 

indicadores en Medio Assay y BHI. 

4.8.1 Preparación del extracto bacteriocinogénico. 

Se preparó un cultivo del inóculo descrito en el punto 4.4.lb en medio MRS o ST 

incubándolo a 30ºC por 24 horas. Este cultivo se centrifugó a 3000 rpm durante I O minutos 

y se separó el sobrenadante conteniendo la bacteriocina. Se detenninó el pH del 

sobrenadante y se ajustó a un valor de 6.5 a 7.0 adicionando NaOH 4 M . Posteriormente, 

el sobrenadante se esterilizó por filtración (Nylon Acrodisc 4 No. 0.45µm) para obtener el 

extracto bacteriocinogénico. A partir de este extracto se realizaron diluciones seriadas de 

dos en dos. 

4.8.2 Preparación del inóculo del microorganismo indicador para determinar 

actividad. 

Para la detección de actividad el inóculo se obtuvo transfiriendo una asada del 

cultivo de trabajo de Micrococcus luteu., NCIB 8166 a un tubo de agar inclinado de Medio 

Assay 1.5 y se incubó durante 48 horas a 300C posteriormente se realizó una suspensión 

celular como se muestra en la figura 4.2. 
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FIQl.rS 4.2 Preparación del inóculo de Micrococcus luteus NCIB 
8186 pera la det:erminaci6n de la actividad. 

·~200,,1 
de soln. Ringer % 

tut>o inclinado con 
M. luteus NCIB 8166 

4.5ml soln. Ringor Yo 
(ajuslar absorbancia 
Aa-0.5) 

Mezclar 
con asa 

transfelir suspensión 

g 
- 3()()µ1 soln. Ringer Yo 
(SoluciOn concentrada) 

• en et método original son 100µ1. Se adicionaron 200µ1. para obtener una mejor suspensión 
(sraatrar bien el aecimienlO celular). 
-en el método originaJ son 400µ1, se adicionaron 300µ1 para compensar la valiación anterior. 
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4.8.J Prepuación de las placas. 

Se prepararon placas con IOml de Medio Assay 1.5 o BHI 1.5, viniéndose sobre 

éstas una sobrecapa de 8 mi de Medio Assay 0.8 o BHI 0.8 adicionada con 20µ1 del inóculo 

del microorganismo indicador y 2"/o de Tween 20 diluido 1:1 (v/v). Las placas fueron 

refrigeradas a 4"C por una hora. Después de este tiempo, en cada placa se peñoraron 3 

series de fosas con un oradador estéril de Smm de diámetro, como se indica en la figura 

4.3. En cada fosa se colocaron 20µ1 del extracto bacteriocinogénico, por triplicado. Las 

placas se dejaron secar por 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron a 30ºC por 

12 horas. 

4.8.4 Cálculo para determinar la actividad (UA). 

La actividad se determinó a panir del reciproco de la última dilución que presentó 

halo de inhibición de al menos l mm por el volumen del extracto bacteriocinogénico 

empleado para obtener UA de actividad por mi de acuerdo a la siguiente fórmula: 

UA/ml = (reciproco dilución/20µ1) (1000µ1/lml) 

4.9 Estabilidad de los extractos a la temperatura y al pH. 

La estabilidad térmica del extracto bacteriocinogénico se estudió en un cultivo del 

inóculo descrito en el punto 4.4. lb en medio MRS o ST dejándose incubar por 24 horas a 

30"C. Este cultivo se centrifugó a 3000 rj,m durante 10 minutos y se separó el sobrenadante 

conteniendo la bacteriocina, se sometieron a dos tratamientos térmicos ( 60 y I OO'C) por 30 

minutos, se determinó el pH y se ajustó a un valor de 6.5 a 7.0 adicionando NaOH 4M y 

esterilizando por filtración (Nylon Acrodisc No. 0.45µm). A partir de éste se realizaron las 

mismas diluciones que en el punto 4.8.1. 
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Figure 4.3 Sene de fosas pare la determinaci6n de actividad de las 
bect;enodnas. 

Serie 1 

---l~Serie 2 

Serie 3 
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V. RESUL TADDS. 

5.1 Antagonismo de bacterias écldo léctlcas. 

De las 90 cepas probadas contra 7 microorganismos indicadores ninguna tuvo 

efecto contra microorganismos Gram (-): Escherichia coli OIS7:H7. Vibrio cho/erae 01 

FMU08n86 y Vibrio cho/erae no 01 FMU 08n47. ni contra Clostr,dium perfrmgens C22. 

Ocho de las noventa cepas presentaron actividad antimicrobiana contra Bacil/us cereus 83-

B 13, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Usteria innocua BA 1, como se muestra en la 

tabla S. I, dando 8.8% como indice de detección de cepas productoras de bacteriocinas. 

Las 90 cepas de bacterias ácido lácticas fueron identificadas mediante el sistema 

API SO CH. En la tabla S.2 se listan los resultados obtenidos para las 8 cepas productoras 

de bacteriocinas (Flores, 1996 ). 

S.2 Naturaleza bacterloclnogénica. 

No se observó vire en las placas de agar soya tripticasa adicionadas con rojo de 

fenol en ninguna de las 8 cepas y tampoco se detectó la presencia de fagos en ninguna de 

ellas. 

La naturaleza protéica de los compuestos inhibitorios quedó comprobada por la 

sensibilidad a diferentes enzimas proteoliticas como se muestra en la tabla S.3. 
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Tabla 5.2 Identificación taxonómica da las bacterias lácticas 
aisladas de pozol productoras de bacteriocinas, realizada por 
Flores C 19961 mediante al sistema API 50 CH. 

NO.DE CEPA NOMBRE DEL CALIDAD DE PORCENTAJE DE 
TAXON IDENTIFICACION IDENTIFICACION 

59 leuconostoc dudosa 86.1 
mesenteroides 

60 leuconostoc dudosa 87.0 
mesenteroides 

66 leuconosloc muy buena 91.8 
mesenteroides 

19 laclococcus lactis muy buena 99.6 
lactis 

14 laclococcus /actis dudosa 64.2 
lactis 

12 lactococcus lactis baja discriminación 72.4 
lactis 

87 Lactobaci//us dudosa 98.0 
cris.natus 

88 Lactobaci//us aceptable 88.0 
acidoohilus 
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Table 5.:3 Sensibilidad da loa compuestos inhibitorios a diferentes 
enzirnea. 

< c. 
UJ 
u 
UJ 
CI 
o :z 

59 

60 

66 

19 

14 

12 

87 

88 

ENZIMA 
NOMBRE DEL 

TAXON 

.. 
" a ~ ·e: 

·! 
.2 .. 

! " !!! ¡JI ¡]! e e ..., D. .. a ":i ·¡;¡ 

~ 
¡JI 2 

" g a--e ·e: 'r 
c. E- ti c. :;¡ u :;¡ ;:¡ 

leuconostoc + - - . . . . 
mesenteroides 
leuconostoc + - . . . . . 
mesenteroides 
leuconostoc + + + + . . . 
mesenleroides 
lactococcus + . . . . . . 
lactis lactis 
lactococcus + . . . - . . 
/actis lactis 
lactococcus + + + + - . . 
/actis lactis 
lactobacillus + + + + . . . 
crisoatus 
lactobacillus + + + + . . . 
acidoohi/us 

+ ausencia de halo en donde se apliéo la enzima (fig. 2.5). Bacteriocina scns;ble. 
• halo completo (fag, 2.5). Bacteriocina no sensible. 

u ..., .a 
-ª [ ;¡; 
] 

:;¡ ª . . 

. . 

. + 

. . 

. . 

. + 

. + 

. + 
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5.3 Espectro de inhibición. 

Las 8 cepas de BAL productoras de bacteriocinas fueron analizadas contra ellas 

mismas y contra otros 6 microorganismos indicadores (Escherichia coli 088:H25, 

Escherichia col, 078:HI 1, Listeria monocytogenes Scott A, Bacil/us cereus ATCC 11778, 

Clostridium sporogenes PA 3679 y Micrococcus luteus NCIB 8166). Ninguna de las 8 

cepas presentó actividad contra las cepas de Escherichia coli y 6 cepas presentaron 

actividad contra Listeria monocytogenes; el antagonismo de estas bacterias ácido lácticas 

se muestra en la tabla 5.1. 

5.4 Determinación de actividad. 

S.4.1 Bacteriocinas activas sobre Mlcrococcus /uteus NCIB8166. 

La actividad de las bacteriocinas producidas por las cepas 19 (Lactococcu., laclis 

/actis) y 59 (leuconostoc mesenteroides) fue más alta ( 102,400 UAfml) a un valor de pH de 

6.2-6.8, que al valor de pH 4.3-4.6 (51200 UAfml); mientras que las bacteriocinas 

producidas por las cepas 14 (Lactococcus lactis lactis) y 60 (leuconostoc mesenteroides) 

presentaron un efecto contrario, datos que se muestran en la tabla 5.4 y S.S. 

En el apéndice 2 se detalla el tamaño de halos de inhibición producidos por las 

bacteriocinas de las cepas 14, 19, 59 y 60. 

S.4.2 Bacteriocinas no activBJ sobre Micrococcus /uteus NCIB8166. 

La actividad de las bacteriocinas producidas por las cepas 12 (Lactococcu., lactis 

/acti.<) y 66 (l.e11cono.,1oc mesenteroides) en Medio Assay I.S fue mayor que en medio BHJ, 

mientras que las bacteriocinas producidas por las cepas 87 (l.actobacil/u., crispatu.,) y 88 

(l.acwbac,1/1« uciduphillu.,) presentaron un efecto contrario (tabla 5.6 ). Las bacteriocinas 
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Tabla 5.4 Actividad y efecto del tratamiento térmico a pH de 
6.2-8.B. 

Actividad Tratamiento térmico Pérdida de actividad 1% l 
Nº Cepa (UA/ml) 

600C 100"C 60"C 100"C 
14 51200 51200 25600 o 50 
19 >102400 6400 o 93.75 100 
59 >102400 25600 o 75 100 
60 51200 25600 12800 50 75 

Resultados unkamcntc para bactcriocinas que actúan contrlll Micrococcus luteus. 

Tabla 5.5 Actividad y efecto del tratamiento térmico a pH 4.3-
4.6. 

Actividad Tratamiento térmico Pérdida de actividad 1% l 
Nº Cepa (UA/ml) 

60"C 100"C 60"C 100"C 
14 >102400 >102400 51200 o 50 
19 51200 25600 25600 50 50 
59 51200 51200 25600 o 50 
60 >102400 >102400 25600 o 75 
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Tabla 5.6 Efecto del medio de cultivo en la detección de actividad 
usando a L. monocytogenes como microorganismo indicador a 
pHS.2-6.B. 

Actividad 
N°Cepa IUNml\ 

MedioAssav MedioBHI 

12 200 100 
66 200 so 
87 so 1600 
88 100 200 

Nd no determinado 

Tabla 5.7 Efecto del microorganismo indicador en la detección de 
actividad a pH 6.2-6.B en Medio Assay. 

Microorganismo indicador 
Nº Cepa Actividad IUA/mll 

Usteria innocua L. monocytogenes Leuconostoc 
mesenteroides 

12 200 200 200 
66 100 200 400 
87 1600 50 >1600 
88 1600 100 >1600. 
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de las cepas 12, 66, 87 y 88, tuvieron un efecto mayor contra leuconostoc mesenteroides 

que contra las cepas de listeria. 

5.5 Efecto de la temperatura en la actividad. 

Las tablas 5.4 y 5.S muestran que a un valor de pH de 6.2-6.8 la bacteriocina 

producida por la cepa 14 es la única que mantuvo su estabilidad a 60ºC por 30 minutos, 

mientras que el resto perdió el 50% o más de su actividad. A un valor de pH de 4.3-4.6 a 

las mismas condiciones térmicas, las bacteriocinas producidas por las cepas: 14, 59 y 60 no 

perdieron actividad, mientras que la bacteriocina de la cepa 19 disminuyó en un 50%. Al 

someterlas a una temperatura de I OOºC a ambos valores de pH por el mismo tiempo, la 

actividad de todas las bacteriocinas fue afectada. 

1 

i 
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VI. DISCUSIDN DE RESUL TADDS. 

6.1 Detección de bacteriocinas. 

El indice de detección de 90 bacterias ácido lácticas productoras de bacteriocinas 

aisladas de pozol fue de 8. 8%, cuyo valor es .alto comparado con valores reponados en la 

literatura; Coventry, et al. (1997) detectaron un 0.2% de bacterias ácido lácticas 

productoras de bacteriocinas aisladas de diferentes alimentos; datos semejantes fueron 

encontrados por Garver y Muria na ( 1993) de cepas aisladas de carne y productos lácteos; 

Ryser et al. ( 1994) detectaron <0.1 % de cepas productoras de bacteriocinas provenientes de 

queso. Sin embargo, la metodología empleada en cada uno de los trabajos anteriores es 

variable. Se ha reportado que la composición del medio de cultivo, pH, tiempo y 

temperatura de incubación afectan la producción de bacteriocinas. y en algunos casos 

pueden anular su producción (lngolf et al., 1996; Klaenhammer, 1993). Por lo que 

consideramos que el pozol es un medio muy propicio para la producción de bacteriocinas, 

lo cual es atribuido a la flora microbiana que contiene éste provocando un efecto 

antagónico de las bacterias ácido lácticas para su defensa. Además de que el método 

empleado para la detección (Lewus y Montville, 1991) fue el adecuado. 

El hecho de que las cepas detectadas como productoras de bacteriocinas solo 

presentaran efecto inhibitorio contra microorganismos Gram ( +) (Tabla S. I) coincide con 

la mayoría de los estudios reportados (Cail et al., 1997; Lewus et al., 1991; ltoh et al., 

1995; Coventry et al., 1997) en los que se ha observado un efecto inhibitorio de 

bacteriocinas principalmente contra microorganismos Gram (+). Sin embargo, existen 

algunos re¡x,rtes de actividad (mencionado anterionnente) contra microorganismos Gram 
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(-); en 1997 Simonetta et al. reponaron que cepas de enterococos aislados de leches y 

productos lácteos de Santa Fe (Argentina) presentaron actividad antibacteriana por 

compuestos de naturaleza protéica contra Vibrio cholerae 01 y no 01. Por otro lado, Zuñiga 

y Mota ( 1998) reportaron que bacteriocinas producidas por cepas de lactobacil/us y 

Streptococcus inhibieron el crecimiento de una cepa de Escherichia co/i y Sa/monella 

typhimurium. 

Las cepas de bacterias ácido lácticas que se utilizaron en este estudio han sido 

caracterizadas unicamente por métodos bioquímicos (Flores, 1996). Hasta ahora no se ha 

realizado una caracterización molecular de las cepas productoras de bacteriocinas, la cual 

nos podría ayudar a aseverar respecto a la identidad de las cepas; sobre todo porque se ha 

observado que en los estudios donde se reporta identificación bioquímica y genética 

(Coventry et al., 1997; Cai et al., 1997) la identificación de las cepas generalmente no es 

concordante. 

6.2 Clasificación con base en la naturaleza bacteriocinogénica. 

Se pueden definir a los agentes inhibitorios producidos por las 8 bacterias ácido 

lácticas examinadas en este trabajo como bacteriocinas debido a que se excluyó la 

inhibición producida por ácido, peróxido de hidrógeno y bacteriófagos y además, la 

naturaleza protéica de dichas sustancias fue confirmada mediante su sensibilidad a 

proteasas (Tabla S.2). 

Generalmente, la sensibilidad a proteasas sirve como base para definir el grupo al 

que penenecen las bacteriocínas. Las bacteriocinas producidas por las cepas 14, 19, 59 y 

60, fueron sensibles unicamente a pronasa (Tabla 5.2), por lo que estas bacteriocinas no 
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pueden ser clasificadas en un grupo detenninado, tal suceso puede ser atribuido a que los 

sitios activos de estas sustancias no son afectados por las enzimas probadas. Casos 

similares de sensibilidad unicamente a pronasa han sido reportados por Lewus et al. ( 1991 ). 

Las bacteriocinas producidas por las cepas 12, 66, 87 y 88 fueron sensibles a oc

amilasa, por lo que es posible clasificarse dentro del grupo IV. Sin embargo, para su 

clasificación se discutirán otros factores en los siguientes incisos. 

6.3 Clasificación con base en el espectro de inhibición. 

El espectro de acción de las bacterias ácido lácticas detectadas como productoras de 

bacteriocinas se muestra en la tabla 5.1. 

Se comprobó que las bacteriocinas no actúan sobre el microorganismo que las 

produce y si contra microorganismos relacionados taxonómicamente (Hoover y Steenson, 

1993; Doyle et al., 1997; lngolfet al., 1996). 

Las cepas 59 y 60 presentaron similitud en su espectro de actividad (Tabla 5. 1 ), 

sensibilidad a proteasas (Tabla 5.2) y su porcentaje de identificación bioquímica (Flores, 

1996) fue de 86. 1% para la cepa 59 y de 87% para la cepa 60 (con una calidad de 

identificación dudosa). siendo identificadas ambas como Leuconosloc mesenteroides • por 

lo que se sugiere que se trate de la misma bacteriocina y/o la misma cepa. 

Las cepas 14 y 19 mostraron igualmente el mismo espectro de acción (Tabla 5. 1) y 

sensibilidad a proteasas (Tabla 5.2), lo que nos indica que es posible que sea la misma 

bacteriocina y/o cepa. Ambas fueron indentificadas como IActococcus /actis lactis con un 

porcentaje de identificación de 99.6% para la cepa 19 y de 64.2% para la cepa 14 y una 

calidad de identificación muy buena y dudosa, respectivamente. 
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Las bacteriocinas de las cepas 12 y 66 presentaron el mismo espectro de actividad 

(Tabla 5.1) y además su sensibilidad a proteasas fue similar (Tabla 5.2), sin embargo, 

Flores (1996) identificó a la primera como Lactococcus laclis lactis y a la segunda como 

Leuconostoc mesenteroides. con una calidad de identificación de baja discriminación para 

la cepa 12 y de muy buena para la cepa 66, con un porcentaje de identificación de 72.4% y 

91.6%, respectivamente, lo que podría sugerir que se trata de la misma bacteriocina, pero 

no de la misma cepa. Esto se podría esclarecer con el apoyo de una caracterización 

molecular de dichas cepas. 

Con base en el espectro de inhibición las bacteriocinas de las cepas 12, 14, 19, 66, 

87 y 88 pueden ser clasificadas dentro del grupo lla (antilistéricas). De estas seis 

bacteriocinas cuatro (12, 66, 87 y 88) fueron sensibles a oc-amilasa, por lo que pueden 

pertenecer a la clase IV, quedando en la clase l1 unicamente las bacteriocinas producidas 

por las cepas 14 y 19. Las bacteriocinas 59 y 60 no pueden ser clasificadas en base a su 

espectro de acción, sólo se descarta su posibilidad de pertenecer al grupo lla . 

6.4 Actividad. 

Existen dos tipos de unidades para definir la actividad de las bacteriocinas: 

Unidades Internacionales (UI) y Unidades Arbitrarias (UA). Las Unidades Internacionales 

se usan unicamente para la nisina (se ha definido que 25 mg de nisina pura equivalen a 106 

UI de actividad). La actividad de la nisina es medida por el ensayo de fosas de Tramer y 

Fowler{l964), usando Micrococcra lweus ATCC 10240 como microorpnismo indicador, 

algunos investigadores usan cepas indicadoras más sensibles que esta cepa (Doyle et al., 

1997). 
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Las Unidades Arbitrarias se utilizan para todas las demás bacteriocinas y varían 

dependiendo del medio, el indicador, cantidad de muestra, etc. (Doyle et al., 1997), por lo 

que generalmente no son comparables. Con objeto de obtener un punto de comparación 

con la nisina, en este trabajo se utilizó el método estándar para la detenninación de 

actividad de nisina (estándar británico 4020:1974) para medir la actividad de las 

bacteriocinas del pozol. Sin embargo, dicho estándar utiliza a Micrococcus luteus como 

microorganismo indicador, y sólo 4 de las 8 cepas productoras de bacteriocinas presentaron 

actividad contra dicho indicador, por lo que se siguió el método estándar para determinar la 

actividad de dichas bacteriocinas producidas por las cepas 14, 19, 59 y 60. Se buscaron 

indicadores y medios alternativos para detenninar la actividad de las cuatro bacteriocinas 

restantes producidas por las cepas 12, 66, 87 y 88. 

6.4.1 Bacteríocinas activas sobre Micrococcus /uteus. 

Micrococcus luteus NCIB8166 fue sensible a las bacteriocinas producidas por las 

cepas 14, 19, 59 y 60. Los halos presentados por estas cepas (apéndice 2a y 2b) fueron de 

gran tamaño, Jo que indicó que la difusión de las bacteriocinas fue buena y la actividad de 

estas bacteriocinas definida en UNml fueron valores muy altos (51200-102400) 

comparados con los reponados en la literatura (550 a 5000 UNml) (Doyle et al., 1997; 

Kazuo el al., 1995; Niclsen el al., 1990) 

6.4.2 lladeri«inas no aetívas sobre Micrococcus iutnu. 

Para determinar la actividad de las 4 bacteriocinas que no inhibían el crecimiento 

de Microcaccuv /uteu, (de las cepas 12, 66, 87 y 88) fueron utilizados los medios Assay y 

BHI, uti1izando a Li.tteria monocy1ogenes como microorganismo indicador. Al usar el 

Medio Assay se pretendió realizar una comparación de la actividad de las ocho 
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bacteriocinas detectadas, en el mismo medio aunque con distintos indicadores. Esta 

comparación no se logró debido a que la actividad era extremadamente diferente, teniendo 

un valor de SO a 200 UA/ml para las bacteriocinas no activas sobre Micrococcus luteus 

(Tabla S.6) y de Sl200 a 102400 UA/ml para las activas contra el mismo indicador (Tabla 

S.4). 

Con listeria monocytogenes como indicador, las bacteriocinas producidas por las 

cepas 12 y 66 (Tabla 5.6) tuvieron mayor difusión en Medio Assay que en medio BHI, caso 

contrario ocurrió con las bacteriocinas de las cepas 87 y 88. Así mismo, para todos los 

casos se observó que lisleria monocytogenes presentó un crecimiento más abundante en 

medio BHI que en Medio Assay. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, para las 

bacteriocinas producidas por las cepas 87 y 88 la difusión fue menor en Medio Assay; esto 

es. no se encontró una relación directa entre difusión y medio de crecimiento. 

La baja actividad (50-200 UA/ml) de las bacteriocinas producidas por las cepas 12, 

66, 87 y 88 sobre Listeria monocytogenes implicó la consideración de otros dos 

microorganismos indicadores: listeria innocua y leuconostoc mesenteroides. Con 

Leuconostoc mesenteroides. en Medio Assay las bacteriocinas presentaron los valores de 

actividad más altos (200->1600 UA/ml) (Tabla 5.7). Estos valores son mayores que los 

encontrados con listeria monocytogenes en Medio Assay (50-200 UA/ml), sin embargo, 

siguen estando muy alejados de los valores de actividad obtenidos con Micrococcus luteu.v 

en el mismo medio ( S 1200-102400 UA/ml ). 

Estos resultados no son insatisfactorios, ya que las Unidades Arbitrarias reportadas 

en la literatura, oscilan entre 550 UA/ml y 5000 UA/ml , como se mencionó anteriormente. 
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6.5 Estabilidad térmica. 

Se realizaron pruebas para determinar la estabilidad de las bacteriocinas producidas 

por las cepas 14, 19, 59 y 60 (activas sobre M,crococcu., luteu.,) a diferentes valores de pH. 

Estas pruebas se llevaron a cabo sometiendo el extracto bacteriocinogénico a diferentes 

temperaturas (60 y IOO ºC). Como podemos ver en las tablas 5.4 y 5.5 a los valores de pH 

aplicados la bacteriocina producida por la cepa 19 fue la menos estable al ser sometida a 

tratamientos térmicos de 60 y IOOºC por 30 minutos, por lo que podría pertenecer al grupo 

lll, donde se incluyen aquellas bacteriocinas termolábiles (Klaenhammer, 1993; Doyle et 

al., 1997). 

Las bacteriocinas de las cepas 14, 59 y 60 resistieron un tratamiento térmico de 

60ºC a un pH de 4.3-4.6 y no fueron sensibles a oc-ami lasa, sin embargo, la bacteriocina de 

la cepa 14 tuvo actividad antilistérica, por lo que puede pertenecer al grupo lla y las 

bacteriocinas de las cepas 59 y 60 al no tener esta propiedad, se establecen dentro de los 

grupos llb o lle. 

Los resultados obtenidos en este apartado no fueron reproducibles en términos del 

grado de estabilidad (Tabla 5.4 y 5.5), esto es, que las que eran afectadas presentaban 

diferente susceptibilidad(:!: 2 diluciones). Esto puede ser debido a variaciones en la técnica 

que están fuera de la perspectiva de este trabajo. 
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6.6 Selección de una cepa. 

Con base a los resultados obtenidos en este estudio se propone que la bacteriocina 

producida por la cepa 14 (lactococcus laclis /aclis) se utilice para trabajos futuros de 

purificación y caracterización, dado que es una bacteriocina tennocstable y antilistérica. 

teniendo así un particular potencial para su aplicación en alimentos. 



VII. CONa...LJSIONES. 

• El indice de detección de las bacterias ácido lácticas productoras de bacteriocinas del 

pozol fue alto (8.8%). 

• La naturaleza proteica de las bacteriocinas detectadas fue comprobada, ya que las 

bacteriocinas fueron inactivadas por una enzima proteolítica (pronasa). 

• El espectro de acción de las bacteriocinas encontradas incluye: Baci/lus cereus, 

Staphylococcus aureus, listeria innocua, Clostridium perfringens, Listeria 

monocytogenes, Clostridium sporogenes, Micrococcus luteus, Leuconostoc 

mesenteroides, lactococcus /aclis lactis, Lactobacil/us crispatus y !Actobaci/lus 

acidophilus. 

• No se detectaron bacteriocinas con efecto sobre microorganismos Gram (-). 

• De las ocho cepas detectadas como productoras de bacteriocinas, seis tuvieron 

actividad antilistérica, de las cuales la cepa 14 (Lactococcus /aclis /actis) 

aparentemente puede pertenecer al grupo lla porque también es estable al calor; tales 

caracteristicas hacen de ella una bacteriocina con mucho potencial para uso en 

alimentos. 

• Las bacteriocinas de las cepas 59 (Leuconostoc mesenteroides) y 60 (Leuconostoc 

mesenteroides) no mostraron actividad sobre Listeria monocytogene.~ ni fueron 

sensibles a a~amilasa, sin embargo, una característica que las hace pertenecientes al 

grupo ll (b o e) es que fueron termoestables. 

• Las bacteriocinas de las cepas 12 (l..ac1ococcu.fi luclis lactis), 66 (Leuconosloc 

111est!nleroides). 87 (Luctobac1tlus crispatu.\·) y 88 (IActobaciltu.\· ucidophilus) no 
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pueden ser definidas estrictamente dentro de un grupo, ya que tienen propiedades 

antilistéricas ( caracteristica del grupo Ila) y también fueron sensibles a a-ami lasa 

( característica del grupo IV). 

• La bacteriocina producida por la cepa 19 (lac/Ococcus /actis /aclis), puede incluirse 

dentro del grupo 111, dado que no fue termoestable ni sensible a a-amilasa 
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RECOMENDACIONES PARA POSTERIORES ESTUDIOS. 

• Se recomienda realízar la caracteriz.ación genética de las bacterias ácido lácticas 

productoras de bacteriocinas encontradas en este estudio. 

• Se sugiere ampliar el número de especies de cada cepa indicadora. 

• Es necesario definir el rango de pH óptimo para la acción de cada bacteriocina. 

• Se recomienda hacer la inactivación por proteasas de las bacteriocinas en medio 

líquido. 

• Se requiere detectar el factor que delimitó la técnica de actividad para obtener 

resultados reproducibles. 

• Se recomienda purificar y secuenciar la bacteriocina producida por la cepa 14 

(lactococcus /actis lactis). 
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Apéadice l. Bacterias IKticas •tilizlulas 

No.de-• Nct111bre dd •••• No. de cena N-d<l taÚOI 
1 loc:lohaci/1,u n&neo.,_,,m 46 loclobocilhu --· 
2 lnconosloc ciltrlUfl 47 lac1ohaci/l,,s ,WlflOsllS 

) Lactobacilln '" -,,.,.m 48 l..octoboci/1,a -,11m1a 
4 Lactobocill11s ., -nan,m 49 l.actohacilha - .. 
5 Lactohacilbu '" '-1arum 50 lac1obacill,u -ntrmu 

6 loctobocill•s n/a,,tQfllm SI ÚrlCOIIOSIOC tMsenleroides 
1 Lactobacil/11s o/a,ttan,m 52 lactobacilhu lttnwn111111 

8 Lactobocillru nlta11an1m Sl ÚIICOIIOSIOC nwse11teroides 
9 Lactococcr,s loctis lactis 54 laclobacillus brevis 

10 lactOCOCCIIS raffl11olactis SS Lactobacillus rwntOSIIS 

11 lactococaa /actis lactis 56 Le11conos1oc tMsenteroidt!s 

12 Loctococcus laclis loctis 51 laclobacillus -ntosMs 

13 Lactobacil/11s o/a,uan,m 58 Le11conosloc mesenteroides 

14 Lactococcus lactis /actis 59 Le11conostoc mese111eroides 
IS Lac1obacill11s olmttarum 60 Le11conos1oc mestnleroides 

16 lactococcus /actis lactis 61 Leuconos1oc mesenleroides 
17 Lactococats /actis lactis 62 Le11conos1oc mesenteroides 

18 Lactococc11s laclis lactis 63 Le11co,,os1oc mese11teroides 

19 Lactococcus /aclis lactis 64 Leuconostoc mesenleroides 
20 lactococcus lactis /aclis 65 Le11conostoc mesenteroides 

21 lactococcus raffl11olactis 66 le11conostoc mese111eroides 
22 Lactococcus ..-,,,olactis 67 Leuconostoc mesenleroidcs 
23 lactococcus raf{¡no/aclis 68 leuco11osloc mesenleroides 
24 lactococcus raffi11olactis 69 LeuconoSloc mesenteroides 

25 lactobocillus olantarum 70 LeuCOJIOSIOC citreum 
26 Lactobacillus nfanlan,m 71 Leuconostoc mesenleroides 
27 Loctobocil/11s n/QJ11ar11m 72 leuconosJoc mesenleroides 

28 Lactobaci/lus olantan,m 7) Leuco110Sloc meSt!nteroides 
29 Loctobacillus nlantarum 74 Leuco,,ostoc mesenteroides 
30 lactobacillu o/antanun 15 f..e11co,KJS1oc mesenteroides 

31 Loctobacil/11s ola11tarum 76 Leuco,,os/oc mesenleroides 
32 Lactobacillta n/anlarllm 11 Le11conostoc mesenleroides 
)3 Lacu,bocill11s olantanm 78 Leuconostoc mesenleroides 
)4 lactobocilhls - 1---1art1m 79 ÚIICOIIOSIOC ~nlerokles 
35 lactobacil/iu o/a,1tanur, 80 Lac1obacillru c,,rwm,s 

36 loctobacillflS n/antanm 81 J..actococa,s ra tnolactls 
)1 Loctobaci/111s ,.1-1tan,1J1 82 laclOCOCCIIS ra 11,o/actis 
)8 lactobacilhu ·111s 83 lactobacillus n -,arum 
39 lactobaci/l#S -ntOS#S 84 f..actOCOCCIIS ra ¡--,,,_//s 

40 Loaobocilhu n.ntas,u 85 /.actococcus r1r noloclis 

41 loctobocill11s -nta'AIS 86 /.e11C01rostoc citnum 
42 Lactobacil/11s nontosus 87 Lactobacillus cri---.. •s 

43 Lactobocilhu -,11osus 88 / .actobacilla acinnnni/us 
44 lac1obac;J/us ,.,... .. ..-.¡/11s 89 l.actococcus rafflnolactis 
45 Lac1obac;//us nla,1JarUm 90 [ACtobacillus nun1tarum 
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Apéndice 2a. Actividad de las bacteriocinas en medio liquido 
sobre Micrococcus /uteus), a pH 6.2 -6.B en placas de Medio 
Aseay. 

No. Diluciones 
de 

ceoa Conc, 1/2 1/4 1/1 1/16 1/32 1164 11128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 

Sin lntamieoto 

14 24 22 20 20 18.5 17 15 14 12 11.5 9 o 
19 nm nm nm 19 18.5 18.5 17 17 17 16.5 15.5 15 

59 19 18.5 18.5 18 17 16 16 15 14 14 13.5 12 

60 19 17.5 17 16.5 16.5 16.5 15.5 14.5 14.5 14.5 13 12.5 

60"C 

14 20 18.5 16.5 15 14 13 12 10 8 o o o 
19 19.1 18.3 16.4 15.2 13 11.7 10.1 7.1 o o o o 
59 21 17.1 16.1 14.3 13.5 12.7 11.3 9.7 8 7.1 o o 
60 18.5 16.5 16 15 13 12 11 10.5 8 7.5 o o 

IOO'C 

14 20 17.5 15.5 14.5 12.5 11 !O 9 8 7 o o 
19 o o o o o o o o o o o o 
59 o o o o o o o o o o o o 
60 17.5 16.5 15.5 15 13.5 11.5 11 10 7.5 o o o 

nd No determinado 
nm Halo deforme No medible 

El tamai\o del halo está dado en milímetros incluyendo el diámetro del pozo (aproximadamente S 
mm) 
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Apá ldice 2b. Actividad de becterioc:inaa en medio lfq, icb (, ido 
carne i dicw:'· tr ; fVlio 'OCOCCI IS Juteus). 
a pH de 4.3-4.S 

No. Diluclo•es 
de 

cen• CHc. 1 1/Z 1 1" 111 1 1/16 1 1/32 1 1/64 1/121 1 1/256 J I/Sl2 1/1124 11/ZCMI 

Sin tratamiento 

59 23 21 20 19 18 15 13 11 8 7 7 o 
19 23 22 21 18 17 IS 13 11 10 9 7 o 
14 23 21 19 18 16 14 13.5 12 10 8 8 8 
60 23 21 19 17 16 14 13 12 9 8 7 6.5 

60"C 

59 23 22 20 19 17 14 12 10 9 9 7 o 
19 23 21.S 20 18 16 13 12.S 10.S 9 7.S o o 
14 23 22 20 17 16 IS 13 11 10 8.S 8.5 7 
60 23 21.S 19 18 16 15 13 11 10 10 9 8 

IOO"C 
59 23 20 17 17 IS 13 11 10 9 8 o o 
19 22 20.5 19 17 14 12.S 11.S 9.S 8 7 o o 
14 23 21 19 17 16 14.5 13 11 9 8 7 o 
60 23 21 19.5 17 16 14 13 11 9 8 o o 

El tarnai\o del halo está dado en milímetros inciuyendo d diámetro del pozo (S mm aproximadamente). 
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