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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue formular un recubrimiento de alginato al que se le
adiciond la bacteriocina producida por FPediococcus panulus, cComo urn método complementario
para inhibir a Listeria nnocua y Eriterococcus /aecalls y asegurar la calidad microbioldgica de
productos carnicos.

Los recubrimientos se prepararon por gelificacion de una suspension estéril de alginato (0.5 a
€ valuando diversas propiedades fisicas y

2%) en presencia de iones calcio {CaClz 30—!20 mmM};
reologicas. Los recubrimientos con: meJores caracterlsncas se obtuvneron al emplear 1.5% de

alginato y 20mM de CaCl,. :
Asimismo se evaluaron dos dlstlntos mednosde ultivo y temperaturas de Crectmlento (TGE /

37° Cy CGB / 40° C} para el crecxmlento de- £ parvu/u:y la produccxén de su pedlocma El
medio y la temperatura en los que se obtuvo un rneJor crecnmlento de Ia bactena y la mayor
produccion de su bacteriocina fue CGB a 40° C. g . . : i
Adicionalmente para la extraccion de la pediocina se empleé el 'método’ de adsorcion /
desorcion, evaluando diferentes valores de pH de adsorcu‘)n y de desorcion;  los mejores valores
obtenidos fueron 5.5 y 1.0, respectivamente. )
Una vez extraida la pediocina ésta se adiciono al alginato para la formacion de recubrimientos
activos que se aplicaron a la superficie de saichichas comerciales, con el fin de evaluar su
capacidad inhibitoria sobre L. inocua y £ fAecals, asi como la influencia de la carga inicial de
estos microorganismos sensibles.
De este estudio se obtuvo que la pediocina es efectiva para la inhibicion de ambas bacterias
alterantes, observandose mas claramente esta inhibicion contra £ faecalis. También se observo la

no influencia de la carga inicial del microorganismo sensible,
e alginato y la
inhibicion  de

Por lo anterior se concluye que los recubr:mlentos acnvos
pediocina producida por £ panvulus MXVK: : 133 son efectlvo para lar
microorganismos alterantes de la carne y productos cémlcos y por lo tanto pueden emplearse

como un meétodo de preservacion de éstos.
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introduccién

Introduccion

La carne es uno de los alimentos mas perecederos, susceptible de deterioro debido al ataque
microbiano {Jay. 1994) y a cambios fisicoquimicos como pérdida de humedad. oxidacion lipidica
y degradacidn proteica (Martino, 2000}.

Con el fin de disminuir la contaminacion rmicrobiana en 1a superf cie de 1a carne, se han
probado diferentes técnicas de preservacidn entre las .que.se encuel tran el uso de bzyas o altas
temperaturas, la reduccion de aa, la acidificacion, la ad:c:én de agentes qulmlcos como nitritos, ©
su utilizacion en conjunto dentro de la tecnologia de barreras { Lenstner y col "1995)

Las bacteriocinas son péptidos producidos por algunas bactenas lécucas d:versos estudios
han demostrado la efectividad de  estos pépudos como mh:bxdores del ‘desarrolio de
m:croorganlsmos ¥ por consiguiente como conservadores de la’ came y sus productos {Mnng y

. 1997; Cutter y col.,, 1997; Quintero., 200!) S

La incorporacion de agentes antimicrobianos en los recubr: xentos comestlbles proveen

una barrera adicional al evitar o retardar el crec:m:ento de mcroorganrsmos (en espec:al de
|éos rud' sy coc:dos (Cutter v

patégenos} en la superficie de la carne fresca o de productos c
ol, 1997).

Los objetivos del presente proyecto fueron, lnmovmzar a la bactenoctna prod 'da por

Pediococcus parvulus en un recubrimiento @ base de. algnna Y. evaluar su stab'hr
el almacenamiento en refrigeracion, con el fin de obtener un recubnm:e to:com
actéle como barrera contra el armbiente para evntar o dlsrrnnu:r el deteno o f‘snc qurmlco y

microbioldgico de la carne.




Objetivos

1. Objetivos

1.1. Objetivo general

& Inmovilizar la bacteriocina producida por Pediococcus  parviius MXVK 133 en un
recubrimiento a base de alginato, evaluar la estabilidad de la misma en el sistema y probar
su accion inhibitoria en un producto carnico. '

1.2. Objetivos especificos

* Extraer la Pediocina e incorporarla en el recubnm:ento
= Verificar la estabilidad de la bacteriocina Inmovmzada en el gel de alglnato en funcnén del

tiempo. ;
=  Aplicar el recubrimiento a un producto cérnlco y evaluar' la mhnb:cnén sobre Listeriz

mnocuay Ernterococcus 1I2ecalls.




Antecedentes

2. Antecedentes
2.1. Generalidades

La carne y sus productos procesados tienen un elevado contenido de humedad y nutrientes
{Tabla 1) lo que permite el radpido desarrollo de una gran variedad de rnicroorgénismos.

Tabla 1. Composicion quimica de musculo tipico de fos mamiferos después del rigor mortis

Nombre Proporcion (96)
Agua. 75.5
Proteina. . 180
Grasa 20
Carbohidratos
Acido lactico. 0.9
Glucosaéfosfato. 0.17
Glucdgeno 0.10
Glucosa 0.01
Inorganicas
Fosforo total soluble 0.20
Potasio 0.35
Sodio. 0.05
Magnesio 0.02
Calcio 0.007
zZinc. 0.005
Vitaminas aprox 0.10

Fuente: Jay, J, 1994
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Los géneros de bacterias, hongos y levaduras comunmente encontrados en carne fresca y
procesada se presentan en la Tabla 2. Las carnes frescas de res, cerdo, oveja, pescado y carnes
procesadas, tienen un valor de pH que entra en el intervalo optimo para el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos listados. Adicionalmente, el contenido de humedad y de
nutrientes son adecuados para permitir el crecimiento de una gran variedad de organismos (Jay.
1994).

“ Tabla 2. Microorganismos mas frecuentemente encontrados en carne fresca

Género carne fresca

Bacterias
Acinetobacter
Aerormonas
Enterococcus
Escherichia
Listeria
Moraxella
Fseudormondas
Fsychrobacter
Staphylococcus

XEXX XX EXK

Hongos
Cladosporinm
Geotrict
Mucor
Rhizopus
Sporotrict i
Tharmridiurm

Levaduras
Candida
Torulopsis
X = de ocurrencia conocida; XX = mas frecuentemente reportado
Fuente: Jay, J, 1994

XE XXXXXXK

En México, la carne y productos carnicos estan frecuentemente expuestos a condiciones que
promueven la’ proliferacion de microorganismos de descomposicion y patégehos; propiciadas
por la falta de transporte adecuado, fallas en el sistema de refrigeracion y malas practicas
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Antecedentes

higienicas durante su obtencidn y distribucion; que conducen a una notable reduccion en la vida
de anaquel del producto, pérdidas econdmicas y riesgo para la salud de los consumidores.

Una manera efectiva de controlar la presencia de microorganismos en la carne fresca es
mediante la implementacion de buenas practicas de manufactura e higiene, ademas del empleo
de refrigeracion, congelacion, el empaque en peliculas comestibles y no comestibles, asi como la

bioconservacion.

2.2. Peliculas comestibles

La calidad y la vida de anaquel de’los ahmentos se ven reducvdas cuando a través de Ia
plerden humedad o aroma‘ entran e ohtacto con
; legan a ser

interaccién con su ambvente gana
oxigeno (permitiendo el desarrollo de rancrdez oxidativa’ de los
contaminados con mlcroorganlsmos. El empaque protege a Ios allmentos de su amblente y del

ataque microbiano .

Las peuculas comesnbles se def nen como una capa delgada de matenal comestlble formado
1 ¢ coloca el

alimento. Las funcnon

dioxido de carbono ]
saborizantes); meJorar las ca cteristtcas mecénrcas o de mane_;o de los allmentos asi- como

icrobianos.

también restringir la entrada de microorganismos (Krochta y col., 1997).

Los factores que contribuyen al renovado interés en el desarrollo de peliculas comestibles
incluyen la demanda por parte de los consumidores de alimentos de alta calidad, la necestdad
por parte de los productores de alimentos de . nuevas técnicas de almacenarruento
consideraciones de tipo ambiental sobre la disposicidn de materiales de empaque no renovable y

oportunidades para el desarrollo de .nuevos mercados dando valor agrega:do‘ a -‘desechos

agricolas (Gennadios y col, 1997).
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Algunos beneficios potenciales en el uso de peliculas comestibles en carne y producios

carnicos son:

{ 1) Disminucion en la pérdida de humedad durante el almacenamiento.

{2) Evitar el goteo, absorbiendo los jugos generados.

{3) Disminucidn de la velocidad de rancidez (oxidacién lipidica) y del deterioro en el color
(oxidacidbn de la mioglobina). por medio de la utilizacion de peliculas con baja
permeabilidad al oxigeno. o

{4) Reduccidn de la incidencia de microorganismos esporulados Yy patégenos b

{5} Restriccidn de la pérdida de compuestos volatiles y de 1a r ntrada

(6) Produccidon de peliculas activas por rnedlo de la:ad {f

oxidantes o agentes

antimicrobianos.
{7) Mejorar la calidad nutritiva de los ahmentos empaca
empanizado y freido, reduciendo la absorcidn de acelte (G rnadios y col.

ellc ula 3y 'l:cadas antes del

A continuacion se menciona la clasificacion de las pelfculas y los materlales propuestos para el
empaque de alimentos, dentro de los cuales se incluye el alginato'y que son regulados por ia

Administracién de Alimentos y Farmacos (FDA por sus siglas en mglés) con el fin de garantxzar
En Méxnco ia

que sean seguros al estar en contacto con los alimentos (Kester y col 1986
Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA) es la dependencna encargada de regula este t:po de

materiales.

2.2.1. Clasificacion de pelfculas comestlbles' :
Las peliculas comestibles se clasrf‘ can.en 3 grupos en funcvén de su compos:cnén como

a) Peliculas lipidicas ) :
Debido a su relativa bzya polandad a_principal | funcubn de una pelicula a base de lipidos es

evitar la transferencia de agua., Dentro de:lo; componentes hpfdlcos que -han sido utilizados

como peliculas protectoras se encuentran (Kester ycol, .1986):




Antecedentes

= Ceras, grasas y aceites
= Qlicéridos y glicéridos acetilados

b) Pelicutas proteicas
Las peliculas proteicas presentan valores relativamente altos de permeabilidad al vapor de

agua y buenas propiedades como barreras contra el oxigeno en ambientes de humedad relativa
baja. Dentro de los componentes empleados para la elaboracion de estas peliculas se encuentran

(Gennadios y col., 1997):
= Coladgeno
e Gelatina
= Proteinas de leche
= Proteinas de cereales '
® Proteinas de oleaginosas

c) Peliculas a base de polisacaridos
Una gran variedad de polisacaridos y sus derivados se han empleado como recubrimientos y

peliculas comestibles. Debido a la naturaleza hidrofilica, estos polimeros presentan . pocas
propiedades como barreras contra la humedad. Sin embargo, ciertos polisacaridos usados en
forma de recubrimientos gelificados de alta humedad retardan la pérdida de humedad de ciertos
alimentos [por ejemplo carne y sus productos) durante el almacenamiento. En esta aplicacién el
recubrimiento gelificado pierde humedad antes que el alimento se deshidfate signiﬁcati\)amente;
Adicionalmente, debido a la relacidn inversa observada entre el vapor de agua y . ia
permeabilidad del oxigeno, ciertas peliculas de polisacaridos pueden proveer una protecc:én
efectiva contra la oxidacion de lipidos y otros componentes alimenticios (Kes;er yco 986)

Los principales polisacaridos empleados para la elaboracnén de recubnmlentos o pellcu!as
comestibles son: alginato, pectina, carragenlna alrrndén almldones hldrohzados y denvados de

celutosa.




Antecedentes

Alginato

Los alginatos se extraen de las algas pardas de la clase FPhacp/yreae como
componentes de la pared celular. Las especies normalmente utilizadas para la obtencion
SON:; MSCrocysis pyrifera, Larnindaria sppR., Ascoplpilium spp. Y Sargassurm spp. La extraccion
se lleva a cabo con alcalis. El polisacarido se precipita posteriormente del extracto como sal

calcica o como acido alginico.

Los alginatos estan constituidos por los acidos B-D-manurdnico (M) y o-L-gulurénico {G).

unidos por enlaces {1— 4):

" La proporcion entre los dos restos suele ser aproximadamente 1:5 (acido manurénico:
acido gulurdnico). pero es variable dependiendo de la procedencia del polisacarido.
En la molécula de polisacarido existen tres tipos de unidades estructurales:

[— 4)- B-D-ManpA(l— 4)- B-D-Manp{ 1 —]n
[— 4)- A -GUIBA[ 1 — 4)- o-L-Guig{ 1 —])m
[— 4)- B-D-ManpA(l— 4)- o-L-Gulp 1 —]p

Las disoluciones de alginato sédico gelifican por adicién de iones de calcio o por
acidificacién (Belitz, 1997). La fuerza de la pellcu!é y su permeabilidad puede ser alterada
por la concentracion de los cationes polivalentésl la velocidad de su adicion y el tiempo de
exposicidn asi como por el pH, la temperatura y la presencia de otros constituyentes (por

ejemplo hidrocoloides).
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El mecanismo de gelificacidon con calcio implica la asociacibn cooperativa de los
segmentos poliméricos M y G para formar estructuras agregadas con los iones de calcio
coordinados en los espacios intersticiales. El efecto de los iones de calcio es el de unir las
cadenas de alginato por medio de interacciones idnicas, para la posterior formacion de
puentes de hidrdgeno intercadenas (Kester y col., 1986).

{n

(m

Figura 1. Representacidn esquematica del gel de alginato calcico. Cadena de alginato (restos de
a-L-gulopiranosiluronato con enlace 1,4) {1). Entrecruzamiento por formacion de “caja de huevo™
{11). Fuente: Belitz, 1997.
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Los segmentos de la cadena formados por residuos de &cidos manurénico y
gulurdnico alternados no interaccionan con el calcio, por el contrario, sirven para unir las
estructuras agregadas, produciendo asi una red gelificada tridimensional.

Existen dos meétodos para ia gelificacion del alginato de sodio con calcio. En el primer
método, los iones divalentes de calcio pueden ser liberados hornogéneamente dentro de
una solucion de alginato para causar la gelificacidn uniforme. Esto se puede llevar a cabo
por medio de la dispersion de una sal de calcio de baja solubilidad. Al tiempo que el
calcio ionizado en solucidn interactla con los polimeros de acido alginico, éste se va
solubilizando, resultando eventualmente en la formacion de un gel homogéneo.

Alteraciones en el pH o la temperatura pueden utilizarse también para controlar la
liberacidn de los iones de calcio hacia la suspension de alginato. El segundc método de
formacion de geles de alginato implica la difusion de los iones de calcio en Ia solucion de
alginato. Cuando las soluciones de alginato y de caicio tienen contacto, se desarrolla
instanténearﬁeh[e un gel en la interfase. La completa gelificacién ocurre cuando los iones
de calcio difunden a través de la membrana interfacial del gel. ' :

Muchas sales de calcio pueden ser utilizadas para formar geles de alginato incluyendo.
cloruro, acetato, lactato, tartrato, gluconato, sulfato, citrato, y fosfato de di y tri de caicio;
sin embargo, diversos estudios han demostrado que las sales de cloruro de calcio forman

los geles mas fuertes (Kester y col., 1986).

Estos mismos autores proponen que 1as peliculas y recubrimientos son nmpermeables a
grasas y aceites, pero sor pobres barreras contra la humedad, “sin. embargo‘_ [qs =
recubrimientos de alginato gelificado pueden reducir signifi catfvamente la pérdlda de
humedad de los alimentos actuando. por sacrificio (la humedad del recubnmr nto se‘_’
pierde antes de que el alimento se deshidrate sxgnlfcanvamente} Las pellculas y
recubrimientos de alginato son buenas barreras del oxigeno, pueden retardar la oxldactén

lipldica en alimentos y mejorar el sabor y la textura.

10
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Tabla 3. Aplicaciones y funciones de recubrimientos comestibles a base de alginato

Aplicacion Funcidn
Bisteces de res, chuletas de cerdo. pollo sin piel Mejora de textura y barrera a la humedad
Pescado Barrera contra la pérdida de humedad
Alimentos empanizados, alimentos en masa Barrera contra la humedad, lipidos y oxigeno

Camardn congelado Retencién de sabor, color, textura

Helado Eliminacidn de goteo
Paté de pollo precocido Reduccion del crecimiento microbiano
Piezas de res. bisteces Barrera contra el oxigeno

Fuente: Krochta y col. 1997

La incorporacion de agentes bactericidas o inhibidores de crecimiento en las formulaciones
carnicas tienen un efecto limitado en la flora superficial contaminante de la carne y sus
productos. Ademas, la aplicacion directa de agentes antimicrobianos en la superficie de la carne
como acidos organicos, derivados de especias, bacterias acido lacticas y bacteriocinas como
agentes antimicrobianos (Cutter y col. 1997), por inmersion o por aspersion, se ha demostrado
que es ineficiente debido a la rapida difusion de los agentes bactericidas (Quattara y col,. 2000).

Sin embargo. diversos estudios han demostrado que la incorporacion de antimicrobianos
grado alimenticio en las peliculas y recubrimientos comestibles puede proveer barreras
adicionales para reducir la incidencia de bacterias patdgenas y la germinacién de las esporas en

las superficies de la carne y productos carnicos.

2.3. Bacterias acidolacticas como microorganismos bioprotectores

Las bacterias acidolacticas {BAL} juegan un papel esencial en los procesos de fermentacion de
alimentos. Alimentos crudos incluidos la leche, frutas, hortalizas y carme. son usualmente
conservados por fermentacion acidolactica (Carolissen-Mackay y col., 1997). »

Las BAL son bacterias gram positivas, no esporuladas, microaerofilicas cuyo principal pro_dudo
de fermentacion de carbohidratos es el lactato en el caso de las BAL homofermentativas. Las BAL
vagococos, leuconostoc, pediococos, aerococos,

11

abarcan tanto cocos (lactococos,




Antecedentes

tetragenococos, estreptococos, enterococos) como bacilos  (lactobacilos. carmobacterium,
bifidobacterium) (De Vuyst y col., 1994).

Las BAL se encuentran comunmente en alimentos incluyendo carne ferrmentada, hortalizas,
frutas, bebidas y productos lacteos, pero también se encuentran en los tractos respiratorio,
intestinal y genital de humanos y animales, en aguas cloacales y en vegetales.

Las BAL especialmente 10s géneros Lactococcus. Lactobeacilus, Leuconostoc, Pediococceusy
Streprococcus han sido tradicionalmente usados como cultivos iniciadores para la ferrmentacion
de alimentos y bebidas debido a su contribucion al desarrollo del sabor y aroma y la inhibicion de

microorganismos patdgenos.

Los efectos nutricionales y terapéuticos de las BAL son diversos y de gran lmportancva algunos de

estos se mencionan a continuacion:

o,
-

53
B3

.
2o

Y
o2

»
S

Desarrollo de la calidad nutricional de ahrnentos (por e_;empIO' xsinQ'para enriquecer

cereales fermentados}. ; wieit
Estimulacion del metabolismo general por produccné d :(acido fblico) Yy
enzimas (lactasa). E :
Estabilizacidn de la microflora intestinal, por medlo de
bacterias patdgenas como son: S aureus 55//770/75//3
enteropatdgena, via adhesibn a la pared intestinél"'
especialmente por la estimulacion del sisterna lnrnune asocuado al tracto gastrointestinal.

Proteccidon contra infecciones del tracto gastromtesnnal y unnano por e_:emplo por la

exclus:én de’ colonuzacrén de
spp .S'h/ge//a spp y & col
ompetencra por nutrientes y

activacién del sisterna de Ia lactoperoxidasa.
Reduccion del nivel de colesterol en el suero sangulneo por la asvm:lac:én de colesterol,
hidrolisis de sales biliares y/o modulacion de.la relac entre llpoprotelnas ‘de alta y baja
densidad. T S :

Disminucion en el riesgo de cancer. de.col
carcinogeénicos y sustancias toxicas, erlir"nin' cion'c
tripsina,  glucosinolatos, * cido™” fitic :
procarcinogénicas como son B—glucdién:dasa, azoredtctosa y n:troreductasa.

yor: d tOXl cacion - de compuestos
nnutrncronales (:nhlbvdor de
'odulac:én de enzxmas fecales
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*» Supresidn de tumores via estimulacion especifica del sisterna inmune para producir
macrofagos.

Las BAL pueden ser usadas como microorganismos industriales para la sintesis de

farmacéuticos y otros productos utiles para humanos, ya que tienen muchas ventajas en

fermentaciones industriales:

*» Han sido ingeridos a través de la historia, lo cual implica que son no patdgenas.

< La mayoria de estas bacterias no forman toxinas ni productos toxicos.

«* Son microaerofilicos y aerotolerantes, requiriendo un proceso simple de fermentacuén

< Crecen rapidamente, requiriendo un proceso corto de fermentacnén ‘

*» Han sido utilizados en la industria alimenticia por ahos lmpllcando que ya existen

rnétodos para su cultivo en gran escala.
*» Pueden fermentar diversos sustratos baratos como son leche, suero, desechos de

vegetales, almiddn hidrolizado, etc.
** Su crecimiento disminuye la contaminacion de otros mlcroorgamsmos. :

* Pueden secretar proteinas.

El efecto conservador de las BAL se debe ala generacxén de condncxones aCIdas que crean en

el alimento durante su desarrollo por. la convers:én fermentanv ‘de carbohldratos a acidos
- Sortante . errrute un lncremento en ia

organicos (lactico, acetico, etc), una caracterlstl
vida util del producto final.

En décadas recientes, se ha establecido que la accion ihhjpitbria de iés BAL es debida también
a sistemas antagonicos méas complejos. - Las BAL 'son capaces de’ proddicir-y ‘excretar otras
sustancias inhibitorias ademas de acidos orgénii:os., Estas sustancias soh‘pfoducidas en menor
cantidad que el acido lactico y el acético. e inciuyen, acido. formico, - acidos grasos libres,
amoniaco, etanol, peroxido de hidrégeno, diacetilo, acetoina, 2-3 butanediol, ‘acetaidehido,
benzoato. bacteriocinas y antibidticos, asi como muchas sustancias inhibitorias menos definidas o
no completamente identificadas. Algunas de estas sustancias desarrollan actividad antagonica
contra microorgarismos que alteran alimentos y patogenos, incluyendo Lactobacilos psicrétrofos
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Leuconostoc spp., B cereus, C botulinum, C perfringens, L. mornocrogenes, S. aurewus, etc. (De

Vuyst y col., 1994).

Las BAL fermentan los carbohidratos por diferentes vias metabdlicas y durante este proceso se
obtienen acidos organicos, principalmente acido lactico y acético. que no son utilizados por las
células y se excretan al exterior. Los acidos organicos contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y
textura de los alimentos. pero también a su estabilidad mediante la inhibicibn de
microorganismos alterantes. El mecanismo de inhibicién se basa, en parte, en la entrada de los
acidos organicos no disociados a las células, una vez que se encuentran en su interior se efectda
la disociacidn molecular de los acidos organicos en el citoplasma, lo cual da lugar a la aparicidn
de protones (con la consecuente acidificacion del medio) y aniones. Se produce un aumento en
el gradiente de protones y las células tienden a transportarios al exterior mediante bombeo activo
de protones, para evitar la desnaturalizacion de las enzimas presentes en las estructuras celulares
expuestas (pared celular, membrana y espacio periplasmico), pudiendo causar también
desestabilizacion de la permeabilidad de la membrana e implicando un gasto de energ!a que

lleva a la muerte celular.

Las BAL también producen peréxido de hidrdgeno como mecanismo de proteccion frente al
oxigeno, mediante la accidn de oxidasas o NADH peroxidasas. El peroxido de hidrogeno se
acumula en el medio de crecimiento debido a que las BAL no producen catalasa. La accion
bactericida del perdxido de hidrogeno se ath’buye a su efecto altamente oxidante, mediante

peroxidacion de los lipidos de la membrana y la destruccion de la estructura basica molecular de

proteinas celulares.

El diacetilo (2.3-butanodiona) es wun compuesto producido por bacterias lacticas
fermentadoras del citrato. Posee un efecto antimicrobiano a elevadas concentraciones debido a
que a bajas concentraciones puede ser metabolizado por algunos microorganismos. Su accién
antimicrobiana es mayor frente a microorganismos Gram negativos, levaduras y hongos. El
grupo o,a- dicarbonil de la molécula reacciona con la porcidn guanido del aminoacido arginina
en enzimas microbianas (alcohol deshidrogenasa, adenilato ciclasa, glutamato deshidrogenasa.,

transcetolasa). desactivandolas por bloqueo o por modificacion de la zona catalitica (Requena y
col, 1995).
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Las bacteriocinas son péptidos producidos por bacterias acidolacticas y otras bacterias Gram
positivas. En general, estos péptidos bioactivos son catidnicos, anfipaticos, tienen estructuras de o
heélice y de lamina B, pueden ser ricas en tirosinav o histidina y pueden presentar puentes
disuifuro y tioéter o grupos tiol libres. La presencia de una estructura anfipatica o-helicoidal con
caras opuestas polares y no polares permite a los péptidos bioactivos interactuar con la fase
acuosa y la lipidica de 1a superficie de una membrana bioldgica cuando se une a ésta (Ray y col.,

2001).
En la Tabla 4 se presentan algunas bacteriocinas de diversos géneros y especies de bacterias

acidolacticas que han sido aisladas hasta el momento.

Tabla 4. Algunas bacterias acidolacticas benéficas
Género Especies, subespecies

Cepas conocidas como
productoras de bacteriocinas

L. [3ctis Ssp. lactis
L. [acts ssp. cremoris
L.. l5CUs SSP. [ACts discepaacls
8. thermoptilus
L. acidoptilus

L. caser

L. delbrueckii
SSP. bulgaricus

L. fermeriturn

L. heheticus

L. lacts

L. plaritarurnm

L. rewters

L sake

L. curvatus

L. mesenteroides
Diversos ssp

L. lacus

L. carnosum

L. gelidurn

P, aciaiactici

R peritosaceus
P parvuilus

Lactococcus

+++ 4+

Streptococcus
Lacrobacillus

+ 4

Leucoriostoc

+

Pediococcus

Tetrageriococcus
Enterococcus

Carnobacteriurm
Bifidobacteriurm

. haloptilus
£ faecalis

£ faeciurn

C piscicola

8. bificturn

B infants

8. adolesceritis

t+++4+4++4+ 44

Fuente. Ray y col., 2001
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En general las bacteriocinas producidas por bacterias acidolacticas tienden a ser activas
contra un amplio rango de bacterias Gram-positivas relacionadas filogenéticamente, aunque
algunas se han reportado también como activas frente a bacterias Gram-negativas {Jack y col.
1995). Asimismo, algunas bacteriocinas inhiben a patdgenos de los alimentos incluyendo
Clostridium  botuinum, - Bacillus Spp. £Lnterococcus faecalls, LISteria  monogrogenes Yy

Staprpylococcus aureus (Carolissen-Mackay y col., 1997).

En la actualidad, mas de 20 bacteriocinas de bacterias acido lacticas han sido secuenciadas,
muchas contienen menos de 60 aminoacidos y algunas estdn desprovistas de carbohidratos y
lipidos. Las moléculas son catidnicas, hidrofobicas y tienen puntos isoeléctricos que van desde 8.6

aloag.

Debido a su naturaleza hidrofdbica, estas moléculas presentan una tendencia a agregarse,
especialmente cuando se almacenan en altas concentraciones o por largo tiempo. Su potencia
antibacteriana es mayor a pHs bajos, son destruidas a pHs superiores a 10, relativamente estables
al calor pero parcialmente destruidas por calentamiento superior a 100°C y no se afectan con el
tratamiento con sustancias quimicas organicas e inorganicas (por ejemplo acetona, cloroformo,
isopropanol, etilalcohol, hexano, acetonitrilo. EDTA, SDS, Tris y los iones como Ca?*, Mg®*, Mn?",
K* y Na’). Sin embargo, algunos aniones interfieren con la actividad dependiendo de su
concentracion (Ray y col. 2001}. Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se
inactivan por una o mas enzimas proteoilticas, incluyendo aquellas de origen pancreatico
{tripsina y o quimotripsina) y algunas de origen gastrico {(como la pepsina) siendo inactivadas
durante su paso por el tracto gastrointestinal sin ser absorbidas como compuestos activos

{Requena y col., 1995)

Las bacteriocinas’. de bactenas acndolécncas usualmente sufren muy poca aiteracion
éndose asl como péptidos - traducidos

estructural después de

r:bosomalmente

enel fragmentc C- termlna Las m éculés son transportadas fuera del citoplasma a traves de la
membrana por una protelna transportadora ABC ‘(dependiente de ATP) con gasto de energia.
Durante el transporte, la actividad de endopeptidasa del transportador ABC remueve el péptido
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lider antes de que el propéptido sea liberado al ambiente. Después de la liberacidn de la

bacteriocina madura, ésta puede permanecer libre o puede unirse via atraccion electrostatica a la

superficie de la célula productora. Alrededor de pH 6, una gran fraccion de moléculas
permanecen en el estado adsorbido mientras que a un pH de 2 o por debajo de este, muchas

bacteriocinas son liberadas al ambiente (Ray y col.. 2001).

Los genes estructurales que codifican para prebacteriocinas pueden estar localizados en
plasmidos {Pediocina PA-1 / AcH) o en el genoma de una bacteria hospedera {Sakacina P). En
otros casos, los genes productores estén codnﬁcados en coplas de transposones integradas al

genoma {N:svna)

Con base en diversas caracterlsncas qulmlcas estructurales las bacteriocinas se han clasificado

en diferentes grupos {Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de las bacteriocinas de bacterias acidolacticas

Conteniendo lantioninos
Lantibidticos (clase |) S anillos tioéter {Nisina A}
3 anillos tioéter (Lacticina 48)
2 anillos ticéter (Lactocina S}
Conteniendo cisteina
Cistibidtico 4 cistelnas con dos puentes disulfuro
(Clase lla; tipo- pediocina) {Pediocina PA-1 / AcH)
2 cistelnas con | puente disulfuro
{Leucocina A)
Tiolbidtico 1 cisteina (Lactococcina B)
2 cisteinas {Carnobacteriocina A)

Miscelaneo

No cistelnico Lactococcina A
Dos péptidos Lacticina F
Péptidos largos (> 30 kD) Helveticina J

Fuente: Ray y col, 2001

Las bacteriocinas de las bacterias acidolacticas causan la pérdida de viabilidad en células
Gram-positivas  sensibles muy rapidamente y a una concentracion relativamente baja (0.0

ug/mL).
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La actividad bactericida de las bacteriocinas se atribuye a la desestabilizacion de las funciones

de la membrana citoplasmica de las células blanco. Inicialmente las moléculas de bacteriocina se

adsorben a la membrana. es entonces cuando forman poros transitorios permitiendo la pérdida
del potencial de membrana. Esto altera las propiedades de permeabilidad de la membrana y

pequenas moléculas escapan del citoplasma, los nutrientes no pueden ser transferidos del

exterior al interior y el ATP no puede ser sintetizado. Estas pérdidas funcionales provocan la

muerte celular.

Los factores que tienen una mayor influencia en el rnvel de produccnén de una bactenocma

incluyen, la naturaleza de la cepa productora la composrcaén del medto de cultivo de

crecimiento, la temperatura, el tiempo de crectmlento y el pH inicial y fi nal :

2.4. PEDIOCINA

El término “pediocinas” se aplica a los péptidos bacterianos sintetizados ribosomaimente o
bacteriocinas producidas por ciertas cepas de - especies que’ estdn comunmente incluidas en el

geénero Pediococcus (Ray y col., 2000).

El género Peciococcus incluye B especies. ' Las células son esféricas y se dividen en 2 planos
para formar tétradas, sin embargo, células en pares pueden estar presentes en el cultivo, pero
nunca en cadenas o como células sencillas. Son bacterias Gram positivas, no moaviles, anaerobias
facultativas y fermentativas homoilacticas, con una temperatura optima de crecimiento de 25 a
40°C. No producen gas pero algunas cepas pueden producir diacetilo o acetoina a partir de
piruvato. Son catalasa negativo, pero algunas cepas pueden contener pseudocatalasa.

De las 8 especies de pediococos. P. aciaiactici, Ppentosaceus, P. damnosus y P. pantulus estan

relacionadas fllogenéticamente.

Tanto ~ aad/ac!/a Y. P penrosac‘eu: se encuentran naturalmente en semillas, productos
lacteos y vegerales “Estén - también asociadas con ‘la fermentacion natural y controlada de
vegetales y carnes y como flora secundaria del queso. £P. panilus, P. inopinatusy F. dextrinices
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han sido aisladas de vegelales fermentados y £ fAaloptrious ha sido encontrada en saisa de soya.
También se ha encontrado que £ darnnosus esta implicada en la contaminacion de la cerveza

(Ray y col.. 1994).

Desde 1960 se han estudiado diversas pediocinas producidas por distintas cepas de
Pediococcus pertosaceus y de Pediococcus aciadilacticl aisladas de diferentes fuentes. Las
primeras en ser estudiadas fueron designadas como Pediocina PA-1 y Pediocina AcH, estudios
posteriores revelaron que ambas pediocinas tenian la misma secuencia aminoacidica y
nucleotidica, concluyendo, por tanto que la Pediocina AcH como la PA-1 son la misma por lo que
se decidid nombraria Pediocina PA-1/AcH. Posterior a este hallazgo se han estudiado muchas
* pediocinas, principalmente de £ ac/dilactic/ 'y todas tienen la misma secuencia que la Pediocina
PA-1/AcH. Ademas de las cepas de F. acidilactici dos cepas de Peciococcus panulus, aisladas de
vegetales, se encontraron que producian pediocinas y en un analisis se encontrd que tenian una

secuencia idéntica que la Pediocina PA-1/AcH (Ray y col., 2000).
L

Al igual que otras bacteriocinas de bacterias Gram-positivas de bajo peso molecular, la
Pediocina PA-1/AcH  inicialmente es traducida en el citoplasma como una prepediocina
conteniendo 62 aminoacidos. A pesar de que la prepediocina tiene actividad bactericida, en el
ambiente reducido del citoplasma, permanece inactiva debido a la inhabilidad de las cuatro
cisteinas (en forma tidlica) de formar los dos puentes disulfuro que son indispensables para la
actividad bactericida. Como las moléculas de prepediocina son sensibles a la accion hidrolitica de
proteasas citoplasmicas, necesitan ser rapidamente transportadas a las proteinas Pap Cy Fap D
localizadas en la membrana citoplasmica por un transportador dependiente de ATP a través de 1a
membrana. Un segmento de 18 aminoacidos en el fragmento N-terminal de la prepediocina,
designada como péptido lider, ayuda en el reconocimiento del sistema de transportacion
especifico. Durante la translocacion por medio del transportador ABC pap O, el péptido lider es
removido enzimaticamente a un sitio de unidon doble de glicina (Gl 2GIF '). Una vez que ia
propediocina cruza la membrana, los dos puentes disulfuro entre las cisteinas 9y 14y 24 y 44 se
forman espontaneamente y la molécula se vuelve bioldgicamente activa al tiempo que es
excretada al ambiente conteniendo 44 aminoacidos. La proteina de inmunidad pap B protege ia
membrana de las células productoras del ataque de las pediocinas del exterior, sin embargo este

19




Antecedentes

mecanismo hasta el momento es desconocido. Una vez que la pediocina es liberada al ambiente
puede permanecer electrostaticamente adsorbida a la superficie celular o puede pasar al
ambiente dependiendo del pH. Con el tiempo, las enzimas proteoliticas, tanto las excretadas por
las células como las liberadas después de la muerte celular o lisis, degradaran las moléculas de

pediocina en el cultivo (Ray y col., 2000y 2001).

La Pediocina PA-1/AcH forma poros transitorios en la membrana y provoca un colapso del
potencial de membrana y fuerza motil proténica permitiendo la pérdida de iones de las células y
en consecuencia la muerte celular. La formacion de dichos poros no requiere una diferencia en
el voltaje entre el exterior y el interior de la membrana, tampoco es necesaria la presencia de
receptores especificos de proteinas en la membrana para la actividad de pediocina. Por el
contrario, las moléculas catidnicas de pediocina se unen a los acidos anidnicos lipoteicdicos y
teicdicos en forma dependiente al pH en la pared celular de las células productoras y otras
bacterias Gram-positivas. Sin embargo, el mecanismo de la accidn bactericida de la Pediocina PA-
1/AcH no estd completamente entendido aun. Una hip&tesis del mecanlsrno de accion puede
ser la siguiente: ’ .

e La mitad N-terminal de la rmolécula adopta una conformacuon lamlna B probablemente
S entre Cys 9

después de su unién a la membrana, la cual es estabilizada por una unlén

y Cys 14, .
e Los aminoacidos catidnicos (Lys 11 e His 12) se. unen a los fosfolipic
membrana a través de interacciones electrostétlcas

e No es esencial un receptor de protetnas para que la pe
ser que la presencia de este receptor me_,ore Ia accaén de
e La mitad C-terminal puede tener tamblén una confor 7
acuoso. pero la union S-S entre Cys 24 'y Cys 44 y la L
ayudar a transformarla en una estructura anfi ﬂuca ot hehcouda entrando en contacto con

la bicapa lipidica. : :
e [as moléculas de pediocina subsecuentemente se pégan eh: a me‘rr/'nbrana'causando 1a
formacion del poro. Esto causa la disipacion de la fuerza _rhotriz proténica debido a el
colapso del gradiente de pH y el potencial de membrana en una forma independiente al

voltaje.
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e La células pierden iones intracelulares, ATP y ya no pueden transportar aminoacidos y

glucosa.
e Estos cambios finalmente provocan la muerte celular.

La molécula es catidnica debido a la presencia de 4 lisinas y 3 histidinas y tiene un punto
isoeléctrico de 9.6. La carga neta varla con el pH del ambiente, especialmente en el intervalo
acido, debido a la histidina. La pediocina PA-1/AcH tiene 4 residuos de cisteina los cuales
retienen el grupo tiol (SH) en un ambiente reducido, pero en un ambiente oxidado forman dos
puentes disulfuro (-5-5-} entre -Cys9-Cys | 4- y -Cys24-Cys44-, Este esiado oxidado es esencial para
las propiedades bactericidas de la pediocina. En el fragmento N-terminal se encuentran 5
aminodcidos, -Tyr3, Gly 4, Asn 5, Gly 6 y Val 7 {[-YGNGV-) los cuales se han encontrado en todas

las bacteriocinas de la familia de las pediocinas y son importantes para la actividad bactericida.

La molécula es hidrofdbica debldo a:la, presencia de. un numero relativamente alto de
aminoacidos no polares. La mitad N—term:nal es proporcnonalmente mas hidrofilico que la mitad
C-terminal de la molécula. Debido a su naturaleza htdroréblca las moléculas nenden a agregarse
especialmente en un estado concentrado y aun pH por deba_;o de 6. :

A continuacion se describe la influencia de diversos factores en las propiédades bactericidas

de la Pediocina PA-1/AcH (Ray y col.. 2000). ' : :

1. Enzimas. Siendo un péptido, las pediocinas como otras bacteriocinas de bacterias Gram -
positivas, son hidrolizadas por enzimas proteoliticas y pierden su actividad bactericida. Las
pediocinas en general, son sensibles a quimotripsina, tripsina, ficina, papaina y proteasas:
{IV.IX, X, XIV, XV y XIX}. En general, no son sensibles a lipasas, amilasas, RNAsas o DNAsas.

El efecto bactericida de las pediocinas de cepas de P, acidilactic/ mas estudiadas

2. Calor.
La inactivaciéon

permanece estable después del calentamiento a 80° C por 60 minutos.
parcial ocurre posterior al calentamiento a 1 21° C por 15 minutos.

3. pH. Las pediocinas de cepas de £ acianactici retienen su actividad bactericida en un
intervalo de pH entre 3 a 9. A valores mas elevados de pH, la Pediocina PA-1/AcH pierde
su actividad después de almacenarla a 25 C a pH 10.0 por 24 horas. En general las
bacteriocinas son estables a valores bajos de pH.
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4. Solventes organicos y quimicos. La Pediocina PA-1/AcH retiene completamente su
actividad después de su exposicidn a diversos quimicos organicos, por ejemplo, acetona
{ 10098). cloroformo (40%6). isopropanol (80%b), etilalcohol (809%), hexano (809%). acetonitrilo
{70%), EDTA {10mM), SDS {196) y Tris (0.6M).

5. lones. Los cationes como el Ca*, Mg®". Mn?", K y Na” no reducen la actividad bactericida
de la Pediocina PA-1/AcH. En contraste, los aniones (especialmente CI'y {PO4)?) reducen
en gran medida su eficiencia bactericida. Sin embargo, este efecto depende de las
concentraciones relativas de la pediocina y de los aniones.

6. Tiempo de almacenamiento y temperatura. La Pediocina PA-I/AcH en cultivo y en
preparaciones parcial y completamente purificadas, en estado liquido y seco, retiene
completamente su actividad a -20° C y menor temperatura por més de 6 meses.

En el Area de Bioquimica de Macromoléculas del departamento de Blo[ecnologfa de la UAM
lztapalapa, se han efectuado estudios de la Pediocina producida por. A pafvu/us MXVK 133. Esta
cepa fue obtenida a partir de muestras de salchichas frescas y cedida generosamente por el Dr.
Victor Kuri de la Universidad de Queen’s Belfast, Irlanda del Norte, Reino Unido.

Las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas evaluadas se resumen a continuacién. El extractro
crudo mostré una actividad bactericida contra varias cepas de  Laclobacilus, Lactococcus.
Erterococcusy Listeria. La esterilizacion reduce considerablemente la actividad bactericida, pero
se mantiene completamente cuando se somete a pasteurizacion y en almacenamiento a
temperaturas de refrigeracion o de congelacidn por mas de uno y cuatro meses
respectivamente. La actividad tampoco se ve reducida cuando al extracto de pediocina‘se le

somete a valores de pH en el intervalo de. 4.5 a 10 durante 24 horas almacenado a 4°C.

Finalmente, el peso molecular aparente obtenido mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS-Tricina es de 4.2 kDa. Por lo tanto, la pediocina producida por £ parveius MXVK: 133
presenta propiedades similares a la pediocina PA-1/AcH (Hernandez, 2002). Los estudids_ péra,
determinar la secuencia aminoacidica y n.ucleotldica para la completa identiﬁcaéiéri dela
Pediocina producida por £ parnvulus MXVK 133 se estan llevando a cabo en estos morr‘le‘['t»tos.
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3. Desarrolio experimental

La metodologia para la determinacion de la estabilidad de Pediocina en recubrimientos

realizados a base de alginato se llevo a cabo en 4 etapas:

L Produccion de recubrimientos. Determinacion de proporciones y concentraciones
optimas de cloruro de calcio y alginato de sodio para la elaboracidén de los
recubrimientos.

. Produccién de Pediocina. Determinacidon de los parametros optimos para el
crecimiento de £ panwulus y para la produccion de su pediocina {medios de cultivo y
temperaturas de incubacion). Extraccion de Pediocina. Evaluacion de la actividad
inhibitoria de la pediocina. Determinacion de Unidades de actividad (UA) de 1a
pediocina.

. Aplicacion de la pediocina a los recubrimientos. Determinaciéon de 1a concentracién y
proporciones adecuadas de pediocina y alginato de sodio para la elaborac:én de los
recubrimientos activos. Determinacion de la estabilidad de la ped:ocu

matriz de alginato. .

Iv. Aplicacion de los recubrimientos con ped:ocnna a salchnchas
diferentes bacterias (Listeria mnnocua y Enreracoccu: faeca/
inhibicion de crecimiento de dichas bacterias. '

En el diagrama general se encuentra esquematizada la metodologia llevada a cabo (F)’gura 2).
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I Produccidn de la Pediocina a partir de £ panudus MXVK 133 I

l TGE® 370C
" CGB* 40°C

l'—' l Evaluacion de la actividad inhibitoria de la Pediocina l
- — Alginato de sodio
- ] .. -Cloruro de calcio

- Elaboracion de recubrimientos. - Formacion de
S L activos “o b O recubrimientos

! S

‘Evaluacién de las

Evaluacién de la actividad -y caracteristicas fisicas
- estabilidad de Pediocina -
dentro del recubrimiento

] ‘ : Evaluacion de la actividad
- o inhibitoria de los

recubrimientos activos en las
T salchichas

Listeria inoccta
Enterococcus laecalis

Figura 2. Diagrama general del desarrolio experimental.

* Medios de cultivo empleados para el crecimiento de £, parviiusy para la produccion de su pediocina
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3.1. Etapa l. Produccién de recubrimientos

3.1.1 Preparacién de soluciones de cloruro de calcio y alginato de sodio

Se prepararon 4 soluciones de alginato de sodio (SIGMA. San Luis, EUA) con una
concentracion de: 0.5, 1, 1.5 y 2 9%, calentando hasta la completa disolucion para las
concentraciones 1.5 y 2%. Asimismo se prepararon S soluciones de cloruro de calcio (J.T. Baker,
Xalostoc. México} con una concentracion de 30. 60. 80, 90 y 120 mM. Todas las soluciones se

esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.1.2 Preparacién de los recubrimientos .

Se realizaron diversos recubrimientos, primero variando la . concentracion - de -alginato y
dejando constante la de cloruro de caicio en 90mM. Una vez que 'se‘dbtuvofel recubrimiento
con mejores caracteristicas de color, maleabilidad, grosor " y - suavidad, -se " elaboraron
recubrimientos probando las distintas concentraciones de cloruro de calcio.

Los recubrimientos se elaboraron de la siguiente ;ma-nera‘: en -una ‘superficie plana de
geometria cuadrada con un area de aproximadamente 30 cm?, s‘e"v'ac'icb el cloruro de caicio Yy
sobre eéste con probeta, se adiciono el alginato, agitando el molde durante Ia adicion. Se permitia
la formacidon de la pelicula a temperatura ambiente variando el tiernpo de formacion de las
peticutas desde 17 a 24 horas dependiendo de la concentracion de 10s reactivos.

Se evaluaron las caracteristicas reoldgicas mediante la prueba de esfuerzo constante
empleando un Redmetro Bohlin CVO 50 {Bohiin Instruments. Nueva Jersey. EUA). Mediante esta
prueba el material es sujeto a un esfuerzo instantaneo y se observa la deformacién producida a
traves del tiempo. El redmetro fue equipado con una geometria de platos planos paralelos de 25
mm de diametro, utilizando un espacio entre planos de 1 mm. Las muestras fueron colocadas
entre los platos y sometidas a una esfuerzo oscilatorio maximo de 100 Pas, a 25°C. Los datos
fueron colectados durante 120 segundos. El desarrollo del recubrimiento fue estudiado en
tiempo real mediante la medicidn de viscosidad (n).elasticidad al aplicar una fuerza constante (Joc)
y recuperaciéon al eliminar la fuerza aplicada (Jor). Para cada uno de los recubrimientos este

procedimiento se realizé por triplicado.
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3.2. Etapa Il. Producciéon de Pediocina
Para el cumplimiento de esta seccidn se emplearon las siguientes cepas bacterianas:

a) Cepa productora de pediocina: Pediococcus panvuius MXVK 133,
b) Cepa sensible a pediocina: £riterococcus faecalis MXVK 22.

Ambas cepas se conservaron en medio de cultivo sdlido MRS (Difco, Detroit, EUA)
almacenado a 4° C. Antes de realizar cualquier prueba, las cepas fueron reactivadas en medio
MRS liquido. Para el caso de la cepa sensible. se realizaron dos resiembras, lé primera por 18
horas (D.O = 1.15) en 10 mL de medio y la segunda tomando | mL de la primera y colocandolo
en 9 mL de medio por 2 horas, ambas incubadas a 37°C. Para la cepa productora se colocd una

asada en medio liquido incubada a 37°C por 12 horas.

3.2.1 Determinacién de parametros oéptimos de crecimlento de F’. parvulus y para la

producciéon de su pediocina
Para tal efecto, se realizaron cinéticas de - crecimiento proba do dos medios de cultivo y

Anexo |, Tabla 2}).

Para la elaboracidn de las curvas !
indculo al 19 de la cepa productora react ada Una vez noculados se agltaron y se dejaron en

incubacion a la temperatura correspondvénte por 24 horas se mldlé el crecirmiento microbiano
mediante la densidad optica {DO) del cultivo a 660nm en uUn espectrofotdmetro Beckman DU-
650 (Beckman Fullerton, EUA} y el pH utmzando un potencidmetro Beckman {Beckman, Fulerton
EUA). Una vez determinados ambos parémetros cada muestra se sometié a un tra@miento
térmico a 70° C por 30 ‘minutos, para inactivar células y proteasas. Finalmente se efectud el
ensayo de actividad inhibitoria de cada uno de los tubos muestreados, el cual se llevd a cabo
mediante el método de difusion en placas de agar (ver Desarrollo experimerital 3.2.1.1. Ensayo
de la actividad inhibtoria de pediocina) {Bhunia y col, 1988) (Ver Anexo 2, Figura 1).
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3.2.1.1 Ensayo de la actividad inhibitoria de Pediocina
Se llevé a cabo mediante el método de difusidn en placas de agar (Bhunia y col, 1988), el
cual se indica a continuacidén {Ver Anexo 1. Figura 1). Este ensayo se realizd con el objetivo de

evaluar la posible actividad de la pediocina producida por £ panti/us y la sensibilidad de £

/Gecalis frente a dicha pediocina.

a) Preparacion del extracto libre de células de la cepa productora

Después del tratamiento térmico (70° C / 30 minutos), el pH del cuitivo se gjustd a 1 con HCI
IN. Posteriormente se agitd en parrilla de agitacion a la minima velocidad durante dos horas a 4°
C para permitir Ia completa desorcion de la pediocina de la pared celular de la bacteria, péra
después separar las células por centrifugacion utilizando una centrifuga IEC Jntemanonal
{Needham Height MA. EUA) a 4437 g (4200 rpm) por 15 minutos a 40 C. Las células se‘
descartaron y el pH del sobrenadante conteniendo la pediocina se ajustd a 6 con NaOH IN;
Finalmente el sobrenadante se esteritizd por filtracion con membrana de 0.2 um de dlémetro de

poro {Millipore, Durapore, Iretand).

b} Preparacnbn de la cepa sensible

c) Preparacion de cajas A

Se adicionaron 10 mL de medio MRS con agar bacteriolégico all; 59'6' (
petri estéril, se dejo solidificar en refrigeracion durante una hora. Sobre es
10 mL del agar suave previamente inoculado con la bacteria sensuble s dej
refrigerd por una hora. Transcurrido este tiempo se realizaron pozos en lé capa de'agar. superlor ’
con la base de una pipeta pasteur estéril (5 mm de diametro). En cada uno: d
colocaron 40 uL del extracto libre de células al que se le evalud ia actuwdad de ped:ocnna Se
incubd a 37° C por 18 horas y se evalud la actividad de pedlocma 'mldle:ndo los halos de

inhibicién producidos, con ayuda de vernier.
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3.2.2 Extraccion de Pediocina
Se utilizd la técnica basada en el principio de adsorcidén / desorcidbn dependiente del pH, Ia

cual ha sido exitosamente ultilizada en la extraccion de diversas bacteriocinas asociadas a la céiula
en grandes cantidades y en forma relativamente pura (Daba y col.. 1994).

3.2.2.1 Deteccidn del intervalo de pH para la adsorcién / desorciéon de ia bacteriocina
Antes de realizar la extraccion de la pediocina se realizaron pruebas para determinar el mejor
pH de adsorcidn y el de desorcidn. Para la realizacion de dichas pruebas, se reactivo la cepa
productora en medio CGB liquido a 40°C por 12 horas. Se inocularon al 19 9 matraces
conteniendo 100 mL de caldo CGB. Se incubd a 40°C por 12 horas. Después de este tiempo fos
matraces conteniendo el cultivo de P, parnvuius se sometieron a tratamiento térmico a 70°C por
30 minutos para posteriormente gjustarles el pH. Los valores de pH evaluados fueror: 1, 2, 3.
4. 5, 55, 6, 65 y 7.y sedejaron en agitacion lenta a 4°C por dos horas. Posteriormente se
centrifugaron por separado a 4437 gpor 15 minutos a 4¢ C. A los sobrenadantes obtenidos se
les ajustd el pH a 6 y se filtraron en membrana de 0.2 um de diametro de poro (Millipore). Por
otra parte las células se resuspendieron ern 5mL de agua destilada estéril con agitacion. A los
nueve sobrenadantes y sus respectivas células se les midid actividad de bacteriocina (apartado

321}

3.2.2.2 Extraccion de pediocina mediante adsorcién y desorcion (Ver Anexo 2, F:gura 2)
Luego de activar la cepa productora se tomd un indculo al 1% y se. colocé en el medno CGB
liquido contenido en matraces, el cual se incubd a 40°C por 12 horas Una vez transc :do este
tiempo, se aplicd un tratamiento térmico a 70°C por 30 minutos, posterlormente se les a_;usté el .
pH a 5.5 para permitir 1a adsorcion de la pediocina a la pared celular bactenana y se dejaron en:’
agitacion lenta por dos horas a 4°C. Posteriormente se centrnfugaron a 4437 gpor 15 mlnutos a:’
4°C. A las células se les dieron dos lavados centnfugando a. 4437 g a 4°C con 50 mL de
amortiguador de fosfatos 25 mM pH 6.5. El pellet obtenldo tras el segundo lavado, contenlendo
las células con la pediocina se resuspendieron’ en IOO mL: de una solucidn de cloruro de sodio
100 mM pH | y se dejé en agitacion suave por dos horas a 4°C promoviendo asi la compieta
desorcién de la pediocina de la pared celula ' Postenormente se centrifugd a 4437 g por 1S5
minutos a 4°C. Al sobrenadante obtenido contemendo la pediocina se le midid la actividad.
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El extracto de Pediocina obtenido fue el que se utilizd para realizar 1as pruebas restantes del

desarrollo experimental (Etapas il y IV).

3.2.3 Correlacion entre halo de inhibicién y Unidades de actividad {(UA)

Con el fin de conocer las UA a partir de los halos de inhibicion determinados en cualquier
prueba de actividad se realizd esta curva de correlacion. A partir del extracto de Pediocina
obtenido (sobrenadante obtenido en 3.2.2.2) se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:20, etc.)
con amortiguador de fosfatos 25 mM pH 6. Porciones de 40 pl de cada una de las diluciones
por duplicado fueron colocadas sobre placas de CGB y dichas placas incubadas en estufa a 37 C
por 18 horas y examinadas las zonas de inhibicidn de crecimiento {Apartado 3.2.1.1. Yang. 1994).

Las Unidades de actividad {UA) mL"' de cada una de las diluciones en las placas de CGB
fueron calculadas muiltiplicando el inverso de la mayor dilucion que dio un halo de inhibicion de
2 mm por el factor de dilucidon que en este caso correspondio a 25 (1000 ul / 40 ul)(Yangy col.’

1994. Bhunia y col., 1988).

3.3. Etapa M. Inmovilizacién de Pediocina a los recubrimientos de alginato
La solucion de alginato (1.5%) y pediocina se gelificd en forma de esferas, dejando gotear Ia

solucion de alginato en una de cloruro de calcio (20 mM) .

3.3.1 Determinacion del pH optimo para la actividad de la bacteriocina
ElpH dela solucion de bacteriocina se ajustd a 3, 4.41, 589, 6.15. 6.46 y 7.1, se adicion®
al alginato y. se fo@'mardn diferentes esferas a las cuales se les evalud la actividad inhibitoria

después de 0, 4. 6le dias.

3.3.2 Determmacién de la estabilidad de ped:ocma en la matnz de alginato.
Una vez elegldo el pH épt:mo de la pediocina se evaluaron dnferentes concentraciones de

ésta para ser mezclados con el alginato. Dichas concentracnones fueron 1125, 75, 56.25, 375,
esferas de alginato. las cuales se

18.75. 7.5 UA. Con estas concentraciones se reahza
conservaron a 4 C en cajas petri de vidrio selladas con paraf ilm, evaluéndoles su capacidad
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inhibitoria durante 19 dias, siguiendo el mismo procedimiento que en 3.2.1.1, colocando las

esferas directamente sobre las capas de agar. Después de 18 horas de incubacion a 37¢ C se
midid el halo de inhibicién de crecimiento producido.

3.4. Etapa IV. Aplicacion de los recubrimientos con pediocina a productos carnicos

procesados
Para medir la capacidad de inhibicidn de la Pediocina dentro de los recubrirmientos sobre las

salchichas se utilizaron las siguientes microorganismos indicadores:

a) Listeriz innocua ATCC 33090
b) Enteroccocus faecalis MXVK 22

L. innocua fue conservada a —80° C en una mezcla de medio de caldo de soya y tripticaseina
(TSB. Difco, Detroit, EUA) y glicerol al 20%. Antes de la realizacion de las pruebas. las cepas
fueron reactivadas en medio TSB (Difco) a 30-32¢ C por 18 horas (D.O = 0.5) para L /nnocua. l.a
reactivacion de £ (S?ecaﬂkse realizdé como se habla indicado anteriormente {Apartado 3.2).

De cada una de estas cepas se evaluaron dos dlferentes dlluctones bactenanas l IOO _y ‘1:10.

preparadas con agua peptonada (O I%) esténl

£ das ‘presenracxcsn de zoo’ ) Marca FUD,

Se utilizaron Salchvchas de cerdo t:p vena

solucidn de cloruro de calcio, en donde permanecaeron por un minuto.“Se: escumeron y se
colocaron en refrigeracion para permitir 1a completa formacién dela pellcula. Una vez formada
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ésta (aproximadamente después de 4 horas), las salchichas se guardaron en bolsas de plastico y
se almacenaron a 4° C. Para las salchichas control, se siguid el mismo procedimiento, utilizando
alginato estéril sin pediocina. Todo este proceso se llevd a cabo por cuadruplicado.

3.4.1 Evaluacion de la capacidad inhibitoria de las peliculas formadas en las salchichas
Cada tercer dia durante 10 dias se homogenizaron los 10 gramos de salchicha recubierta con

90 mL de agua destllada estérit en una licuadora casera estéril (Oster, Bartelesville. EUA} a

maxima velocidad durante 30 segundos A pamr de esta dlluaén ( 10°) se realizaron diluciones

seriadas empleando agua desnlada estén como d' uyente

En cada uno de los muestreos ise: mldlé el pH de la drluc:én lO‘ en un potencidmetro

Beckman (Beckman, Fullerton EUA)

Para realizar Ios conteos rmcrobnanos se mocularon por duphcado o. 1 mL de las diluciones
pertinentes en-la superfi cies de los rnedlos de cultivo empleados (para L. /nnocua agar selecnvo
PALCAM-Listeria y suplementos PALCAM-Llsterla MercK, Alemania, y para £ /aecalis medio KF,
ver composicion en Anexo | Tabla 3) esparctendo el :néculo con varillas de v:dno estérrles.
dejando incubar el uempo y a Ia termnperatura dptimas para cada una de las bacterlas empleadas
[30-32°C por 48 horas para L. innocuay 37°C por 48 horas para £ faecalis).

AdlCtonalmente se . reallzé el conteo 'de mesofilos aerobios totales, Hevando a cabo el
procedimiento arriba descrito utilizando agar nutrmvo (BIOXON Dickinson, México) corno medio
de crecimiento, incubando a 37°C durante 48 horas.

3.5. Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos por dupllcado Yy
estadistico SPSS version 8.0 mediante un modelo lineal de covarianza y ANOVA, asi como una

d phcado se anahzaron en el paquete

prueba de Duncan para ia comparacaén mulnple de med:as
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4. Resultados y discusion

4.1. Produccion de recubrimientos

Se prepararon dos tipos de peliculas, una variando la concentracion de alginato y otra
variando la concentracion de calcio. Se evalud el color, el grosor, la suavidad y la maleabilidad y
con base en estas propiedades elegir la concentracidon de alginato y calcio con las que se
obtenian las mejores peliculas. Las caracteristicas fisicas de las peliculas elaboradas variando las
concentraciones de alginato y las de cloruro de calcio se presentan en las tablas 6 y 8

respectivamente.

Tabla 6. Caracteristicas de las peliculas formadas. utilizando como variable la concentracion de aiginato.

Concentracién | Concentracion | Caracteristicas de 1as peliculas
de CaCl, (mM]} | de alginato (%)
S0 0.5 No se formao
Q0 1.0 Opaca, delgada, flexible, suave
Q0 1.5 Opaca, gruesa, flexible, suave
90 20 Muy opaca, gruesa, dura, poco
flexible

Con base en los resuitados de esta tabla, se observa que las mejores peliculas se obtenlan con
las concentraciones de alginato de 1.0y 1.5%, ya que con 0.5% de alginato la pelicula no llegd a
formarse completamente, mientras que con 2.0% la pelicula formada era poco flexible, gruesa,

opacay dura.

Visualmente las caracteristicas evaluadas de las peliculas elaboradas con I‘O Yy ‘l‘:5> %‘: de
alginato fueron muy parecidas. Posteriormente a estas peliculas se les determlnaron las
caracteristicas de viscosidad (n).elasticidad en la muestra al aplicarle una fuerza constante lJoc) yla
recuperacion al eliminar la fuerza aplicada {Jo). Las caracteristicas de resustencta evaluadas se

presentan en la tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas de resistencia de los recubrimientos elaborados.

Conc. CacCl; Conc. Alginato n (Pa/s) Joc {1/Pa) | Jor {1/Pa)
(mM) (96)

90 1.0 877107 | 1.17*10°" | 270*10°
90 1.5 6.98*10* 1.98*10° | 3.19*103

De esta tabla se observa que la concentracion con la cual se obtiene reoldgicamente la mejor
pelicula es 1.5% de alginato, debido a que la viscosidad es menor, presenta una mayor elasticidad
lo cual implica que la pelicula se deforma para impedir su ruptura y adicionalmente a esta gran
deformacion su capacidad de recuperacion también es mayor.

Tabla 8. Caracteristicas de las peliculas formadas, utilizando cormo variable la concentracion de CadCliy,

Concentracion | Concentracion Caracteristicas de las peliculas
de CaCl, (mM]} | de alginato {96)

30 1.5 No hubo formacidén

60 1.5 Opaca, grosor medio, muy poco

flexible (facitmente rompible),
muy suave

80 1.5 Opaca, delgada, flexible, muy
suave

90 1.5 Opaca. delgada, flexible, suave

120 1.5 Opaca, gruesa, poco flexible,
dura

Con base en esta tabla se deduce que la mejor concentracion de calcio es 20mM, ya que con
concentraciones menores 13as peliculas eran muy débiles y se romplan con el menor esfuerzo y
con una concentracion mayor a 90mM, la pelicula formada era muy dura y por o tanto muy

poco flexible.
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Las concentraciones de calcio y alginato elegidas coinciden con lo citado por Siragusa y col.

(1992} y Cutter y col. (1997).

4.2, Produccion de Pediocina

El crecimiento de P, parnvulusy la produccion de su bacteriocina se llevaron a cabo evaluando
dos diferentes medios de cultivo y temperaturas a diferentes tiempos durante 24 horas. El primer
medio de cultivo evaluado fue el medio TGE a 37°C mientras que el segundo .medio evaluado
fue el CGB a 40°C, el cual muestra la misma composicion base del medio TGE pefdcon citrato de
amonio y fosfato de sodio dibasico como ameortiguadores con una mayor canndad de triptona y
menor cantidad de glucosa y extracto de levadura (Ver Anexo |, Tabla ) y 2 i Para evaluar la
capacidad inhibitoria de la pediocina producida por P panulus se utmzé la cepa de E 1aecalis

MXVK 22 como microorganismo indicador.

En la figura 5 se observa que para el medio de cultivo CGB 1a produccxén de pediocina
estuvo directamente relacionada con el crecimiento, no observéndose tan &laramente para el
medio TGE. En el medio TGE, la produccion de la pediocina se observé durante toda la fase
estacionaria mientras que para el medio CGB la produccion se pudo observar desde la fase
exponencial y durante toda la fase estacionaria de crecnmrento “Clando 2 parvu/u: crecié en
medio TGE a 37°C la mayor actividad de pediocina se observd a'las’16 horas mientras que en
medio CGB a 40°C se obtuvo a las | 2 horas y en general durante toda la fase estacionaria de

crecimiento.

Contrario a lo citado por Ray y colaboradores en diversos estudios (1994, 2000 y 2001}en
donde se establece que la pediocina PA-1/AcH, obtenida de cepas de £ acidilactici tiene su
maxima actividad en medio TGE no amortiguado, el crecimiento microbiano de £ panwilus
MXVK 133 fue ligeramente menor en medio CGB a 40°C observandose una actividad de su
pediocina marcadamente mayor a la obtenida en medio TGE a 37°C durante la fase estacionaria
de crecimiento, sin embargo en el medio CGB existe un suplemento de triptona lo cual hace mas
complejo el medio, esto también fue observado por Yang y Ray { 1994) donde establecen que la
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suplementacion de triptona, glucosa y/o extracto de levadura incrementan la produccion de
pediocina.

Diversos estudios también han demostrado que a pesar de que medios simples permiten 1a
obtencion de altas cantidades de pediocina, los medios complejos son mejores para un alto nivel

de produccion de ésta. Adicionalmente esta tendencia fue observada tarnbién por Hernandez
{2002). Las temperaturas evaluadas (37 y 40°C) entran en el intervalo optimo de crecimiento del
género de Pediococcusy de produccion de pediocing, por lo que este parametro No tuvo efecto

considerable en la produccion.
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Figura 5. Curva de crecimiento de £ panwius MXVK 133 y de actividad de su Pediocina en medio de
cultivo TGE 37°C y en medio CGB a 40°C. Para el crecimiento microbiano (CGB 40), el coeficiente de
variacion fue menor a 8.7%, para el crecimiento microbiano (TGE -37) el coeficiente de variacion fue
menor a 5.819, para el pH (CGB 40} el coeficiente de variacion fue menor a 4.5% y para el pH (TGE 37) el

coefieciente de variacion fue menor a 1.87%.

Para los dos medios evaluados se determind el pH, observandose un descenso de éste

conforme aumentaba el crecimiento microbiano debido a la produccidén de acido lactico
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asociada a dicho crecimiento (Figura 6). Este descenso fue menos marcado en el medio CGB
debido a la presencia del citrato de amonio y fosfato de sodio dibasico como amortiguadores.

Crecimiento microbiano
(660 am)

9 4 19 24
Tiempo (horas)

—O— Crecimiento microbianc (CGB 40) —&—Crecimiento microbiano (TGE 37)

—@—pH (CGB 40) —a&—pH (TGE 37)

Figura 6. Curvas de crecimiento y de medicion de pH de £, panefus MXVK 133.

4.3. Extraccion de pediocina

4.3.1. Prueba de adsorcion / desorcion

Varios estudios han probado que en general, las células de una cepa bactenana productora
de bacteriocinas adsorben las moléculas de bactenoc:na que producen Se. ha destacado
también que la Pediocina AcH se adsorbe IOO% enun lntervalo de pH de 6.0 a'6.5 y la completa
desorcion se efectua a pH de 1.5 y por debajo de este valor {Yang. y col. 1992).
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Al hacer Ia evaluacidn a diferentes valores de pH, se observd la mayor adsorcion de pediocina
en las celulas a valores de pH de 3, 5, 5.5, 6 y 6.5 de los cuales, los valores 5 y 5.5 presentaron la
menor actividad en los respectivos extractos libres de células. Por otro 1ado, la menor desorciéon
de pediocina en las células se presentd a pH de | el cual coincidid con la mayor actividad de
pediocina en los extractos. En la figura 7 se muestra la actividad de las células y sus respectivos

extractos a los diferentes valores de pH evaluados.

j%
AN

—@— UA / mL (extractos) —O—UA/ mL (células)

Figura 7. Actividad inhibitoria de la Pediocina de £ panuilus MXVK 133 determinada a diferentes valores
de pH de adsorcion / desorcion.

Por lo anterior, se dedujo que el mejor pH de adsorcion en la pared de las células bacterianas
es 5.5 debido a que corresponde al punto donde se observa la menor actividad de los extractos
libres de células estando en coincidencia con o repbrtado en ia literatura (Daba y col, 1994,
Yang y col., 1992}. Mientras que, el mejor pH de desorcion de la pared de la célula bacteriana es
I en donde se observo la mayor actividad en los extractos libres de células y la menor actividad

de las ceélulas.
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En la figura 8 se observa un gjemplo de los halos de inhibicion generados por las células y su

respectivo extracto determinados a pH de 2.

Figura 8. Determinacion de la actividad inhibitoria de la Pediocina de £ panwius MXVK 133 empleando £
faecalis MXVK 22 como microorganismo sensible mediante los halos de inhibicion generados por el
extracto de desorcidon (1), las células desorbidas (2) y las esferas de alginato formadas con 1.5 mL de
alginato al 1.5% y 112.5 UA / mL de Pediocina (3). Las zonas claras indican que el crecimiento de £
1aecalis fue completamente inhibido.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.3.2. Correlacién entre halo de inhibicidn y Unidades de actividad (UA)

La figura 9 corresponde a la curva de correlacion obtenida a partir de diversas diluciones
seriadas del extracto de pediocina obtenida por la prueba de adsorcidon / desorcién dependiente

del pH. E!l extracto crudo obtenido contenia 750 UA / mlL de pediocina.

En todas las duuc:ones reahzadas se logré observar una relacion directa entre dilucion y halo
de inhibicitn Io. que permmé obtener la curva de correlac:én entre halos de inhibicidon y unidades
de actividad, corroborado por el coef‘ icie re de correlac:én obzemdo por correlacnén lineal (R2 ~

0.92).
04 4 L J

0,35
’E‘ 0,3 1
E=8
5 0.25 1
2
2 o2
£
S 0.5 4 y = 0.0053x + 0.0357
& R? = 0.9226
I 0,1

0,056 oe

(]
o 10 15 25 30 35 40 45 50‘ 85 . 60' : 85 .. 70 75‘
UA/mL T : :

Figura 9. Correlacion entre halo de inhibicidn y UA de la pediocina de A parvq/q:MXVK 133 adsorbida.
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4.4. Aplicacion de la pediocina a los recubrimientos de alginato
De acuerdo a lo reportado por Belitz { 1 997) el alginato gelifica por acidificacion y por adicion

de iones calcio. Al mezclar la pediocina (pH l)con el alginato (pH 6.73) éste gelificd
esportaneamente por lo que se evaluaron diferentes valores de pediocina para evitar dicha

gelificacion.
Los pHs evaluados y los finales se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Valores de pH evaluados en las esferas elaboradas a base de alginato de sodio y pediocina.

_pH (Pediocina) | pH (Alginato de sodio) | pH final (aiginato + Pediocina)
3.33 6.73 6.44
441 6.73 6.36
589 6.73 6.89
6.15 6.73 7.07
6.46 6.73 7.55
7.1 6.73 7.8

El valor minimo de pH de la solucidn de pediocina con el cual no se observd gelificacion
espontanea al mezclario con el alginato fue de tres. Cada una de las mezclas a diferentes pHs se
gelificaron en forma de esferas (de aproximadamente 3 mm de didmetro) en presencia de calcio
a las cuales se les determind su actividad en funciéon del tiempo (Tabla 1 1).

Tabia 11. Diametros de los halos de inhibiciérn en milimetros producidos por las esferas de alginato y

pediocina a distintos valores de pH.
PH pediocina | PH finat Tiermmpo (dias)

[¢] 4 6! 10

3.33 6.44 6 3 4.5 4
4.41 6.36 6 5 4.5 3.5
5.89 6.89 6 s 4 35
6.15 7.07 s s 4.5 4.5

6.46 7.55 5.5 S 4 3

7.1 7.8 5 s 4.5 3
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Las esferas evaluadas a los diferentes pHs presentaron actividad antimicrobiana con una
reduccion progresiva de ésta a través del tiempo de estudio. Sin embargo esta reduccion no fue
significativa (p > 0.05} para ninguno de los valores de pH evaluados (Ver Anexo 4, Tabla 1).

Se eligio el pH de 3.3 para ser utilizado en las pruebas posteriores debido a que a ese valor se
observéd una buena actividad inhibitoria, disminuyendo con respecto al tiempo, pero no en forma
significativa con respecto al resto de los pHs evaluados. Ese pH fue el minimo en el cual no se
presentd gelificacion espontanea del alginato y adermas este valor entra en el intervalo éptimo de
actividad de la Pediocina. Finalmente el pH de la mezcla alginato y pediocina pH 3.3 fue de 6.44
este valor entra en el intervalo de pH que presentan las salchichas {6.3 — 6.6). no modificando por

lo tanto el pH del producto final.

4.4.1. Determinacién de la estabilidad de pediocina en la matriz de alglnato

El alglnato {l 5 mL) se gem" icd en forma de esferas: en presencna de calcxo en exceso
evaluando dtsnntas concentracnones de pediocina medidas ‘en Umdades de: acthad su

correspondencia en uL se presenta enlatabla 12,

La estabilidad de la bacteriocina dentro "de la matriz: se: verlr'cé mldnendo Iz acuvadad
inhibitoria de las diferentes esferas expresada como acnvndad resndual tomando como - 100% el
halo de inhibicidn obtenido el dia de produccion de las esferas (Frgura 10}

Tabla 12. Correspondencia entre UA/mL y UL de pediocina.

Pediocina (ulL.) Pediocina {UA / mL)
10 7.5
25 18.75
50 375
75 56.25
100 75
150 1125
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Las esferas de alginato conteniendo la pediocina mostraron una actividad antimicrobiana
contra £ /aecals, 1a cual se vio reducida con el transcurso del tiernpo especialmente en aquellas
conteniendo la menor cantidad de pediocina (7.5 y 18.75 UA / mL) las cuales al término de!
estudio tuvieron 0% de actividad residual. Las esferas que contenian 56.25, 75y 1125 UA/ mL
mostraron una actividad inhibitoria estadisticarmmente no significativa a través del tiempo de
estudio al igual que las esferas con 37.5, 56.25y 1125 UA / mL (p > 0.05} {Ver Anexo 4, Tabla 2).

3238

Actvidad residual (%)

888588

s

-]

o

7
Tiempo (horas)

—eo—75UA/mL —8— 18,75 UA/mL —&—37,5 UA/mL

—a— 56,25 UA/mL

Figura 10. Estabilidad de la pediocina de £ panti/us MXVK 133 en las esferas elaboradas a base de
alginato de sodio durante |9 dias, expresada como actividad residual en porcentaje.

——75UA/mL --O--1125 UA/mL

La concentracion de pediocina elegida fue 75 UA / mL, debido a que su equivalente en pl
corresponde a menos del 10% de la cantidad de alginato utilizada la cual ‘no modifica la
concentracidon de éste. Junto con la concentracidn 112.5 UA / th présemé los mayores halos de
inhibicion evaluados {Ver Anexo 3, Tabla 1) y como :se. indicd arrjbé,nS mostré - diferencia
significativa con los valores inmediatos superior e inferior, sin'embérgo existid diferencia
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significativa entre esta y la concentracion de 37.5 UA / mL (p < 0.05) pero se debe a que la
concentracion de 37.5 UA / mlL presentd halos de inhibicidon iniciales pequerios comparados con
los obtenidos con 75 UA / mL (0.7 y 0.9 cm respectivamente) y a pesar de que el halo final de
ambas concentraciones fue parecido (0.4 para 37.5 UA/ mLy 0.45 para 75 UA / mL). Al hacer ia
conversidn a actividad residual el descenso Nno es tan marcado para la - concentracidon 37.5 UA /
mL contrario a lo observado para 75 UA / mL (57.14 y 50 % de actividad residual final

respectivamente]).

En la figura 8 se muestra un gjemplo de los halos de inhibicidn generados por las esferas de
alginato { 1.5 mL al 1.5%) conteniendo 112.5 UA / mL de pediocina.

4.5. Aplicacion de los recubrimientos con pediocina a productos carnicos

procesados

4.5.1. Evaluacion de la capacidad inhibitoria de las peliculas formadas en las salchichas

4.5.1.1.  Inhibicion de Listeria irinocua

El género Listeria esté muy dlfundldo ‘en la naturaleza pudléndose encontrar en la materia
S, a) Ias heces d s anlmales en las aguas residuales, en

té ena es L monogrogenes

vegetal en descomposncnén en los suel
el ensilado y en el agua D este gé
{Jay. 1994)..

Dado que la llsternoms es.un problema ‘de salud publica.sse:decidid estudiar el efecto de ia
a ‘que

patégenas se

estudio el efecto de la pediocina sobre L /nnqcuaq a;”i‘ po patégena

de L rmonocgrogenes (Jay., 1994).
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Para probar el efecto de Ja pediocina sobre el crecimiento de L /innocus se emplearon dos
diluciones (1:10, D.O. 0.1 y 1:100, D.O. 0.04) con las cuales se pretendia probar que la
concentracion inicial de L /nnocua tenia influencia en la accidn inhibitoria de la pediocina (a
menor carga inicial del microorganismo sensible, mayor sera el efecto antimicrobiano).

Las salchichas recubiertas con la pelicula de alginato conteniendo la pediocina. mostrd los
menores recuentos de L. /nnocua (cuando“éste se inoculd con una dilucion 1:100) con respecto
a las salchichas control no tratadas con la bacteriocina (P <0.05) (Figura 11) (Anexo 4, Tabla 3).

5
as //2
4
£
2as e
8 s o
a5 o ad
L= /
S 2
- AN /
s N pd
05— /
0
[} 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (dias)
—e—Con pediocina —o— Control (sin pediocina) -

mersion en una solucidn

Figura 11. Variacion de la poblacion de Listeria en salchichas inoculadas por ir
1:100 de L. /innocua, durante 10 dias de almacenarniento a 4" C. e

Partiendo con la misma carga de L innocua, 1a reducc:én fu mas ma cada en los dias 2 6y

8, obteniéndose al final del experlrnento una reduc nn" at:va {menos de 0.5

ciclos logaritmicos) con respecto al control. Al inicio (dlas 2 y 6) se observo una reducclén muy
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rapida en el crecimiento de L /nnocua en las salchichas con recubrimiento con pediocina,
incrementando lentamente hacia el dia 8, lo cual concuerda con lo establecido por Ray (2000).
quien indica que dentro de la poblacion de las cepas sensibles siempre existen algunas variantes
celulares que son capaces de crecer en presencia de pediocina.

o
»

[

»
]

»
«

log UFC/ g da salchicha
>

‘u‘

»
‘o

Al evaluarse la po
bacteria no se obse /S L
en las salchlchas control el crecvmlent :
desde el inicio y conservéndose [ ste efecto durante todo el estud:o {p < 0.05}) (Ver Anexo 4.
Tabla 4). En la :fi gura 12 se observa el crecimiento de 'L /nnacua en ‘las salchichas con

fue sagnlf' catxvamente menor (de 1 ciclo logaritmico})

recubrimientos con ped:oc:na y control {sm ped:ocma)

Al hacer la comparaci_éh de! ‘efe‘é:‘to éntibac(ériano de la pediocina sobre L. innocus entre las
dos diluciones probadas no se nota el efecto esperado, debido a que la carga inicial en ambas
diluciones fue parecida |diferencia de aproximadamente 0.5 ciclos logaritmicos). obteniendo al
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final del estudio una concentracion final de L. /innocua muy parecida (4.3 y 4 log de UFC / g de
salchicha tratada con pediocina para las diluciones 1:100 y 1:10 respectivamente).

'7 /
65 / -
6 /

5.5 el /0—’_"/
/
s P
' &
P

log UFC /g de salchicha

3.5
2 [:] 8 10

Tiempo (dlas)

—o— Control (sin pediocina)

—0— Con pedloclna

Figura 13.. Variacidn en la poblacién de mesdfilos aerobios en salchichas 1noculadas por mmers:én en
una solucion l lOO de I_ mnocud, durante |0 dias de almacenamiento a 4¢

N
»

&
]

log UFC/ g de salchicha
o N

L
=
©

8 10 12

Tiempo (dias)

o
N
ES

+cdntrol (sin pediocina)

—e— Con pediocina
Figura 14. Variacion en la poblacién de mesofilos aerobios en salchichas inoculadas por inmersidon en
una solucidn 1:10 de L /nnocus, durante | | dias de almacenamiento a 4° C.
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A la par del crecimiento de L. /innocus se evalud el de mesdfilos aerobios {Figuras 13y 14).
observandose en ambas diluciones muestreadas un mayor efecto inhibitorio de la pediocina en
las salchichas tratadas con ésta con respecto a las salchichas control (p < 0.05} (Ver Anexo 4,

Tablas S y 6).

Haciendo la comparacnén entre las duuc:ones evaluadas se observé como se esperaba una
mayor carga inicial en la dvlucnén I: lO Sm ernbargo el crec:mlento y Ia concentrac:bn final de
mesofilos aerobios fue muy pare da en ambas dlluc:ones (6.6 y 6. 3 log de UFC / g de salchicha

tratada con pedloc:na para

4.5.1.2. ’mhibicién'ae Er

a ésta (Jay..
esta bacteria.

1994), se decndlé estudiar: el efecto inhibitorio di

sobre la accion inhibitoria
{1:100y 1:10). ;

La Pediocina preseme en Ios recubnmlentos apl:cados en las salchtchas xnoculadas con la

dilucién 1:100 de En[e oca:éu.c Ié?e:a//s mostré un efecto annbactenano sobre ésta (p < 0.05}).
alcanzando reduccnones de I cnclo logaritmico los dias 2y 9. y de 2 ciclos logantm:cos losdias 5y
7 del estudio con respecto al control (Ver Anexo 4. Tabla 7) En la figura 15 se observa el
crecimiento de £ /E‘ieca/:en presencia Yy ausencia de ped{oc:na {control). .
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log UFC/ g de sakchicha
I
[

Tiempo (dfas)

—@— Con pediocina —O—Control (sin pediocina)

Figura 15. Variacion de la poblacion de Enterococos faecals en salchichas inoculadas por inmersion en
una solucion 1100 de £ /faecalis; durante 9 dias de almacenamiento a 4° C. ;

El estudio inici® con una concentracion de 4.5 log UFC / g para ambos. tratamientos.
alcanzando concentraciones finales significativamente menores en el tratamiento con pediocina

con respecto al control {p < 0.05} {7 y 8.5 log UFC / g respectivarmente).

En 1a figura 16 se muestra el crecimiento de £ /&ecalls aplicada a las salchichas en dilucion
1:10 en presencia y en ausencia de pediocina [control), donde se observa claramente el efecto
bactericida ocasionado por la pediocina, mostrando un efecto inhibitorio significative con
respecto al control (p < 0.05) (Ver Anexo 4, Tabla 8}. Partiendo de la misma carga microbiana
{aproximadamente 6 log UFC / g). se alcanzd para los dias 2 y 6 una reduccién de | ciclo
logaritmico y para el final del estudio mostrd la mayor reduccion, de poco mas de 2 ciclos

logaritmicos.
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o

N

\

\

bd
n

log UFC/ g da salchicha
~
)

¥ —e ———
55 + - v o ~
o - 1.7 2 3 4 5 -] 7 8. - -]
Tiempo (dias) . k
—&— Con pediocina —O— Contro! (sin pediocina)

Figura 16. Variacion de la poblacion de £riterococos raecalis en salchichas inoculadas por inmersion en
una solucidon 1:10 de & /Becals, durante 9 dias de almacenamiento a 4° C.

Haciendo la comparacion entre las dos diluciones evaluadas. se observa el efecto contrario al

esperado. Partiendo de una concentracion inicial mayor (para el caso de da. dllucvén AN IO) 1a
accion inhibitoria es mucho mas notable No observandose 'crecimiento durante el “estudio,

contrario a lo observado en la dilucién 1:100 en donde se observé crecimiento ' de’ & faecalis

significativarmente menor al del control.

En las figuras 17 y 18 se observa el crecimiento de mesdfilos aeroblos en presencra y ausencra

de pediocina. evaluando las diluciones 1:100y 1:10 respectivarnente.
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log UFC /g de salchicha
o
«

o
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«
o

Tiempo (dias)

—@— Con pediocina —O—Control (sin pediocina)

Figura 17. Variacion en la poblacidn de mesofilos aerobios en salchichas inoculadas por inmersion en
una solucidn 1:100 de £ /aecalis, durante 11 dias de almacenamiento a 4° C.

85

7.5 - /o/
o e

6 9=

log UFC /g de sakhicha
~

55
4

Tiempo (dias)

o
-
N
W

—&@— Con pediocina

Figura 18. Variacion en la poblacidn de mesofilos aerobios en salchichas :noculadas por inmersion en
una solucion 1:10 de £ /aecalis, durante 11 dias de almacenamiento a 4° : g
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Para la dilucion 1:100 se observa en general el mismo efecto inhibitorio que contra £ /Becalis,
mostrando para los dias 5y 7 el mayor efecto de mas de 1.5 ciclos logaritrmicos con respecto al
control, pero a diferencia de o observado con £ /3ecalls, 1a concentracion final de mesofilos
aerobios en ambos tratamientos [con pediocina y control) fue casi la misma (7.55y 7.74 log UFC
/ g respectivamente) sin embargo, significativamente menor con respecto al control durante el
transcurso del estudio (p < 0.05) {Ver Anexo 4. Tabla 9). Esto posiblemente debido a que en la
cuenta de mesofilos aerobios se recuenta toda fa flora con estas caracteristicas presente en la

salchicha.

Para la dilucion 1:10 el efecto inhibitorio de mesdfilos aerobios no fue tan notoria como con

£ feecals. ya que aqui sl se observé un crecimiento significativarmente - menor (de
aproximadamente 0.5 ciclos logaritmicos) con respecto al control (p < 0.05}{Ver Anexo 4, Tabla
10}, mostrando al final del estudio (dia 8) la mayor reduccidn, de un poco. mas de un ciclo

logaritmico con respecto al control.
Se puede observar también que el recubrimiento con pediocina tuvo un mejor efecto

inhibitorio contra Enterococcus fEecalis con respecto al de Listeria innocua debido a que &
raecalis esta filogenéticamente mas relacionada con Pediococcus panulus que con L irnnocua.

4.5.1.3. Medicién del pH

La medicidn del pH se efectud a la par.de la medicibn del crecimiento microbiano para
ambas cepas y diluciones evaluadas. Los resultados obtenidos se muestran_en las figuras 19 y 20.

Alas':'s'alchichas recubiertas con alginato y pediocina
el pH bero’ no estadisticamente significativa con respecto al

Para la dilucién 2131
generaron una may:
control (p > 0.05) {Ver (o]

Para Ia dilucién 1510 por. el cor]trano,".se obtuvo una disminucion estadisticamente significativa
de Ias salchichas control (p'< 0.0S) {Ver Anexo 4, Tabla 12), correspondiendc a lo obtenido con
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el crecimiento microbiano, un mayor efecto inhibitorio de la pediocina en la dilucién 1:10, por lo
tanto abservando una disminucidn mas marcada dei pH de las salchichas control y también con
respecto a las salchichas inoculadas con la dilucidn 1:100 de L. innocua.

8,5

8.4
‘ e e A
6.3 W
x
=S
6,2

59
o 1 2 3 4 s 7 8 -] 10
Tiempo (dfas)
——Dil 1:100, con pediocina —O—Dil. 1:100, contro!
—a&— Dil. 1:10, con pediocina . —e—Dil. 1:10, control

Figura 19. Evolucrén del pH en salch‘chas con re

brimiento con pediocina y control (sin pediocina)
inoculadas con £ /nacc‘uaa dlferente L s : - - :

En lo que respecta a‘iéls'd:lucic& es d 1 para ambos casos las salchlchas
control mostraron una d:sm:nucxén sign
recubrimiento con pedlocnna (p < 005) (Ver Anexo 4, Tablas 13 y 14). lo que concuerda con lo

observado en el cream:ento mlcrobrano en ausencaa de pedtocana se obtlene un mayor

may r. con’ especto a las’ salchlchas con

crecimiento m:croblano el cual genera una rnayor reduiccién del pH.
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4 5
Tiempo (dias)

—~O—Dit. 1:100, control_ -

—— Dil. 1:100, con pediocina :
—@—Dil. 1:10, controt

—a&—Dil. 1:10, con pt»a'diocin’a

Figura 20. Evolucnén del’ PHen salch:chas con recubnmnento con ped:ocnna y control {sin ped:oc:na)
inoculadas con £ faeca/:a dnferentes d:lucnones ; - .

De las dos bacterias evaluadas, :se observé una mayor disminucion del pH por parte de
Enterococcus /aecalls con respecto ala generada por Listeria innocud y esto es debido a que
esta ultima metaboliza la glucosa para dar principalmente acido lactico, mientras que £ /aecalis 1o

hace con un amplio rango de carbohidratos para dar también principalmente acido lactico (Holt

y col. 1994).
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5. Conclusiones

>

Y

Las concentraciones de alginato de sodio y cloruro de calcio con las que se obtuvieron los
mejores recubrimientos fueron: 1.5% y 90 mM respectivamente.

El medio de cultivo en el que se obtuvo 1a mayor produccion de pediocing a partir de £~
parvilus MXVK 133 es el medio CGB a una temperatura de 40°C Entre lahora 10yila 12
de incubacion de £ panvutus MXVK 133 en ese med:o de cultNo ya esa temperatura se

obtiene la mayor produccion de pediocina.

odo eficaz para
tilizando 1a
PH de desorcion

La prueba de adsorcion / desorcion dependieﬁte dv
purificar mayor cantidad de pediocina; Para'la’ pr
prueba sefalada, el mejor pH de adsorcuén es 5 5

es I.

Al adicionar pediocina en valores' de’ pH'menores de''3" al alginato” de- sodio ocasiona

gelificacion esponténea de éste {en ausencua‘de lones ca!cm)

Las concentraciones optimas de alglnaro y ped:oclna para la el'aboracién de los

recubrimientos fueron 1.5 mL de algnnato al 1.5%y 75 UA / mL de pednoc:na { 100 ulL).

La adicion de pediocina a los recubrimientos a base de alginato controld eficazmente el
crecimiento de L /noccua ATCC 33090y £ /aecalis MXVK 22. La pediocina de P, parnvilus
MXVK 133 tiene un efecto antimicrobiano mas efectivo contra bacterias relacionadas

filogenéticarnente.
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Anexo 1: Medios de cultivo empleados

Tabia 1. Medio TGE para crecimiento de £ panvuiusy produccion de su pediocina

Composicion g/ 100mi
Triptona 1.5
Glucosa 2

Extracto de levadura 1.5

Tween 80 0.2
Sulfato de Magnesio 0.005
Sulfato de manganeso 0.005

Ajustar pH a 6.8 con NaOH IN

Tabla 2. Medio CGB para el crecimiento de £, panvuius'y produccion de su pediocina

Composicion g/ 100mi,
Triptona 20
Glucosa 1.0

Extracto de levadura 05
Citrato de smonic 0z
Fosfato de sodio dibasico 0.2
Sulfato de Magnesio 0.01
Sulfato de manganeso 0.005
Tween 80 0.1
NaOH IN

Ajustar pH a 7 con
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Anexo |: Medios de cultivo empleados

Tabla 3. Agar KF, selectivo para Estreptococos

Composicion g/L
Peptona de caseina / Peptona de carne 10.0
Extracto de levadura 10.0.
Cloruro ssdico 5.0
Glicerofosfato sodico 10.0
Maltosa 20.0
Lactosa 1.0
Azida sodica 0.4
Purpura de bromocresol 0.015
Agar bacteriologico 15.0

Disolver y esterilizar cuidadosamente en autociave (10 minutos a 121°C). no sobrecalentar. Dejar
enfriar hasta 50°C aproximadamente e incorporar 10 mL de una solucién al 19 de TTC {cloruro
de 2, 3, 5 trifeniltetrazolio). S
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Anexo 2. Técnicas empleadas

Cepa sensible Cepa productora
) mL Ej fj
_—
0 — 0 2= 0 700
Stock MRS MRS Stoc 370C /RS] 2h A min
37°C/ 18h 37°C/ 2h

. Agitar lentamente .

100 pL — — Ajustar pH = 1
‘2 hrsy 4eC :
opL o b :
G -— ﬁ . ) Células
. - “Cent fu r 4437
10 mL Soin. salina . ,5",'n','n /gioc ) 5 B :
agar suave : R ) i Sobrenadante

con Pediocina

Filtrar con - T
“membrana 0.2um - w— AUstar pH = &
_de tamano de poro .

Refrigerar 1 h a8 ‘ : B
r—ﬁ S . Colocar 40 ulL de sobrenadante
R . con Pediocina a cada pozo

) L Hacer gozos
Refrigerar 1h . o

- ' IOmLMRS+I5%agar
. {agar base} -
Figura 1. Método de difusion en placas de agar {Bhuniay col., 1988}
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Anexo 2. Técnicas empleadas

G 200C _ G Agitacion suave
30 min
2h 4o
P pantidus MXVK 133 Ajustar pH = 5.5 rs/ 4eC
40°C/ 12 hrs
2 lavados con buffer 25mM ' Centrifugar 4437 g
pH =65 : 1S min / 4°C
- g Sobrenadante
{medir actividad)
ﬂ Células con pediocina Agitacién lenta
adsorbida, resuspender en
NaCl 100 pM pH = | >hrs 7 4ec
Sobrenadante con Pediocina g .
i widad} Centrifugar 4437 g
(medlr ac;wl 12 } 15 mmin / 49C

ﬂ Células libres de Pediocina
{medir actividad)

Figura 2. Técnica de adsorcidn / desorcion dependiente del pH para la extraccion de Pediocina.
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Anexo 3: Resultados anexos

Tabla 1. Estabilidad de la pediocina en la matriz de alginato medida mediante halos de inhibicion en cm.

Cantidad de pediocina (UA/ mL) | DiaO | Dia5 | Dia7 | DiaQ | Dia 19
7.5 0.5 0.45 [e] [e] [¢]
18.75 0.8 0.65 0.4 0.25 ]
37.5 0.7 0.65 0.45 04 04
56.25 08 0.7 0.5 0.45 04
75 0.9 0.75 0.6 0.5 0.45
11285 ! 0.9 0.65 0.55 0.45
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Anexo 4: Andlisis estadisticos

Tabla 1. Actividad inhibitoria de las esferas de alginato a diferentes valores de pH de pediocina.

Fuente de variacion p< Prueba de Duncan”
pH 0.1 pH Media
6.44 4.875b
6.36 4.750 ab
6.89 4.625 ab
7.07 4.750 ab
7.55 4.375a
7.8 4.375a
Tiempo ’ 0.001: - Tiempo (dias)
: : s .0 5.58d
4 5.0c
6. ) 433b
10 . 355a
pH * Tiempo 0.05

Tabla 2. Actividad residual en porcenraye de'las esferas de algunato evaluada a diferentes cantidades de
bacteriocina

Fuente de variacion Prueba de Duncan”®
Cant. de bacteriocina (UA/mL) |- Cant. Bac. Media
= . 75 38a
18.75 5250b
37.5 74.278 d
56.25 . 71.250 cd
75 60.07 be
112.5 71 cd
Tiempo IR 0.001 Tiermmpo (dias) Media
R SR o] 100 d
; 5 87.47 c
7 46.39 b
9 . 38.36 ab
19 3368 a
Cant bac *- tiempo : 0.005¢

* Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05
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Anexo 4 : Anailisis estadisticos

Tabla 3. Crecimiento de Zisteria innocua Dil. 1:100
Fuente de variacion p< Prueba de Duncan®
Tratamiento 0.010 Tratamiento Media
Con bacteriocina 2073 a
Sin bacteriocina 2821 b
Tiempo 0.001 Tiempo Media
(o} 257c¢
2 0.43 a
6 1.51'b
8 "332c
10 4.39d .
Tratamiento * tiempo 0.175

Tabla 4. Crecimiento de Listeriz irnocua Dil. 1:10°°

Fuente de variacion p< Prueba de Duncan” ST
Tratamiento - 0.00t Tratamiento Media:.. -
: Con bacteriocina  ,3.3,8 5 ka?"
Sin bacteriocina : 4376 b :
Tiempo 0.001 Tiempo Média .
' o) 2846 a
4 3.791b
6 - 4.039 bc
8 4259 bc
11 4.469C
Tratamiento *'tiér;"jpd 17’0223 ‘

° Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05




Anexo 4 : Analisis estadisticos

Tabla 5. Crecimiento de Mesofilos aerobios Dil. 1:100
Fuente de variacidon p< Prueba de Duncan®

Tratamiento 0.001 Tratamiento Media

Con bacteriocina 536a

Sin bacteriocina 6.18b

Tiempo 0.001! Tiempo Media

o} 3.994 a

2 547b

6 6.055c
8 6351 c

10 " 6.984d

Tratamiento * tiempo 0.799
Tabla 6. Crecimiento de Mesodfilos aerobios Dil. 1110

Fuente de variacion p< Prueba de Duncan” T
Tratamiento 0.001 Tratamiento ;-Media:..
Con bacteriocina - ... . 599a"
Sin bacteriocina . v i 17.046 -

Tiempo 0.001 Tiempo U Media

(o] ) 59%9a .

"4 6.185a

6 ' 5913a

. .8 7.10b"

11 7.38Db
Tratamiento * ti‘émpok' 1 oo 10

* Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05
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Anexo 4 : Anadlisis estadisticos

Tabla 7. Crecimiento de_£riterococcus faecals Dil. 1:100
Fuente de variacion p< Prueba de Duncan”®
Tratamiento 0.001 Tratamiento Media
Con bacteriocina 5.366a
Sin bacteriocina 6.665b
Tiempo 0.001 Tiempo Media
o} 4.040 a
2 5.474 b
s 6.165 bc
7 6.610c
9 7794
Tratamiento * tiempo 0.006
Tabla 8. Crecimiento de £nterococcus faecalis Dil. 1:10
Fuente de variacion p< Prueba de Duncan® e
Tratamiento 0.001 Tratamiento 1 Media
Con bacteriocina S 5799a
Sin bacteriocina - 7l96b e
Tiempo 0.00! Tiempo © . i Media -
' 0 58162
- B 6561 b
6 " 6.305ab
8 ‘ 7.308¢c
Tratamiento * tiempo . | 0.001'

* Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05
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Tabla 9. Crecimiento de Mesofilos aerobios Dil. 1:100
Fuente de variacion —f p< Prueba de Duncan®

Tratamiento 0.001 Tratamiento Media
Con bacteriocina 6.151 a
Sin bacteriocina 7.184b

Tiempo 0.001 Tiempo Media

o 5.69a

2 6.05a
5 6.84b .

7 7.00b

9 7.74c

Tratamiento * tiermpo 0.001
Tabla 10. Crecimiento de Mesdfilos aerobios Dil. 1:10
Fuente de variacion p< Prueba de Duncan®

Tratamiento 0.081 Tratamiento Media

Con bacteriocina .6.53a

Sin bacteriocina - 747 a

Tiempo 0.056 Tiempo .- . ) " Media

o 597 a

2 ; 674 ab

6 8.08b

8 ‘7.20ab

Tratamiento * tiémbo 0344 N

° Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia - 0.05
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Tabla 1 1. Evolucion del pH. L. innocua Dil. 1:100

Fuente de variacion p< Prueba de Duncan®

Tratamiento 0.183 Tratarmiento Media
Con bacteriocina 6.27 a
Sin bacteriocina 624 b
Tiempo 0.001 Tiempo Media
o 6.487 c
2 6.267 b
6 6.266 b
8 6.226 b
10 . 6041 a

Tratarmiento * tiempo o8l :

Tabla 12. Evolucion del pH. L /innocuz Dil. 1:10

Fuente de variacién p< Prueba de Duncan® R
Tratamiento 0.001 Tratamiento ~ o Media.
Con bacteriocina = -0 6378,

Sin bacteriocina 6191 6

Tiermpo 0.001 Tiempo . o Media S

) T 640d
ez e 697 ab
6 e331c

g i e230b
SoTngget T g 1a6a

Tratarmiento * tiempo_ .|~ 0.001

* Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05
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Tabia 13. Evolucion del pH,. £ &Secals Dil. 1:100
Fuente de variacion p< Prueba de Duncan®

Tratamiento 0.001 Tratamiento Media

Con bacteriocina 642 a
Sin bacteriocina 6.088b

Tiempo 0.001 Tiempo Media
o 6.498 ¢
2 6.373b
5 6.356b
7 6.342b

9 5.716a

Tratamiento * tiempo 0.001
Tabla 14. Evolucion del pH. £ &eca/s Dil. 1:10
Fuente de varaiacion p< Prueba de Duncan” . :
Tratamiento 0.001 Tratamiento Media
Con bacteriocina : 6.466 a
Sin bacteriocina . - . 6.21b .

Tiempo 0.001 - - Tiempo Media

’ o 6.541 ¢
2 - 6.493 bc

6 ' 6.329b
8 ' 599a.
Tratamiento * tiempo - | 0.001

* Letras diferentes indican diferencias significativas con una significancia = 0.05
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