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Resumen

En el presente trabajo se caracterizé el efecto que los sobrenadantes de Pediocuccus
acidilactici ATCC 8042 podrian provocar en el crecimiento y produccion de algunos
factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (exopolisacaridos y
pigmentos pioverdina y piocianina). Utilizando el MRS modificado para la obtencion
de los sobrenadantes de P. acidilactici en fase logaritmica y estacionaria se observo
por SDS/PAGE que las proteinas producidas, en concentracion, cantidad y pesos
moleculares diferian en cada fase de crecimiento. Se comprobd la actividad de
Peptidoglicano hidrolasas en zimogramas de actividad en SDS/PAGE sobre
Micrococcus lysodeikticus con bandas de 115 y 110kDa, ya reportadas y otra no
reportada a 61 kDa. Adicionalmente, en zimogramas con células de P. aeruginosa se
observaron dos proteinas, de 21 y 17 kDa, capaces de lisarlas y que sélo estan
presentes en los sobrenadantes de fase estacionaria. Mediante las pruebas de
inhibicion en agar no se pudo determinar el efecto de los sobrenadantes, ya que los
resultados dependian del medio de cultivo. En las cinéticas de crecimiento de P.
aeruginosa se demostr6 que los sobrenadantes provocaban un efecto retardador en el
que se prolongaba la fase lag de 4 a 8 h, aunque a las 24 h de cultivo se alcanzaban
concentraciones (UFC/mL) sin diferencia estadistica respecto del control, se
evidencié que el Acetato de Sodio, Acido Ascérbico o Tween 80 provocaban un
efecto similar. Al adicionar los sobrenadantes de los cultivos de P. acidilactici de
ambas fases, logaritmica y estacionaria se observd que provocaron un aumento de
mas de 107 veces en la produccion de equivalentes de glucosa y de 164 veces mas
de 4cidos urdnicos, respecto del control, sin embargo todos los sobrenadantes
redujeron dristicamente la produccién de piocianina hasta en un 89% de la
produccién del control. Todos los sobrenadantes provocaron una mayor produccién
de pioverdina en términos de absorbancia A4os/600nm a las 12 h de cultivo, sin embargo
a las 24 h los niveles observados no presentaron diferencias estadisticas respecto del

control.
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Abstract

In this paper was characterized the effect of Pediocuccus acidilactici ATCC 8042
supernatants in the growth and production of some virulence factors of Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 (exopolysaccharides and pigments pyocyanin-pyoverdin).
Using MRS modified media to obtaining the logarithmic and stationary phase
supernatants of P. acidilactici, was observed by SDS / PAGE the proteins produced,
concentration, amount and molecular weights which differed in each growth phase.
The activity of peptidoglycan hydrolase in SDS / PAGE zymograms on Micrococcus
lysodeikticus with 115 and 110kDa bands, as reported and another 61 kDa unreported
was found. Additionally, zymograms with P. aeruginosa cells two proteins of 21 and
17 kDa, able to lyse them were observed, present only in the stationary phase
supernatant. Inhibition tests by agar could not determine the effect of supernatants,
since the results were dependent on culture medium. In P. aeruginosa the kinetics of
growth was shown that the supernatants caused a retarding effect on the lag phase
stretched 4 to 8 h, but after 24 h of culture concentrations (CFU / mL) were achieved
without statistical difference to the control, it was shown that sodium acetate,
ascorbic acid or Tween 80 caused a similar effect. By adding the supernatants of P.
acidilactici of both phases, logarithmic and stationary, were observed an increase of
over 107 times of glucose equivalents and 164 times more uronic acids production,
compared to the control. But all supernatants slashed production pyocyanin up to
89% of the production control. All supernatants led to increased production of
pyoverdin in terms of absorbance A40s/600nm at 12 h of culture, but at 24 hours the

levels observed were not statistically different compared to the control.
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Introduccion

El principio de la bioconservacion de alimentos es el uso de compuestos naturales, microbiota
natural o controlada, sus metabolitos o ambos como herramientas biol6gicas para en el
control sanitario de los mismos (Zhou et al., 2010). Pseudomonas aeruginosa es un
microorganismo alterante de la carne, capaz de producir grandes pérdidas econdmicas; estos
microorganismos considerados como oportunistas, producen exopolisacdridos (EPS),
principales constituyentes de las biopeliculas que facilitan su sobrevivencia. Debido a que es
parte de la microbiota de origen en la carne, a sus caracteristicas y en especial a la produccion
de dichas biopeliculas, es un reto garantizar la calidad y la inocuidad de la carne al asegurar

su ausencia en estos alimentos (Borch ef al., 1996; Gram et al., 2002).

Las bacterias acido lacticas (BAL) son capaces de producir diferentes metabolitos con
actividad antibacteriana; Pediococcus acidilactici ATCC 8042, ha sido estudiado por su
capacidad de inhibir a otros microorganismos al adicionarse como cultivo iniciador en la
fermentacion de productos céarnicos (Quiroz, 2004). Llorente (2008) demostré que la cepa
ATCC 8042 produce varias hidrolasas que actian sobre substratos proteicos y sobre el
peptidoglicano de la pared celular de bacterias Gram positivas, posteriormente, Martinez
(2011) observo in vitro el efecto inhibidor que el sobrenadante neutralizado tuvo sobre
microorganismos de interés sanitario tales como Listeria monocytogenes ATCC 15313 y
sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Particularmente, en el caso de P. aeruginosa
se observd un efecto antagénico con el aumento en la fase de latencia, la disminucién del
crecimiento en la fase logaritmica y por consiguiente en la concentracion bacteriana, ademas
se observé que ya no fue capaz de producir pigmentos, relacionados con los factores de

virulencia de este microorganismo.

En la presente investigacion se continuard con la identificacion del efecto que tiene la
actividad antibacteriana del sobrenadante de la cepa ATCC 8042, sobre la expresion de

algunos de los factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.






1. Marco Teoérico

1.1. Contaminacion de Carne y Derivados

La carne es definida como la estructura compuesta por fibra muscular estriada, acompafada
o no de tejido conjuntivo eldstico, grasa, fibras nerviosas, vasos linfaticos y sanguineos, de
las especies animales autorizadas para el consumo humano (Modificacién de la Norma
Oficial Mexicana NOM-009-Z00-1994, 2007). El alargamiento de la vida de anaquel y el
mantener las caracteristicas organolépticas y de calidad de la carne (color, olor, textura y
sabor), estdn asociadas con un gran nimero de factores interrelacionados, entre los que
destacan la microbiota del alimento y los factores intrinsecos a él, tales como la temperatura,

la cantidad de oxigeno, las enzimas endégenas y la humedad (Zhou et al., 2010).

El musculo como tal se considera estéril, sin embargo, se puede contaminar con
microorganismos indeseables durante el procesamiento de la canal, donde los
microorganismos presentes en el ambiente, en los utensilios y operarios durante el desollado
y eviscerado, o por el contacto con la piel o con el contenido del tracto gastrointestinal del
animal, asi como el agua utilizada para la limpieza, las superficies de contacto durante el
almacenamiento y procesado, el equipo de trabajo y las puertas y paredes de la planta de

sacrificio pueden producir cierto grado de contaminacién (FAO, 2007).

1.2. Microorganismos alterantes

El deterioro de los alimentos es un proceso complejo y grandes cantidades de alimentos se
pierden debido a las alteraciones que provocan los microorganismos, incluso con las
modernas técnicas de conservacion. La microbiota presente estd dada en funcién de las

condiciones del proceso, conservacién y almacenamiento del producto (Gram et al., 2002).

El deterioro de las carnes rojas puede ocurrir tanto a temperatura ambiente, como en
condiciones de refrigeracion, por la accién de microorganismos mesoéfilos y psicrofilos, en

la superficie del alimento, aunque éste se puede producir en el interior cuando se trata de



productos carnicos crudos, curados o madurados. En condiciones de refrigeracion y mesofilia
pueden intervenir las especies de los géneros Alcaligenes, Acinetobacter y especialmente
Pseudomonas cuyos miembros producen compuestos de olor desagradable debido a la

degradacién de aminodcidos (Gram et al., 2002; Nychas et al., 2008).

Adicionalmente se pueden producir biopeliculas por bacterias ubicuas, patégenas y
alterantes, que les confieren propiedades de adhesion a superficies y supervivencia a
condiciones de estrés formando comunidades uni o multiespecie con funciones complejas
(Chmielewsky y Frank, 2003); una de ellas es la activacion de los sistemas quorum sensing
que derivan en la produccion de substancias que favorecen la virulencia de patogenos y la
actividad de las bacterias alterantes de los alimentos, por lo que nuevos estudios se han
llevado a cabo para generar nuevas tecnologias para su control (Jamuna Bai y Ravishankar

Rai, 2011).

Ejemplo de lo anterior es la aparicién de brotes de enfermedades debidos a la presencia de
patégenos dentro de las biopeliculas de Pseudomonas spp. como Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes, derivados de una limpieza y desinfeccion pobres, que favorecen la
acumulacion de suciedad y presencia de humedad en superficies, equipos y ambientes en los

que los alimentos puede tener contacto (Chmielewsky y Frank, 2003).

1.2.1. Pseudomonas spp.

Son bacilos rectos o ligeramente curvos, Gram negativos, aerobios, catalasa y oxidasa
positivos, con un flagelo polar, aunque en forma ocasional pueden tener dos o tres flagelos;
son psicrotréficos y pueden crecer a 5°IC. Por sus simples requerimientos nutricionales,
pueden sobrevivir y crecer en casi cualquier ambiente con cantidades minimas de compuestos
orgénicos. Se encuentran en suelo, agua, tierra, plantas, animales y sobre superficies de frutas

y verduras (Cornellis, 2008).



El género Pseudomonas spp., es en la mayoria de los casos el responsable de la alteracién de
la carne y productos cdrnicos almacenados en condiciones aerobias y a temperaturas de
refrigeracion (Borch et al.,1996; Arnaut-Rollier et al., 1999y Doulgeraki et al., 2012), y son
tres las especies mds importantes de Pseudomonas: P. aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens 'y
P. lundensis (Nychas et al., 2008). Estas bacterias utilizan primeramente la glucosa como
fuente de carbono con la produccién de acetoina, dcido acético, acido isobutirico y 4cido
isovalérico. Cuando la glucosa se agota, utilizan los aminoacidos dando lugar a la formacién
de sulfuros (H»S, metil sulfuro), ésteres, 4cidos, etc. Cuando estas alcanzan un nivel de 10®
UFC/g, se activa el sistema quorum sensing y la produccion de exopolisacarido, responsable
de la formacion de biopeliculas, asi la superficie del tejido muscular comienza a ser pegajosa;
ademds se producen olores afrutados cuando las cuentas se incrementan a 10° UFC/g.,
haciendo al producto indeseable para consumo humano (Ercolioni et al, 2006 y
Chmielewsky y Frank, 2003).También es considerado como un patégeno oportunista en

infecciones cisticas, respiratorias e intrahospitalarias (Waters y Bassler, 2005).

1.2.1.1. Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa
Durante la dltima década se han hecho esfuerzos por comprender y detectar las sefiales de
quorum sensing que permitan contrarrestar en la industria alimentaria el fenémeno de la

produccion de enzimas, pigmentos y mds importante, las biopeliculas.

Entre los factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa mas estudiados, se tienen a los
productos finales del sistema guorum sensing como la produccion de biopelicula y de los
pigmentos piocianina y pioverdina, se denominan asi ya que gracias a ellos P. aeruginosa
puede actuar como patégeno oportunista evadiendo el sistema inmunitario y resitiendo a
quimicos y antibiéticos (Chmielewsky y Frank, 2003, Waters y Bassler, 2005 y Jamuna Bai
y Ravishankar Rai, 2011).



1.2.1.1.1. Biopeliculas
P. aeruginosa son microorganismos alterantes ubicuos y han sido el modelo bacteriano en
los que se ha realizado la mayoria de los estudios de formacién de biopeliculas, cuya
estructura es compleja e involucra tres componentes:
a) la masa de bacterias, la cual estd formada por una sola especie o por multiples
especies;
b) los espacios extracelulares o canales

¢) y la matriz extracelular que la rodea (De Kievit et al., 2001).

La cercania entre las bacterias facilita la transferencia horizontal de genes, pldsmidos o fagos,
lo cual favorece la diversidad genética de las comunidades microbianas (Figura 1), a través
de los canales se intercambia oxigeno, agua y nutrientes. La matriz extracelular esta
constituida por diversas sustancias como proteinas, dcidos nucleicos, y una mezcla de
exopolisacdridos (EPS) como el alginato, tienen diversas funciones: actian como un
mecanismo de concentracién de nutrientes, previenen el acceso de ciertos agentes
antimicrobianos o restringen su difusién hacia el interior de la biopelicula, debido a sus
cualidades impermeables y actian como protectores contra factores ambientales
desfavorables o condiciones de estrés ambiental como rayos ultravioleta, cambios de pH,

choque osmético y desecacion (Golovlev, 2002; Knezevic y Petrovic, 2008).
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Figura 1. Comunicacion intraespecie

Fuente: Cunningham et al., 2010

Las biopeliculas se desarrollan sobre cualquier superficie himeda con una minima presencia
de materia organica. La unién a la superficie es acompafada por la formacién de
microcolonias y finalmente se da la maduraciéon de éstas dentro de una capsula de
exopolisacdridos. Esta poblacion de bacterias funciona de un modo complejo y coordinado,
en la cual cada una actia como parte integral de una comunidad. La formaciéon de una
biopelicula incluye diferentes etapas (Figura 2): 1) fijacién bacteriana sobre la superficie por
medio de adhesinas, fimbrias, de flagelos o de ambos; 2) tras la adhesién comienza la
multiplicacion y las células hijas se esparcen sobre la superficie formando microcolonias; 3)
la colonia comienza a secretar una matriz de exopolisacaridos que dan lugar a un complejo
de estructura tridimensional; 4) se forman canales por los cuales las bacterias de capas
profundas pueden adquirir nutrientes y 5) finalmente, si las condiciones ambientales lo
permiten se pueden extender hacia otras areas o liberarse algunas células con capacidades
plankténicas para colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de formacién de la

biopelicula(Stoodley et al., 2002, Toutain et.al., 2004; Lembre et al., 2012).



Figura 2. Etapas de la formacién de una biopelicula, 1) Adherencia Inicial, 2) Formacién de
microcolonias, 3) Formacion de macrocolonias, 4) Maduracion de la biopelicula y 5)
Separacion de la biopelicula

Fuente: Stoodley et al., 2002

1.2.1.1.2. Exopolisacaridos

Uno de los factores claves de la estructura de la biopelicula es la matriz polimérica
extracelular o polisacdridos extracelulares (EPS) (Cuadro 1). Los EPS proveen la matriz en
la que se localizan las células actuando también como una cubierta protectora, asi como una
fuente de carbono y energia de reserva (Toutain et al.,2004). Las sefales celulares que le
permiten a la bacteria identificar el momento 6ptimo para sintetizar los exopolisacdridos son
multifactoriales, destacan la presencia o ausencia de ciertos nutrientes, la de sustratos a los
cuales se puedan adherir las células plankténicas y el mismo contacto con dicha superficie.
De este modo la ruta de sefiales desencadena la activacion del operén alg, encargado de

transformar la manosa en d4cido manurénico y de excretarlo al medio para generar la matriz



extracelular de alginato (Davies efal., 1993). Plata Stapper et al.,(2004) han demostrado que
no siempre los exopolisacdridos son esenciales en la formacion de la biopelicula, sin embargo

la falta de produccién de alginato tiene efectos importantes en la arquitectura de la misma.

Cuadro 1. Contenido de Exopolisacdridos (EPS) en biopeliculas de Pseudomonas

aeruginosa
Fuente de la Biopelicula Naturaleza de los Concentracion
carbohidratos (%)
Acido Manurénico (Alginato) 0-100
Glucosa 0-56.0
Pseudomonas aeruginosa Ramanosa 0-20.7
Galactosa 0-12.4
PAO1 Manosa 0-13.9
PDO300 Xilosa 0-9.7
algD Ketodeoxioctulosanato 0-9.1
PA14 N-acetyl galactosamina 0-1.9
ATCC 9027 N-acetyl fructosamina 0-7.5
N-acetyl glucosamina 0-3.8
N-acetyl quinovosamina 0-18.1
Amino azucares desconocidos 0-5.0

Fuente: Modificado de Lembre, et al., 2012

1.2.1.1.3. Alginato

Los alginatos de origen bacteriano son polisacdridos producidos por microorganismos como
Pseudomonas aeruginosa y han sido ampliamente estudiados. Se trata de un exopolisacarido
de un peso molecular relativamente alto, que esta constituido de residuos de dcidos urénicos
como B-D-manuronato (M) y su epimero en C-5, a-L-glucuronato (Figura 3). Generalmente,
los monémeros forman un bloque copolimérico con regiones homopoliméricas de poli- B-D-
manuronato (Bloques-M) y poli- a-L-glucuronato (Bloques-G) asi como regiones

heteropoliméricas (Bloques-MG) (Golovlev, 2002; Lembre ef al., 2012).



Figura 3. Estructura del Alginato (G) Glucoronato, (M) Manuronato
Fuente: Lembre et al., 2012

Pseudomonas aeruginosa tiene 24 genes involucrados en la produccién y secrecion del
alginato, ocho de los cuales estdn implicados en la exportacion de los dcidos alginicos, doce
se encargan de su biosintesis y s6lo 4 se involucran en la regulacién de su sintesis (Figura 4)

(Lembre et al., 2012).
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Figura 4. Biosintesis del alginato

Fuente: de Lembre e al., 2012



1.2.1.14. Pigmentos

Entre las bacterias productoras de pigmentos hay algunas que producen fenazinas y/o
sider6foros, que pueden funcionar como factores de virulencia porque facilitan el crecimiento
en condiciones limitadas de hierro. Las fenazinas, como el dcido phenazina-1-carboxilico
(PCA), el 4cido 2-hidroxiphenazina-1-carboxilico, la phenazina-1-carboxamida (PCN) y la
piocianina (PYO), generan potenciales redox que ayudan a los microorganismos a combatir
a otros para poder establecerse. Los sider6foros, como los ferricromos, las desferrioxaminas,
fusarininas, ornibactinas, enterobactinas, bacillibactinas, vivriobactinas, azotobactinas,
pioverdinas (PVD) y yersinibactinas, son quelantes del hierro, que ayudan a sobrevivir a los
microorganismos en un medio escaso de nutrientes (Mavrodi et al., 2001; Mavrodi et al.,

2010 y Nadal Jiménez et al., 2012).

a) Piocianina

La piocianina (PYO) es un derivado de las fenazinas, metabolito activo que tiene una funcién
redox que actia como competidor bacteriano y factor de virulencia; se estima que del 90 al
95% de las Pseudomonas aeruginosa aisladas la producen (Pichardo Reyes, et al., 1981). Su
sintesis depende de los sistemas las y rhl del quérum sensing de Pseudomonas aeruginosa 'y

de que este promueva a los genes del operén phz (Figura 5) (Mavrodi et al., 2001).

Las propiedades antibidticas de las feniacinas fueron estudiados por Pietrich ez al., en 2006,
quienes descifran que en el caso de Pseuomonas aeruginosa la piocianina es un metabolito
secundario que estd implicado como autoregulador del guorum sensing en la fase estacionaria
de crecimiento, mismo que activa la transcripcion del factor SoxR, encargado de regular la
super oxidaciéon del microorganismo impidiendo que a €l mismo lo afecte la piocianina

(Dietrich et al., 2006).

Este compuesto es soluble en dimetil sulféxido (DMSO), etanol, cloroformo y acetona, por

lo que su extraccidn de cultivos en donde se produzca, debe de hacerse con alguno de estos



disolventes. Su cuantificacion se puede realizar por métodos colorimétricos usando una curva

patrén con el compuesto purificado (Sigma-Aldrich Co. LLC. b, 2012).
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Figura 5. Mecanismo de sintesis de piocianina por Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Mavrodi et al., 2001

b) Pioverdina

La pioverdina (PVD) es un pigmento, soluble en agua de color verde-fluorescente,
perteneciente al grupo de compuestos denominados sider6foros, fue descrito por primera vez
en 1942 por Turfreij y ha recibido muchos nombres (fluoresceina, pseudobactina). Su funcién
es la de transportar y quelar hierro del medio ambiente que rodea al microorganismo.
Pseudomonas aeruginosa lo secreta y estd asociado al biocontrol de hongos patégenos en la
bidsfera, ademds de que es requerido en las infecciones oportunistas en mamiferos (Visca et

al., 2006; Nadal Jiménez et al., 2012).
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Los sider6foros consisten en un cromoéforo tipo quinolona unido a un 4cido dicarboxilico y a
un residuo peptidico corto y especifico de la especie. En P. aeruginosa el péptido contiene
dos residuos, uno de D-serina, L-treonina y N-formil-N-hidroxihornitina, y el otro de L-
arginina y L-lisina (McMorran et al., 2001). A la fecha se han descrito mas de 50 tipos de
pioverdina del género Pseudomonas clasificados en tres tipos (Figura 6) (Visca et al., 2006;

Nadal Jiménez et al.,2012).

Este compuesto es soluble en agua, lo que facilita su cuantificacién del sobrenadante de los
cultivos, la cual se puede realizar por lectura de absorbancia usando una curva patrén con el
compuesto purificado disuelto en los medios de cultivo y extraidos seguin las

recomendaciones del fabricante (Sigma-Aldrich Co. LLC. a, 2012).
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Figura 6. Los tres tipos de PVD de Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Visca et al.2006

11



1.3. Conservacion de productos carnicos

Tradicionalmente los métodos de conservacion de la carne y los derivados carnicos han sido
clasificados en tres grupos, los basados en el control de la temperatura o la humedad y los
procesos directos de inhibicién (bioconservacion) y los métodos de procesamiento minimo,
que incluyen el uso de radiacién inozante y modificacion de atmdsferas en el envasado de

alimentos (Zhou, et al., 2010).

1.3.1. Bioconservacion

La definicién de bioconservacion se puede aplicar al proceso por el cual la vida de anaquel
se extiende y la inocuidad de producto se ve favorecida mediante el uso de microbiota natural
o controlada, asi como sus metabolitos tales como la nisina y lisozima que han sido usados
con el fin de reemplazar a los productos quimicos. Las bacterias dcido lacticas (BAL) y sus
productos antimicrobianos, como el 4cido l4ctico, diacetilo, peréxido de hidrégeno, reuterina
y las bacteriocinas han sido estudiadas extensamente y pueden presentar sinergismo en la
inhibicién, tanto de microorganismos alterantes, como de patégenos. Asi mismo, nuevas
biotecnologias basadas en el uso de compuestos naturales, tales como aceites esenciales y

quitosdn y han tomado relevancia en la conservacion de alimentos (Zhou, et al., 2010).

1.3.2. Bacterias Acido Lacticas

Las BAL se utilizan en alimentos fermentados consumidos por el hombre desde siglos atras.
Se encuentran asociadas con los alimentos e incluyen microorganismos de los géneros
Enterococcus, Oenococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus y Weisella y bacilos de los géneros Lactobacillus,

Sporolactobacillus y Carnobacterium (Klein et al., 1998; Carr et al., 2002.

1.3.2.1. Clasificacion de las BAL
Orla-Jensen, en 1919, clasific6 a las BAL en dos grupos, segun el tipo de fermentacion de la
glucosa como: homofermentativas y herofermentativas, dependiendo del producto final de la

fermentacion, las homofermentativas producen dcido lactico como producto principal a partir
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de la fermentacion de la glucosa. Por otro lado, las heterofermentativas ademdés pueden
producir otros dcidos organicos y etanol (Klein ez al., 1998; Axelsson, 2004). La clasificacién
que propone Carr et al.,(2002) obedece a la morfologia, temperaturas, tipo de fermentacioén
de la glucosa, la configuracién del 4dcido lactico producido, la capacidad de crecer a altas

concentraciones de sal y la tolerancia a la acidez o a la alcalinidad (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas diferenciales de las bacterias acido lacticas

Bacilos Cocos
Caracteristicas Lactococcus Leuconostoc
Carnobacterium | Lactobacillus | Enterococcus | Vagococcus | Pediococcus | Streptococcus | Tetragenococcus | Oenococcus | Weisella
Fermentacion Homofermentativas Homofermentativas Heterofermentativas
Crecimiento:
10° C + + + + + - + + +
45°C - + + - + + - - -
6.5% NaCl ND + + - + + + +
18% NaCl - ; - - ; ; + ; -
pH4.4 ND + + + + - - + +
pH 9.6 - + - - +
Ac. ldctico ® L L, D,DL L L L.DL L L D L,DL
Formacién de - - - - + - + - -

tétradas

(+) positiva; (-) negativa; (+) varfa entre especies
ND = No determinado

* = Configuracién del acido lactico producido durante la fermentacién

equimolares de las formas D y L.

Fuente: Modificado de Carr et al., 2002.
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1.3.2.2. Substancias antibacterianas producidas por las Bacterias Acido Lécticas
La mayoria de las BAL tienen la propiedad de sintetizar sustancias con actividad
antimicrobiana como parte de un mecanismo de defensa y de competencia ante otros

microorganismo denominadas bacteriocinas (Magnusson, 2003).

1.3.2.2.1. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son polipéptidos de diferente peso molecular, bioldgicamente activos,
sintetizados por los ribosomas durante la fase exponencial de crecimiento de la célula
productora. Una caracteristica relevante de estos compuestos con actividad bactericida, es
que los microorganismos que las producen son resistentes a sus propias bacteriocinas,
propiedad que se encuentra mediada por proteinas inmunes muy especificas (Klaenhammer,

1993).

Ejemplos bien conocidos de bacteriocinas son la nisina (Nisaplin™), la cual es producida
industrialmente por Lactococcus lactis subsp. lactis y la pediocina PA-1 (ALTA 2341™)
producida por especies tales como Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, P. damnosus,
P. parvulus y Lactobacillus plantarum; ambas son las tnicas bacteriocinas aprobadas
(Nisaplin™ desde 1988 y ALTA 2341™ desde 2001) por la FDA (Food and Drug
Administration) para ser utilizada como conservadoras de alimentos ofreciendo una amplia
gama de posibilidades de prevencion del desarrollo de especies de bacterias indeseables en

alimentos (Cintas et al., 2001 y Cotter et al., 2005).

a) Clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas han sido agrupadas bajo diferentes criterios tales como espectro de
inhibicién, mecanismo de accion, estructura quimica, tamafo y resistencia a la temperatura.
Cotter et al., en 2013, proponen una clasificacion en la cual considera dos clases: la clase |
pertenece a los péptidos que sufren una modificacion post-traduccional y la clase II péptidos,
que en su mayoria no sufren modificaciones o sufren algunas menores como la formacién de
algunos puentes disulfuro. Esta clasificacion excluye a péptidos de gran peso molecular que
dejan de ser considerados como bacteriocinas y de igual manera a las substancias

antimicrobianas sintetizadas por los ribosomas de bacterias Gram negativas tales como las
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pequefias microcinas y las grandes colicinas ahora clasificados dentro de los RiPPs
(Ribosomally Synthesized, Post-Translationally Modified Peptides) (Cuadro 3) (Cotter et al.,
2013).

b) Mecanismo de accion

Por lo general actian destruyendo la integridad de la membrana citoplasmatica a través de la
formacion de poros, con la consecuente salida de iones (principalmente potasio y magnesio),
de ATP y aminodcidos, pérdida de la fuerza motriz de protones (FPM), e inhibicién de la
sintesis de macromoléculas y produccién de energia, otras actian impidiendo la sintesis
correcta de la pared celular, otras mds rompiendo los enlaces glucosidicos o peptidicos del
peptidoglicano; todos estos mecanismos conducen a una rdpida muerte de la célula (Figura

7) (Cotter et al., 2005 y 2013).
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Figura 7. Mecanismo de accidn de las bacteriocinas en bacterias Gram Positivas y Gram
Negativas

Fuente: Cotter et al., 2013
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Cuadro 3. Clasificacion de las Bacteriocinas

GRUPO RASGO DISTINTIVO EJEMPLOS
Clase I (péptidos modificados postraduccion)
Bacteriocinas tipo MccC7-C51 Covalentemente unido a un dcido aspartico de carbén terminal MccC7-C51
Paptidos Lasso Tiene una estructura lasso MccJ25
Péptidos lineares que contengan azole o azolina Posee un heterociclo sin otras modificaciones MccB17

unions prenil

Lantibidticos Tiene puentes de lantionina Nisina, planosporicina, mersacidina,
actagardina, mutacina 1140

Linaridinas Estructura linear que contiene aminodcidos deshidratados Cipemicina

Proteusinas Contiene multiples hidroxilaciones, epimerizaciones y metilaciones Politheonamida A

Sactibioticos Contiene uniones sulfuro-a carbén Subtilosina A, thuricina CD

Cianobactinas parecidas a la Patelloamida Tiene heterociclos y sufre una macrociclizacién Patellamida A

Cianobactinas parecidas a Anaciclamida Péptidos ciclicos consistentes en aminodcidos proteinogenicos con Anaciclamida A10

Thiopeptidos Contiene una piridina o dihidroporidina central o anillada como Thiostrepton, nocathiacina I, GE2270 A,
heterociclico philipimicina

Bottromicinas Tiene una amidina macrociclica, una terminal thiazol descarboxilada | Bottromicina A2
y aminoécidos carbén-metilados

Glicocinas Contain S-linked glycopeptides Sublancina 168

Clase II (sin modificar)

ITa (Bacteriocinas parecidas a Pediocnina A-1)

Posee un motive conservado YGNGV (N representa cualquier
aminoécido

Pediocina PA-1, enterocina CRL35,
carnobacteriocina BM1

ribosomal con una modificacién tipo de sider6foro

IIb Dos peptidos modificacién son necesarios para su actividad ABP118, lactacina F

Ilc Péptidos ciclicos Enterocina AS-48

IId Bacteriocinas lineares sin parecido a las Pediocinas de un solo MccV, MccS, epidermicina NIO1,
péptido lactococcina A

Ile Contienen una carboxi terminal rica en serina con un a region no MccE492, MccM

Fuente: Modificado de Cotter et al., 2013
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1.3.2.2.2. Acidos organicos

a)

b)

Acido lctico:

Es el metabolito que producen en mayor cantidad las BAL; es capaz de difundir a
través de la membrana celular por ser liposoluble y una vez dentro, dependiendo del
pH intracelular, puede disociarse en mayor o menor medida liberando iones de H*

que acidifican el citoplasma causando con ello la muerte de las bacterias susceptibles

(Alakomi et al., 2000).

Acido acético, propiénico y piroglutamico:

Las BAL heterofermentativas también son capaces de producir dcido acético y
propidnico. De la misma manera que el 4cido lactico, ambos interaccionan con la
membrana celular al neutralizar el potencial electroquimico. Sin embargo, éstos

acidos tienen un efecto antibacteriano mas fuerte (Magnusson, 2003).

1.3.2.2.3. Otras substancias con actividad antibacteriana
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a)

b)

Dio6xido de carbono:

El diéxido de carbono tiene un doble efecto antibacteriano. En su formacion se crea
un ambiente anaerdbico y ademds como tal, tiene actividad antibacteriana, ya que
puede inhibir las descarboxilaciones enzimdticas y su acumulacién en la bicapa
lipidica causando una disfuncién en la permeabilidad de la membrana (Salminen et
al., 2004).

Peroéxido de hidrégeno:

En presencia de oxigeno, la mayoria de las BAL debido a que son catalasa negativa,
son capaces de generar peréxido de hidrégeno (H20.), sin embargo no se acumula
en cantidades significativas, pues es descompuesto por la accién de peroxidasas,
flavoproteinas y pseudocatalasas. El efecto antibacteriano del peréxido se atribuye a
su efecto altamente oxidante, mediante la peroxidacién de los lipidos de la
membrana, lo cual genera cambios irreversibles en la membrana celular. También
destruye las estructuras moleculares basicas de los dcidos nucleicos y las proteinas
de la célula. La actividad contra las bacterias Gram positivas es bacteriostatica,

mientras que para las Gram negativas es bactericida (Magnusson ef al., 2003).



¢)

d)

Diacetilo:

El citrato puede convertirse en diacetilo (2,3-butanodiona) via piruvato. El diacetilo
es responsable del aroma caracteristico asociado con la mantequilla. Se produce por
una gran variedad de microorganismos de los géneros Lactococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus 'y Pediococcus (Salminen et al., 2004). Es mas efectivo contra
bacterias Gram negativas, levaduras y mohos, que contra las Gram positivas. Sin
embargo, las cantidades necesarias para que se presente actividad antibacteriana son
tan altas que afectarian dramdticamente el aroma y sabor de los productos Se ha
mostrado actividad antibacteriana del diacetilo a nivel de 200 ug/mL para bacterias
Gram negativas y levaduras y 300 pug/mL para bacterias Gram positivas no lacticas
(Hugenholtz, 1993 y Salminen et al., 2004).

Reuterina:

La reuterina o hidroxipropionaldehido, es una sustancia de bajo peso molecular y
altamente soluble, producida por las especies heterofermentativas de Lactobacillus
reuteri que se encuentran principalmente en el tracto gastrointestinal humano y en
algunos productos cdrnicos. La reuterina tiene actividad antibacterial (Salmonella,
Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria), antifingica (Candida),
antiprotozoaria (Trypanosoma) y antiviral. Las mismas BAL son sensibles a la
reuterina, pero son mas resistentes que los demds microorganismos. Actda
inhibiendo la enzima ribonucleétido reductasa, lo que puede explicar su amplio

espectro de inhibicién (Magnusson et al., 2003).

1.3.3. Pediococcus spp.

El género Pediococcus pertenece al grupo de las bacterias dcido lacticas asociadas con la
fermentacion de carnes, donde juega un papel importante en la produccién de 4cido lactico y
desarrollo de sabor. A este género pertenecen siete especies (P. acidilactici, P. damnosus, P.
parvulus, P. pentosaceus, P. inopinatus, P. claussenii y P. cerevisiae). (Carr y Chill, 2002).
Son cocos Gram positivos y homofermentativos. Normalmente se presentan en tétradas o
pares, no moéviles, anaerobios facultativos. Todas las especies de este género crecen a 30 +

2° C, su temperatura éptima de crecimiento es de 25 a 40° C, con un maximo de 52° C. Se
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destruyen por calentamiento a 72° C durante 10 min. El pH éptimo del medio de crecimiento

es de 6 a 6.5 (Holzapfel et al., 2006).

1.3.3.1. Pediococcus acidilactici ATCC 8042

1.3.3.1.1. Proteasas extracelulares producidas por Pediococcus acidilactici ATCC 8042
Llorente (2008), describe la produccién de tres enzimas extracelulares obtenidas de los
sobrenadantes de cultivos de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. Dos con actividad
unicamente proteolitica (200 y 50 KDa) sobre gelatina, caseina y elastina, y una mds con
actividad gelatinolitica (107 kDa) y péptidoglicano hidrolasa (110 kDa), lo cual se demostré
por técnicas zimograficas en geles (SDS/PAGE) copolimerizados con células de

Micrococcus lisodeikticus (Llorente et al., 2008).

Las peptidoglicano hidrolasas (PGHs) son enzimas enddégenas que intervienen en la
remodelacién recambio e inserciéon de mondémeros de peptidoglicano de la pared celular en
bacterias; dependiendo del tipo de enlace que hidrolicen, las peptidoglicano hidrolasas se
clasifican en: muramidasas, glucoamidasas, amidasas, carboxipeptidasas y endopeptidasas.
(Figura 8). Muchas de ellas coexisten en la pared celular de las bacterias tomando funciones
de enzimas de recambio en la pared celular o autolisinas que causan la muerte celular (Lortal
et al,.1997; Miranda et al., 2004; Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Camiade et al., 2010; y
Szweda et al,. 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica del sitio de accion de las peptidoglicano hidrolasas

Fuente: Modificado de Lortal y Chapot-Chartier, 2005

1.3.3.1.2. Otras proteasas producidas por Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Mora et al, (2003) describen la presencia de enzimas autoliticas con actividad de
peptidoglicano hidrolasa (116 kDa) en extractos proteicos de membranas celulares de
Pediocccus pentosaceus y Pediococcus acidilactici, donde las N-acetilmuramidasas (AcmA)
juegan un papel muy importante en la separacion celular después de la divisioén de las
bacterias dcido lacticas y en la liberacion de otras enzimas al autolisarlas (Lortal et al., 2005).
Garcia et al., (2010) describen que de las proteinas unidas a la membrana celular y detritos
celulares de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 existen dos con actividad peptidoglicano
hidrolasas (de 110 y 99 kDa), las cudles fueron analizadas por espectrometria de masas (LC
/ESI-MS /MS) determinando que la proteasa de 110 kDa tenia una region homoéloga a un
transportador ABC (ATP-Binding Cassette) y la de 99 kDa es una N-acetilmuramidasa.
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1.4. Identificacion bacteriana mediante la comparacion de secuencias del gen ribosomal
16S por PCR

La comparacion de las secuencias de los ARNr 16S (o de los genes que los codifican) permite

establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los organismos procariotas. Este hecho

ha tenido una enorme repercusion en taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de

clasificacion vigente y permitiendo la identificacion rdpida y precisa de las bacterias.

Dado que los ARNr 16S y 18S proceden de las subunidades pequeias de los ribosomas, el
acréonimo ARNr SSU (del inglés, small subunit) se utiliza para ambos, estos se encuentran
altamente conservados, presentando regiones comunes a todos los organismos, pero
contienen ademds variaciones que se concentran en zonas especificas. El andlisis de la
secuencia de los ARNr 16S de distintos grupos filogenéticos permite identificar la presencia
de una o mds secuencias caracteristicas que se denominan oligonucleétidos firma. Se trata de
secuencias especificas cortas que aparecen en todos (o en la mayor parte de) los miembros
de un determinado grupo filogenético, y nunca (o s6lo raramente) estdn presentes en otros
grupos, incluidos los més préximos. Por ello, los oligonucledtios firma pueden utilizarse para
ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo. Esta macromolécula presenta una serie de
caracteristicas, en base a las cuales fue considerado como un cronémetro molecular
definitivo:

1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.

Constituye, por tanto, una diana universal para su identificacion.

2. Su estructura y funcién han permanecido constantes durante un tiempo muy

prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan probablemente

cambios aleatorios.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar

informacién acerca de todos los procariotas y, junto con las variaciones en los ARNr

18S, a lo largo de toda la escala evolutiva. Los ARNr SSU contienen, sin embargo,

suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos mds alejados, sino

también los mas proximos.

4. El tamaio relativamente largo de los ARNr 16S (1.500 nucleétidos) minimiza las

fluctuaciones estadisticas.
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5. La conservacién en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.
6. Dado que resulta relativamente facil secuenciar los ADNr 16S existen bases de datos

amplias, en continuo crecimiento.

La especie bacteriana se define, en taxonomia, como el conjunto de cepas que comparten una
similitud del 70% o mds, en experimentos de reasociacion ADN-ADN. Se ha demostrado
que cepas con este nivel de relacidn presentan tipicamente una identidad del 97% o més entre
sus genes ARNr 16S. Asi, cepas con menos del 97% de identidad en las secuencias de sus
ADNTr 16S es improbable que lleguen a estar relacionadas a nivel de especie. Sin embargo,
existen cepas que comparten una similitud inferior al 50% en experimentos de reasociacion,
y son por tanto clasificadas en especies diferentes, pero presentan una identidad del 99-100%
a nivel de ADNr 16S. Por ello, en taxonomia, actualmente se recomienda la identificacién
polifasica, que utiliza criterios fenotipicos junto con datos de secuenciaciéonlQ. En
microbiologia clinica, esto implica que la secuenciacién del ADNr 16S no aportard siempre

una identificacion definitiva a nivel de especie.

Antecedentes

Llorente Bousquets (1998) demostré que Pediococcus acidilactici ATCC 8042 produce un
efecto antagénico contra la cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC 6538p
inhibiéndola en un 66% en 10 h; al mismo tiempo identificé la presencia de un plasmido de
2,700 kDa y logré establecer una mejorar la composicion del medio MRS con el objetivo de

aumentar la produccién de proteinas de efecto antagénico.

Rivera-Quiréz, en 2004, utilizé6 a Pediococcus acidilactici ATCC 8042 como cultivo
bioprotector en salamis, obteniendo una mejor calidad sanitaria de estos productos, al lograr
una disminucion de la cuenta total de mesoéfilos; y al desafiar estos modelos carnicos con
Staphylococcus aureus logré una disminucion de 2 log UFC/g asociado a usar las bacterias
completas. Al utilizar, tanto las céluas completas, como los sobrenadantes de cultivo se

determiné que su actividad inhibitoria es mucho menor comparada con el Nisaplin ™.
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Hernandez-Olvera (2005) cultivé Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en dos tipos de
medios, observando mejores resultados en la produccion de substancias inhibitorias en medio
MRS modificado, al utilizarlos se vieron afectadas bacterias Gram negativas como E. coli,
Salmonella enterica var.. Typhimurium y Gram positivas como Staphylococcus aureus y
Listeria innocua, sin embargo Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus no fueron

afectados, lo que reforz6 la hipétesis de que el compuesto producido difiere de las pediocinas.

Llorente et al., (2008), demostraron que Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es una cepa
que no posee el gen pedB ni los pldsmidos que se encuentran presentes en las cepas
productoras de pediocinas y reportaron que el efecto bioconservador de la cepa ATCC 8042
se debe a tres compuestos con actividades proteoliticas (>200, 107 y 50 kDa) identificadas
en el sobrenadante del cultivo en fase logaritmica, capaces de hidrolizar distintos sustratos
proteicos (caseina, gelatina y elastina) y a una actividad peptidoglicano hidrolasa extracelular
(110 kDa) dependiente de metales demostrada por una banda litica al utilizar Staphylococcus
aureus y Micrococcus lysodeikticus copolimerizados como sustratos en zimogramas de
actividad in situ (SDS-PAGE) y que por los resultados la sugieren como una autolisina

producida por las bacterias l4cticas (Llorente, 1998).

Granados-Pérez (2009) concluyé que el medio MRS modificado (por Llorente, 1998) es el
que permite a Pediococcus acidilactici ATCC 8042 tener una mayor actividad enzimatica
contra elastina y gelatina, frente a caseina y coldgeno. Logro caracterizar una metaloproteasa
dependiente de Zinc con un peso molecular >200 kDa; sin embargo en la membrana celular
de P. acidilactici encontré una metaloproteasa de 80 kDa y dos enzimas de alrededor de 110
kDa con efecto litico en Micrococcus lysodeikticus y Staphylococcus aureus, que habian sido
reportados por Llorente (2008); la proteasa mayor a 200 kDa tuvo efecto proteolitico aunque

no bacteriolitico.

Velazco-Pérez (2010) obtuvo las proteinas adheridas a las menbranas celulares (buffer de
extraccion), las adheridas a detritos celulares y las del citosol (sonicacién) posteriormente las
ultrafiltr6 por membranas de 50 kDa y de 100 kDa. Del filtrado de las proteinas adheridas a

las membranas celulares pudo identificar una proteina con actividad de peptidoglicano
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hidrolasa con un peso molecular de 110 kDa (por técnicas zimograficas en Micrococcus
lysodeikticus, Staphylococcus aureus, P. acidilactici y E. coli) y el mismo filtrado tuvo
actividad antibacteriana contra bacterias patdgenas, indicadoras y de colecciéon Gram
positivas y negativas; para Pseudomonas aeruginosa no se obtuvo evidencia de actividad

inhibitoria.

Martinez-Trejo (2011), utilizé los sobrenadantes del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042
en medio MRS modificado, obtenidos de fase logaritmica, los cuales fueron procesados
segtn Llorente (2008) en pruebas de dilucién en caldo, de difusion y dilucién en agar contra
cultivos de Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa, observando en todas las
pruebas inhibicion positiva de ambos microorganismos. En pruebas de dilucién en caldo
hubo una inhibicién total para L. monocytogenes y para P. aeruginosa, una reduccién en la
velocidad de crecimiento en fase logaritmica, aumento en la fase de latencia y reduccién de
UFC/ml, asi como la inhibicién en la producciéon de un pigmento verdoso (tentativamente

pioverdina).
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Justificacion

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y sus sobrenadantes han demostrado la capacidad de
bioconservacion “in vitro” e “in situ” (salamis) al inhibir bacterias alterantes y patdgenas
Gram positivas como Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Listeria monocytogenes ATCC
15313 entre otras y, ha mostrado algunos efectos antagénicos en Gram negativas como E.
coli O157:H7 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Martinez Trejo (2011) observé que
los sobrenadantes de P. acidilactici ATCC 8042 generaron efectos antagénicos prometedores
sobre P. aeruginosa por lo que evaluar in vitro el efecto que tienen en la formacién de
biopeliculas y pigmentos de esta bacteria oportunista, deteriorante y causante de pérdidas en
productos cdrnicos y sus derivados (estimandose hasta en un 8.5% de la produccién total)
(Doyle, 2007) permitira elucidar su posible utilizacién como alternativa de bioconservacion

y control contra esta bacteria.

Hipdtesis

La actividad inhibitoria que el sobrenadante de la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 tiene sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 afecta la expresion de algunos
factores de virulencia de P. aeruginosa, como son la produccién de exopolisacaridos y de

pigmentos pioverdina y piocianina de interés sanitario en alimentos.
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Objetivos

Objetivo general
e Evaluar in vitro el efecto de la aplicacidn de sobrenadantes de cultivo de Pediococcus

acidilactici ATCC 8042 sobre algunos factores de virulencia de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.

Objetivos particulares
e Caracterizar la actividad antibacteriana del sobrenadante de cultivo de Pediococcus

acidilactici ATCC 8042 sobre Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

e Determinar el efecto del sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 sobre la produccién de exopolisacaridos de Pseudomonas aeruginosa ATCC

9027.

e Analizar el efecto del sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC

8042 sobre la produccién de piocianina de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

e Analizar el efecto del sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC

8042 sobre la produccién de pioverdina de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
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2. Materiales y Métodos

[ Pediococcus acidilactici ATTC 8042 ] [ Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ]
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Figura 9. Resumen Metodolégico

Fuente: Munguia-Villavicencio, 2012

31






2.1. Microorganismos

e Bacteria 4cido lactica: Para el desarrollo del presente trabajo se utilizé la cepa

liofilizada de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

® Microorganismo de prueba: Se utilizé la cepa liofilizada de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.

e (Cepa liofilizada de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, como sustrato para

los zimogramas de actividad in situ mediante electroforesis en gel.

Todas las cepas fueron proporcionadas por la Dra. Adriana Llorente Bousquets del
laboratorio de Bioconservacion (L-7) de la Unidad de Investigaciéon Multidisciplinaria

(UIM), en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

2.2. Medios de Cultivo y soluciones
Para las pruebas que se realizaron se utilizaron medios de cultivo sélidos y liquidos, tanto
para Pediococcus acidilactici como para Pseudomonas aeruginosa, asi como soluciones para

realizar diluciones; los medios utilizados son los recomendados por la literatura.

2.2.1. Medio MRS modificado para el cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Llorente (1998), prob6 diversas formulaciones para el cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 y encontré que el medio MRS (De Man Rogosa and Sharp) modificado (MRSm)
por la adicién de 10% (w/v) de sacarosa y 0.1% (w/v) de 4dcido ascérbico, permitieron el

Optimo crecimiento de la cepa (Cuadro 4) (Llorente, et al., 2008).

El método de preparaciéon de los medios MRS fue el usado por Llorente (2008). Los
ingredientes se pesaron y se resuspendieron en 950 mL de agua destilada en matraces
Erlenmeyer de 2 L. Los 50 mL restantes se utilizaron para la preparacion por separado de las
soluciones de acido ascorbico (10 mL) y de sacarosa (40 mL). El medio se esterilizé por
separado para evitar las reacciones de Maillard; los ingredientes del matraz Erlenmeyer y la

solucién de sacarosa, en autoclave (marca Hirayama HV-50, California, USA) a 121° C
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durante 15 min. El 4cido ascérbico se esterilizé por membrana (0.22 um, Millipore). Una vez
estériles y a temperatura ambiente, se adicionaron las soluciones de dcido ascérbico y de
sacarosa al resto del medio y se mezclaron suavemente hasta su incorporacion total; se

dejaron en prueba de esterilidad por 24 h a 30 £2° C (Llorente, 2008).

Cuadro 4. Formulacion del caldo MRSm y agar MRS

Reactivo Caldo (g /L) Agar(g/L) Proveedor
Bacto-peptona 10.0 10.0 B-D
Extracto de carne 10.0 10.0 B-D
Extracto de levadura 5.0 5.0 B-D
Glucosa 0.0 20.0 Técnica Quimica
Sacarosa 10.0 0.0 Mallinkrodt
Monoleato de polisorbitdn 80 (Tween) 1.0 1.0 J. T. Baker
Citrato de amonio 2.0 2.0 J. T. Baker
Acetato de sodio 5.0 5.0 J. T. Baker
Sulfato de magnesio 0.1 0.1 J. T. Baker
Sulfato de manganeso 0.05 0.05 J. T. Baker
Fosfato dipotasico 2.0 2.0 J. T. Baker
Acido ascérbico 1.0 0.0 J. T. Baker
Agar Bacteriolégico 0.0 15.0 B-D

Fuente: Llorente (2008)

2.2.2. Medios de cultivo para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Los medios de cultivo para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 fueron el caldo y agar
Luria Bertani fortificado (LBf), caldo y agar King “A” y caldo y agar King “B” los cuales
fueron preparados segun la literatura al pesar cada uno de los ingredientes y resuspenderlos
en 1000 mL de agua bidestilada (Cuadros 5, 6 y 7). Posteriormente se esterilizaron a 121° C
durante 15 min en la misma autoclave, los medios sélidos se sirvieron en cajas de Petri
desechables estériles agregando aproximadamente 25 mL por caja y los caldos en los
recipientes correspondientes para las pruebas (previamente esterilizados de la misma forma);

una vez a temperatura ambiente se dejaron en prueba de esterilidad por 24 h a 30 +2° C.
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2.2.2.1. Luria Bertani fortificado (LBf)

El caldo y el agar Luria Bertani son medios de cultivo usados para mantener cepas
recombinadas de Escherichia coli (Atlas y Snyder, 2006), con el fin de hacer estudios
genéticos y moleculares; para los ensayos de la cuantificacién de la biopelicula, Knezevic y
Petrovic (2008) recomienda suplementar los medios Luria Bertani con Glucosa (2 g/L),
dichos medios se prepararon en el laboratorio segtin el Cuadro 5; fueron esterilizados a 121°C

por 15 min como previamente se describid.

Cuadro 5. Formulacion para caldo y agar Luria Bertani fortificado

Reactivo Caldo g/l.  Agar g/L Proveedor
Bacto Peptona No. 3 10.00 10.00 B-D
Extracto de Levadura 5.00 5.00 B-D
Cloruro de Sodio (NaCl) 5.00 5.00 Quimica Meyer
Agar Bacterioldgico 0.00 15.00 B-D
Glucosa 2.0 2.0 Técnica Quimica

Fuente: Modificado de Atlas y Snyder, 2006

2.2.2.2. King “A” (Pseudomonas P)

El medio King “A” fue desarrollado por King, et al., en 1954; este medio es usado para la
deteccion y diferenciacion de Pseudomonas aeruginosa de otras Pseudomonas, basandose
en la produccién de piocianina y la inhibicién de la pioverdina (fluoresceina). Los
laboratorios CONDA-Pronadisa (2012) y Sigma-Aldrich (2012) indican en su ficha técnica
que este medio permite a la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 producir un

pigmento verde azuloso.
Los ingredientes para este medio se pesaron y resuspendieron en 990 mL de agua bidestilada

(Cuadro 6), con la observacién de agregar Glicerol (10 mL/L) como fuente de carbono y

esterilizarlo todo junto de la forma ya descrita.
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Cuadro 6. Formulacién para el caldo y agar King “A”

Reactivo Caldo g/l.  Agar g/L Proveedor
Gelatina de Peptona 20.00 20.00
Sulfato de Potasio (K2SOs) 10.00 10.00 Fermont
Cloruro de Magnesio (MgCl,) 1.40 1.40 Sigma-Aldrich
Agar Bacteriolégico 0.00 10.00

Glicerol afnadido (CsHgOs3) 10.00 10.00 J.T. Baker

Fuente: Modificado de King E.O., ef al.,1954 y de Atlas y Snyder, 2006

2.2.2.3. King “B” (Pseudomonas F)

El medio King B fue desarrollado de igual manera por King, ef al., en 1954; con el objeto de

detectar y diferenciar Pseudomonas aeruginosa de otras Pseudomonas, basandose en la

produccién de pioverdina (fluoresceina) y la inhibiciéon de la piocianina. Los mismos

laboratorios que indican las cepas que producen piocianina en medio King “A” mencionan

que la misma cepa (P. aeruginosa ATCC 9027) produce pioverdina en King “B” (Sigma-

Aldrich, 2012b y CONDA-Pronadisa, 2012b).

Los ingredientes para este medio se pesaron y resuspendieron en 990 mL de agua bidestilada

(Cuadro 6), y al igual que el medio King “A” se agregd Glicerol (10 mL/L) para esterilizarlo

todo junto de la misma forma.

Cuadro 7. Formulacion para el caldo y agar King “B”

Reactivo Caldo g/LL Agar g/L Proveedor
Peptona de Gelatina 10.00 10.00
Peptona de Caseina 10.00 10.00
Fosfato dipotdsico (K2HPO4) 1.50 1.50
Sulfato de Magnesio (MgS0O4) 1.50 1.50 Quimica Meyer
Agar Bacteriolégico 0.00 10.00
Glicerol afiadido (C3H803) 10.00 10.00

Fuente: Modificado de King E.O., ef al.,1954 y de Atlas y Snyder 2006
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2.2.3. Agua Peptonada

Para realizar las diluciones de muestras microbioldgicas se utiliz6 agua peptonada (0.1%) ,
la cual se preparé segun lo especifica la Norma Oficial Mexicana 110 (NOM-110-SSA1-
1994) que abarca los criterios para realizar preparaciones y diluciones de muestras de

alimentos para su andlisis microbiolégico.

Se disolvieron 1.0 g de peptona proteasa (B-D) y 8.5 g de cloruro de sodio (NaCl) (Meyer)
en 1000 mL de agua bidestilada. Se esterilizaron en la misma autoclave a 121 ° C durante 15

min, para después pasar prueba de esterilidad por 24 h a 30 £2° C.

2.2.4. Solucion Buffer de fosfatos de Dulbecco (Dulbecco’s PBS)

La solucién buffer de fosfatos de Dulbecco (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Solution)
se compone segun el Cuadro 8. Los reactivos se pesaron y adicionaron en agua destilada
hasta obtener 1000 mL de volumen total, el pH se debe de ajustar a 7.4 adicionando HCI 0.1
N o NaOH 0.1 N, se esteriliz6 por filtracién de membrana a 0.22 pm (Atlas y Snyder, 2006).

Cuadro 8. Formulacion de la Solucion Bufferada de Fosfatos de Dulbecco

Reactivo Cantidad g/L. Proveedor
Cloruro de Sodio (NaCl) 8 Quimica Meyer
Cloruro de Potasio (KCI) 0.2 J.T. Baker
Fosfato disédico (Na;HPOy) 1.44 Quimica Meyer
Difosfato de Potasio (KHPOx) 0.2 J.T. Baker

Fuente: Atlas y Snyder, 2006

2.3. Reactivacion y verificacion de pureza de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

2.3.1. Reactivacion de Pediococcus acidilacticic ATCC 8042 y de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027

La reactivacion de las cepas se llevé a cabo de la siguiente manera:

La cepa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se obtuvo liofilizada en pellets comerciales

y para su reconstitucién se coloco un peller en 500 mL de caldo MRS comercial. Se colocé

en una incubadora a 30 £ 2° C durante 12 h. Posteriormente se sembré por estria en caja de
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Petri con agar MRS y se incubé en estufa a 30 £ 2° C durante 24 h para poder observar la

morfologia colonial y realizar la tincién de Gram.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 sigui6 el siguiente proceso: Se colocé la
cepa liofilizada (un pellet) en 500 mL de caldo Luria Bertani fortificado y se incub6 a 30+
2° C durante 12 h, posteriormente se sembrd por estria en cajas de Petri con agar Luria
Bertani, agar King “A” y King “B”, se incubaron a 30t 2° C durante 24 h con el fin de poder
observar la morfologia colonial, la produccién de piocianina o pioverdina y realizar la tincién

de Gram.

2.3.2. Criopreservacion de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027

Con el objetivo de mantener y preservar el mismo lote y cepas de los microorganismos de
prueba, estos se criopreservaron de la siguiente manera:

Para P. acicilactici: después de ser reactivada la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 en medio MRS comercial, se tomd una alicuota del 1% (v/v) que se inocul6 en 500 mL
de caldo MRS modificado dejandolo incubar a 30 + 2° C durante 12 h para posteriormente
centrifugarse a 6000 rpm por 20 min a 4 °C en tubos estériles de 50 mL (40 mL del cultivo
por tubo), se desecho el sobrenadante y el pellet de células se resuspendié en 4 mL del medio
de criopreservacion esterilizado a 121° C por 15 min (MRS modificado con 20%, v/v, de
glicerol) después se dispensaron 1 mL de las células resuspendidas en tubos de
criopreservacion con capacidad de 2 mL, mismos que se colocaron en un congelador a -20
+2° C hasta el momento en el que requirieron reactivar.

Para P. aeruginosa: después de ser reactivada la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 en medio Luria Bertani fortificado (LBf), se centrifugaron a 6000 rpm por 20 min a 4
°C en tubos estériles de 50 mL (40 mL del cultivo por tubo), se desecho el sobrenadante y el
pellet de células se resuspendié en 4 mL del medio de criopreservacion esterilizado (LBf
adicionado con 20%, v/v, de glicerol) para posteriormente dispensar 1 mL de las células
resuspendidas en tubos de criopreservacion con capacidad de 2 mL, mismos que se colocaron
en un congelador a -20 +£2° C. Para criopreservar P. aeruginosaATCC 9027 en medios King

“A” y King “B” se tomaron dos tubos criopreservados en LBf para inocular cada uno en 500
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mL de caldo King “A” y en King “B”, se incubaron a 30 £ 2° C durante 12 h para
centrifugarlos y resuspenderlos de la misma manera que se hizo con los de LBf, pero con el
medio de criopreservacion correspondiente (caldo King “A” y caldo King “B” adicionados
con 20%, v/v, de glicerol cada uno), después se colocaron en tubos de criopreservacion de la
misma manera y se mantuvieron en congelaciéon bajo las mismas condiciones hasta el

momento en el que requirieron reactivar.

2.3.3. Verificacion de la pureza de las cepas microbioldégicas

2.3.3.1. Pureza del cultivo en agar, morfologia colonial y produccion de pigmentos
Para cada uno de los medios de cultivo (LBf, King “A” y King “B”) se verific que las
colonias que crecieron de la inoculacién por estria fueran iguales en cuanto a forma, la
elevacion, margen, superficie, opacidad y/o cromaticidad (Figura 10). Cabe mencionar que
todas las colonias de cultivos que crecieron agar King “A” presentaron pigmentacion verde-
azulosa (piocianina) y las que crecieron en King “B” una color verde fluorescente

(pioverdina).

2.3.3.2. Tincion de Gram

La tincién de Gram permite una diferenciacion entre bacterias, la cual se basa en la estructura
y en la composicion de la pared celular. Las bacterias Gram positivas son capaces de retener
el primer colorante (cristal violeta), tifiéndose de azul, en tanto que las Gram negativas no,
lo que les permite reaccionar con el segundo colorante de contraste (safranina), adquiriendo

un color rojo (Calda-Arias, 2011).

La prueba se realizé tomando una azada del cultivo fresco, que fue colocada en un
portaobjetos limpio que tenia una gota de agua esterilizada, se fijé a la flama y se tifio primero
con cristal violeta (1 min.), se lavé con agua destilada, se cubri6 con lugol (solucién yodo-
yoduro al 4%) (1 min.), y se decolord con una solucién de alcohol-acetona, por dltimo se tifio
con safranina (1 min.) y se lavé con agua destilada. Se dejaron secar los frotis a temperatura
ambiente y se observaron al microscopio. Los reactivos utilizados fueron los proveidos por

el B-D™ Gram Stain Kit.
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Formas

Circular Irregular Filamentosa Rizoide

Elevaciones

Elevada Convexa Plana Botonosa Crateriforme
Margenes
Entera Ondulada Filamentosa Rizada Lobulada

Figura 10. Ejemplos de Formas, elevaciones y margenes

Fuente: Leung, 2014

2.4. Identificacion de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 mediante PCR tiempo final

2.4.1. Identificacion de los genes 16S y Idh de Pediococcus acidilactici

La identificacién de Pediococcus acidilactici se realiz6 por medio de la Reaccién en Cadena

de la Polimerasa (PCR) bajo el método usado por Mora, et al,. (1997) modificado por

Llorente en 2008, para detectar la fraccion 16S y el gen ldhD de dicha bacteria.

El cultivo y extraccién del DNA cromosémico se efectué mediante el uso del kit comercial
GenElute NA 2100 (Sigma Aldrich) de acuerdo a la metodologia para bacterias Gram

positivas indicada por el proveedor.
Los primers para las regiones variables del gen 16S rRNA del género Pediococcus y el gen

IdhD para la especie P. acidilactici fueron sintetizados en el laboratorio del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (IBT-UNAM) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Secuencia y posicion de los primers utilizados en la PCR

Longitud
Primer Nomenclatura?® (pb) Secuencia (5° — 3°)
Pac S-S-P.pent-67(Pediococcus pentosaceus)-a-S-22 CGAACTTCCGTTAATTGATTAT
Ppe S-S-P.acid-69(Pediococcus acidilactici)-a-S-22 872 CGAACTTCCGTTAATTGATCAG
Pu S-*-Lab-940(Pediococcus acidilactici)-a-A-18 ACCTTGCGGTCGTACTCC
IdhDF Idh-S-P.acidid-1192(P.acidilactici)-a-S-20 GGACTTGATAACGTACCCGC
IdhDR 1dh-S-P.acidid-1640(P.acidilactici)-b-A-20 449 GTTCCGTCTTGCATTTGACC

“Nomenclatura dada por Alm et al., 1996.
Temperatura éptima de alineamiento: 67 °C

Fuente: Mora et al., 1997

Mora et al., en 1997, describieron una PCR multiple en el que se pueden diferenciar bacterias
pertenecientes al género Pediococcus, para lo cual se disefiaron los primers frontales Pac y
Ppe para la fraccion 16S de Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus, los cuales
solo difieren en dos bases. El primer reverso (Pu), disefiado para ambos, coincide
completamente con el gen 16S rRNA de las dos especies de Pediococcus y es capaz de
coincidir con el mismo gen de otras Bacterias Acido Lacticas. Para identificar la especie de
Pediococcus acidilactici se disefiaron los primers IdhDF yldhDR provenientes del andlisis

de la secuencia del gen de la D-Lacto Deshidrogenasa.

La reaccion de amplificacion in vitro del DNA se llevé a cabo en un volumen de 25 puL
conteniendo: 12.5 pL. de PCR MasterMix® (solucién premezclada de Taq DNA polimerasa,
dNTP, MgCl y soluciones de amortiguamiento), 0.05 pL de cada uno de los primers (Pac,
Ppe, Pu, IdhDF y IdhDR), 1 pL. de DNA (60 a 80 ng/uL) y 9 uL. de agua ultra pura libre de

nucleasas.

Los pasos para la amplificacion incluyeron una desnaturalizacién a 94° C durante 5 min y
para incrementar la especificidad de alineamiento la temperatura se mantuvo a 70° C y se
redujo 1° C cada dos ciclos hasta alcanzar la 6ptima de 67° C. Después de 1 minuto en la
temperatura de alineamiento, 35 ciclos adicionales se llevaron a cabo. La fase de extension

se realiz6 a 72° C por 50 segundos y al finalizar los ciclos siguié una etapa a 72° C por 7 min
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(Cuadro 10). La PCR anterior se llevé a cabo en un Termocilador (ATC 401 Thermal Cycler
de CLP™) gracias a las facilidades prestadas por el Dr. Francisco Montiel Sosa y la M. en
C. Ana Sanchez Mendoza en el Laboratorio 8 de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la FES-Cuautitlan.

Cuadro 10. Resumen de tiempos y temperaturas por ciclos para la PCR de Pediococcus

acidilactici
1c 2 ciclos 2 ciclos 2 ciclos 2 ciclos 35 ciclos 1c
°C 94 194 70 72194 69 72194 68 72194 67 12|94 67 72 72
min 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 50s 7

Fuente: Modificado de Mora et al., 1997 y de Llorente, 2008

Electroforesis: tras la amplificacion, 5 pL del producto de la amplificacién se mezclaron con
3 uL de Bromuro de Etidio (BrEt 0.5 pg/mL™!) como revelador y 3 pL de colorante Blue
Orange para identificar los productos de la PCR. La mezcla anterior se sometié a una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% utilizando el amortiguador Tris-Acetato-EDTA 1X
(TAE) a 80 volts hasta que el frente de corrimiento identificado por el colorante Blue-Orange
avanz6 al final del gel. El gel se observo en un transluminador de luz ultravioleta (MicroDOC

System de Cleaver Scientific Ltd.) y se tom6 una imagen fotogrifica para su anélisis.

Paralelamente se realiz6 un amplificado bajo las mismas condiciones con DNA de
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 (como control negativo) y sin DNA (como blanco), los
cuales fueron sometidos a la misma electroforesis junto con un marcador de peso molecular

(100-2000 pb).

2.4.2. Identificacion del gen 16S Pseudomonas aeruginosa
La identificacion de Pseudomonas aeruginosa se llevé a cabo mediante el protocolo de
Spilker et al., (2004) en el que utiliz6 un par de primers para identificar el género de

Pseudomonas y otro para la especificar la especie aeruginosa (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Primers para la identificacion de el gen 16S rDNA de Pseudomonas spp. y
Pseudomonas aeruginosa

Temperatura de
Primer Secuencia (5 — 3°) Objetivo alineamiento Tamaiio (pb)

(40

PA-GS-F GACGGGTGAGTAATGCCTA Especies de
PA-GS-R CACTGGTGTTCCTTCCTATA Pseudomonas 54° C 618

PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA

PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG |- aeruginosa

58°C 956

Fuente: Spilker et al., 2004

El cultivo y extraccién del DNA cromosémico se efectué mediante el uso del kit comercial
GenElute NA 2100 (Sigma Aldrich) de acuerdo a la metodologia para bacterias Gram

negaivas indicada por el proveedor.

La reacciéon de amplificacion in vitro del DNA se llevé a cabo en un volumen de 25 pL
conteniendo: 12.5 pL. de PCR MasterMix® (solucién premezclada de Taq DNA polimerasa,
dNTP, MgCl: y soluciones de amortiguamiento), 0.05 pL. de cada uno de los primers (PA-
GS-F y PA-GS-R 6 PA-SS-F y PA-SS-R), 1 uLL de DNA (60 a 80 ng/uL) y 10.5 pL de agua

ultra pura libre de nucleasas.

Los pasos para la amplificacién incluyeron una desnaturalizacion inicial a 95° C durante 2
min, para continuar con 25 ciclos consistentes en 20 segundos a 94° C, 20 segundos de la
temperatura Optima de alineamiento (Cuadro 12) y 40 segundos a 72° C, y una extension

final de 1 minuto a 72 °C, los datos se resumen en el Cuadro 12.

Electroforesis: se hizo de la misma manera que para Pediococcus acidilactici junto con los
amplificados del control negativo (DNA de Escherichia coli O157:H7) y el blanco (sin
DNA), sometidos en la misma electroforesis junto con el marcador de peso molecular (100-
2000 pb) y observados el mismo transluminador de luz ultravioleta de donde se tomé una

imagen fotografica para su anélisis.
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Cuadro 12. Resumen de tiempos y temperaturas por ciclos para la PCR de Pseudomonas 'y
Pseudomonas aeruginosa

Ciclos 1 ciclo 25 ciclos 1 ciclo
Pseudomonas °C 95 94 54 72 72
Tiempo 2min 20seg 20seg 40 seg 1
P. aeruginosa °C 95 94 58 72 72

Tiempo 2min 20seg 20seg 40 seg 1

Fuente: Spilker et al., 2004

2.5. Cinéticas de crecimiento bacteriano

2.5.1. Cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

La cepa criopreservada de P. acidilactici ATCC 8042 se reactivé mediante un preindculo
(pA) en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 40 mL de caldo MRS modificado (MRSm)
durante 12 horas a 30 = 2° C, inoculando 1 mL de las células criopreservadas. Posteriormente
se tomo una alicuota de 400 pL del cultivo anterior y se inocul6 en otro preindculo (pB) en

un matraz con las mismas caracteristicas y bajo las mismas condiciones.

Para la determinar la cinética de crecimiento a 24 h se utilizaron matraces Erlenmeyer de 50
mL con 40 mL de MRSm, con tres réplicas cada uno, tomando muestras cada hora (0-24 h).
Cada matraz fue inoculado con el 1% (v/v) del segundo preindculo (pB) y se incubaron bajo
las mismas condiciones. Se determindé la densidad Optica en un espectrofotémetro
(BioPhotometer, Eppendorf®) en una longitud de onda de Aesoonm utilizando como blanco
caldo MRSm sin inocular. En paralelo se determinaron las UFC/mL, para lo cual se
realizaron una serie de diluciones decimales (107" a 10”) en agua peptonada, colocando 20
puL de cada dilucién por triplicado en cajas con agar MRS divididas en tres que se incubaron
durante 24 horas a 30 = 2° C. Se tomaron como representativas las cajas que presentaron las
diluciones que contenian entre 10 y 30 colonias. Se us6 el factor de dilucién para determinar

el ndmero de  células  viables en 1 mL:  Numerode UFC/mL =

No.promedio de colonias xXInverso de la dilucion

Los resultados de las cuentas obtenidas
Volumen de la gota (0.02mL)

expresadas como UFC/mL se transformaron al logaritmo base 10.
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2.5.2. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio
Luria Bertani fortificado, King “A” y King “B”

La cepa criopreservada de P. aeruginosa ATCC 9027 se reactivdé mediante un preindculo

(pA) en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 40 mL de caldo LBf, KA o KB, durante 12

horas a 30 £ 2° C, inoculando el 1 mL de las células criopreservadas. Posteriormente se tomo

una alicuota de 400 pL del cultivo anterior y se inoculd en otro preindculo (pB) en un matraz

con las mismas caracteristicas y bajo las mismas condiciones.

La cinética siguié el mismo procedimiento que el usado para P. acidilactici, se realizaron
tres réplicas, tomando muestras cada dos horas (0-24 h) y a las 36, 48 y 60 horas. En cada
matraz de 50 mL de capacidad se adicionaron 10 mL de medio liquido inoculado con el 1%
(v/v) del segundo preindculo (pB) y se incubaron bajo las mismas condiciones. Se determin6

la densidad o6ptica y las UFC/mL por el procedimiento antes descrito.

Tanto en la cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici como en la de Pseudomonas
aeruginosa se calcularon la tasa de crecimiento (k) y el tiempo de generacidn (#gen) usando
las siguientes ecuaciones tomando los datos de la fase de crecimiento exponencial:

Tasa de crecimiento:

_ logqolX¢] — logio[Xo] _
0.301 xt

gen/h

Donde:
X; = Maximo de UFC/mL
X, = Minimo de UFC/mL

t = Tiempo transcurrido entre X; y X, (horas)

Tiempo de generacion:

1
tgen = T = h/gen

Donde: k = Tasa de crecimiento
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Figura 11. Resumen de la metodologia para la reactivacién y cinética de crecimiento de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Fuente: Munguia-Villavicencio, 2012
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Figura 12. Resumen de la metodologia de la reactivacion y cinéticas de crecimiento de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fuente: Munguia-Villavicencio, 2012
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2.6. Caracterizacion del sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
con actividad antibacteriana
2.6.1. Obtencion del sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
liofilizado
La preparacién de los sobrenadantes concentrados por liofilizacién se hizo de acuerdo con
Llorente (2008). Se realizaron cultivos de P. acidilactici en MRSm, hasta diferentes fases de
crecimiento (4, 6, 8, 12, 16 y 24 h de incubacién), se centrifugaron a 6,000 rpm, durante 20
min, a 4° C para separar la biomasa del sobrenadante, posteriormente se neutralizé a pH 7 +
0.02 con NaOH 0.1IN vy se esterilizé por medio de un sistema de filtracién (Millipore) con
membrana (0.22 um); 30 mL de los sobrenadantes se dispensaron en tubos cOnicos con
capacidad de 50 mL, se congelaron a -70 £ 2° C durante 72 h y se liofilizaron a -50 + 2° Cy
0.055 mBars durante 24 h, por ultimo se conservaron a -20 + 2° C, hasta su utilizacién. Los
sobrenadantes se resuspendieron y concentraron (10X) con agua bidestilada estéril (Llorente,

1998; Martinez, 2011).

2.6.2. Determinacion de concentracion de proteina de los sobrenadantes por el método
de Bradford

El fundamento de este método depende de la interaccion relativamente inespecifica entre un

colorante hidrofébico (azul brillante de Coomassie G-250) y los residuos bdsicos y

aromaéticos de las proteinas, producen un cambio en el color de rojo a azul y un aumento en

la absorbancia (465 a 595nm), el cual se mide en espectrofotometro (Bradford, 1976).

Para determinar la concentracion de proteina se realizé el método Micro de Bradford, el cual
consiste en hacer diluciones en tubos de microcentrifuga para construir una curva patrén
(Anexo 1) con cantidades crecientes de una solucién estandar de Albimina Sérica de Bovino
(BSA) junto con cantidades decrecientes de agua destilada (Cuadro 19, Anexo 1) y 200 pL
de colorante azul brillante de Coomassie (Reactivo de Bradford), se mezclaron, dejando
reposar por 5 min para inmediatamente realizar la lectura a temperatura ambiente en un
periodo no mayor a 30 min a una longitud de onda de A595nm, en un espectrofotometro

(BioPhotometer, Eppendorf™) frente a un blanco del Reactivo de Bradford. Para la
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cuantificaciéon de la proteina de los sobrenadantes, se hicieron diluciones tales que

permitieron estimar la concentracién de proteina contenida en la muestra.

2.6.3. Determinacion del perfil electroforético por SDS-PAGE de las proteinas de los
sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici

El perfil electroforético de las proteinas de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici

ATCC 8042 se llevo a cabo como Llorente en 2008, siguiendo las especificaciones del equipo

Mini-PROTEAN® Tetra Cell de BIO-RAD (2013). La electroforesis se realizé bajo

condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970), para lo cual las muestras liofilizadas de los

sobrenadantes fueron resuspendidas en agua bidestilada estéril (3-5 mg/mL de proteina).

Debido a ensayos preliminares se decidié precipitar las proteinas de las muestras de
sobrenadante para que las bandas pudieran ser lo suficientemente claras en los geles con la
técnica de Metanol-Cloroformo la cual consistié en tomar 400pL. de las muestras de los
sobrenadantes resuspendidos (10X) y colocarlas en un tubo de 1.5 mL de microcentrifuga,
se le adicionaron 600 pL. de Metanol, posteriormente 150 puL. de Cloroformo y finalmente
450 uL de agua destilada estéril para agitarse vigorosamente después de cada adicioén. Se
centrifugaron a 14,000 rpm por 2 min a 4° C, se retiré con cuidado la capa acuosa superior
(en medio de las dos capas quedaron las proteinas suspendidas), se adicionaron 600 pL. de
Metanol y se volvieron a centrifugar de las misma manera. Se decant6 el sobrenadante y se

colocé por 2 min a 70° C en un TermoMixer® para eliminar cualquier residuo de Metanol.

El peller de proteinas precipitadas (aproximadamente 1.5 pug) se resuspendié en 30 uL del
buffer de muestra de Bio-Rad (30uL) (Dodecil Sulfato de Sodio, 2-mercaptoetanol, azul de
bromofenol Tris-HCl y glicerol) y se desnaturalizaron a 95° C por 5 min, para que 20 pL de
la muestra desnaturalizada se colocara en geles de Poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7, 12%
utilizando un marcador de alto peso molecular (10 a 250 kDa Presicion Plus Protein ™ Dual
Color Standars). El gel se dejé correr por 150 min a 90 volts y 4mA hasta que el frente de
corrimiento llegd al final del gel. Al término de la electroforesis, los geles se desmontaron y
tifieron en agitacién por 30 min con Azul Brillante de Coomassie (Sigma-Aldrich) al 0.25%

en 450 mL de metanol y 100 mL de 4cido acético aforado a 1000 mL con agua Bidestilada,
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mismos que se decoloraron con agitacion por 12 h con metanol-dcido acético-agua

bidestilada (200 mL, 150 mL, 650 mL).

2.6.4. Determinacion de la actividad bacteriolitica por técnicas zimograficas

Para evidenciar que la actividad de péptidoglicano hidrolasa estd presente en los
sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se realizaron electroforesis en geles
desnaturalizantes de Poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7 y al 10% copolimerizados con 0.2%
(v/w) de células liofilizadas de Micococcus lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma-Aldrich) o de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, (Valence y Lortal, 1995; Mora et al., 2003).

Las células de Pseudomonas aeruginosa se obtuvieron al cultivarlas en 500 mL de Luria
Bertani fortificado hasta fase media logaritmica, la biomasa celular se obtuvo por medio de
centrifugacion a 6000 rpm por 20 min a 4° C, misma que se lavé tres veces con 4 mL de PBS
estéril y frio (4° C) centrifugédndolo de la misma manera entre cada lavado; el pellet limpio y
libre de sobrenadantes se congeld y liofiliz6 de la misma manera que los sobrenadantes de P.

acidilactici.

La muestra del sobrenadante se precipité por el método Metanol-Cloroformo ya descrito y
se desnaturaliz6 a una temperatura de 95°C por 5 min junto al buffer de muestra de Bio-Rad
(Dodecil Sulfato de Sodio, 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol Tris-HCl y glicerol). Tras
la electroforesis, por 60 min a 180 volts y 4mA, los geles se lavaron con agua desionizada en
agitacion suave durante 30 min y, posteriormente se incubaron en una solucién
amortiguadora de renaturalizacién (Tris-HCl 25mM pH 8 con Tritén al 1%) durante 12 h a
40° C. Se tifieron durante 30 min con azul de metileno (Sigma-Aldrich) al 1% v/w en KOH

al 0.1% w/v y se destifieron con agua destilada (Valence y Lortal, 1995).

50



2.6.5. Difusion en agar

Con el objetivo de evidenciar la actividad antibacteriana de los sobrenadantes de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 sobre cultivos se realizaron pruebas de difusion en agar, el cual ha
sido el método mas utilizado para la determinacién de la actividad antimicrobiana, a través
del tiempo ha sido aceptado por la Food and Drug Administration (FDA) y recomendado
como estindar por el NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory Standards)

(NCCLS, 2005).

En cajas de Petri estériles (15 cm) se colocaron 10 penicilindros estériles equidistantes uno
de otro (Figura 13), con el propésito de formar los pozos y no de cortarlos. Después se agregé
una capa base de agar Miiller Hinton (45 mL) (Piddock, 1990; Llorente, 1998), una vez
solidificada la base, se adicionaron 15 mL de una sobrecapa de agar suave (caldo LBf, KA y
KB adicionado del 0.6% de agar bacteriolégico) inoculado con 1% (v/v) de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 de un preindculo en fase logaritmica (Piddock, 1990; De Vuyst,
1995; Wolf y Gibbons, 1996; Llorente, 1998; NCCLS, 2005).

a) 200 pL de 4cido lactico al 2%,

b) 200uL de caldo MRS comercial (10X), @
c) 200uL de caldo MRSm (10X),

d) 200uL de sobrenadante de 4 h (10X),

e) 200uL de sobrenadante de 6 h (10X),

f) 200uL de sobrenadante de 8 h (10X), @
g) 200uL de sobrenadante de 12 h (10X),

h) 200uL de sobrenadante de 16 h (10X),

i) 200uL de sobrenadante de 24 h (10X), @
j) sin inocular.

© o 0 O
C

Figura 13. Distribucion de los penicilindros y los sobrenadantes en cajas de Petri para la
prueba de difusion en agar
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Una vez solidificada la capa de agar suave, se retiraron los penicilindros para dejar
descubiertos lo pozos de la bicapa, en éstos se agregaron 200 puL de los sobrenadantes (10X)
de diferentes etapas del crecimiento de Pediococcus acidilactici (0.6-1.0 mg de
proteina/pozo) (Figura 13). Las cajas se colocaron durante 2 h a una temperatura de 4°C para
permitir la difusion de los sobrenadantes y posteriormente se incubaron durante 6-24 horas a
30 £+ 2°C. Después de la incubacion se midieron los halos de inhibicién obtenidos. Como
control positivo, se utilizaron 200 uL de 4cido l4ctico grado alimenticio al 2% (MEYER), y
como testigos negativos el medio MRS comercial y el MRSm, neutralizados, liofilizados y

concentrados (10X).

2.6.6. Cinéticas de inhibicion

La cuantificacion in vitro de la actividad antimicrobiana se corroboré mediante cinéticas de
inhibicion, las cuales consisten en utilizar una serie medios bacterioldgicos liquidos a los que
se les afladen cantidades conocidas del antimicrobiano y del microorganismo de prueba, y
con base en muestreos periddicos se determina la sobrevivencia o crecimiento en UFC/mL

(Lewus y Montville, 1991; Parish y Davidson, 1993).

La prueba se realiz6 de la siguiente manera: se prepararon, matraces Erlenmeyer y tubos
conicos con capacidad de 50 mL, se les colocaron 4 mL del caldo LBf, KA (en matraces) o
KB (en tubos) inoculado con el 1% (v/v) de un cultivo en fase media logaritmica de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y 1 mL de sobrendadantes concentrados (10X) (4, 6,
8,12, 16 y 24 h); a la par se incubaron testigos negativos con 1 mL de medio MRS comercial
(10X) o MRSm (10X) asi como un control positivo con 4cido l4ctico al 2%. Se tomaron
muestras cada dos horas de las 0 a las 24 h y a las 36, 48, 60 y 72 h con el fin de determinar
el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 por medio de las UFC/mL, para lo
cual se realizaron diluciones decimales (de 107! a 10" con agua peptonada, se sembraron
20 pL por triplicado de cada dilucién en cajas con el agar correspondiente cada caldo y se
incubaron a 30 = 2° C durante 24 h. Los resultados de las cuentas obtenidas fueron expresados
como UFC/mL transformandolas al logaritmo base 10. Cada conteo se realizé por triplicado

y con los datos obtenidos se construyeron las gréificas correspondientes.
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criopreservado en 40 mL de caldo

MRSm durante 24h a 30 +2°C /l N\

-
Reactivacion de 1 mL de J

g 4
noculacién de 10 mL Centrifugacion por
v del preindculo en » 20 min a 6000 rpm
. matraz Fernbach con a4°C
Cultivo de preindculo (1%) en 40 1,000 mL de caldo N
mL de caldo MRSm durante 12h MRSm, a30 +2°C. (4, l
a30zx2°C
N 6,8, 12, 16y 24h) Neutralizacion del
K / pH a 7.0 con
NaOH 0.1N
.
Liofilizacién por Ultacongelacion Se depositaron 30 mL del T
48 h (-50 +1 E’)C a a-70 + go C por sobrenadante en tubos cénicos ;Iétrtr?grlggapgg
0.055 mBars) 72 h de 50 mL de capacidad 0.22 um
Conservacion ( Cuantificacion d ] )
10 4 290 > uantificacion de proteinas por
a - método de Bradford
hasta su \. J
\.
4 N
—»| Perfil electroforético (SDS/PAGE) de
Y las proteinas de los sobrenadantes
Resuspension de w ~ g
sobrenadantes e ~ /[ Micrococcus lisodeikticus J
. Zimogramas copolimerizados de los
liofilizados en 3 mL de
destilada estéril sobrenadantes -
agua desti \ / | Pseudomonas aeruginosa J
(10x)
—’{ Pruebas de difusion en agar
—P[ Cinéticas de inhibicion

Figura 14. Resumen de la metodologia paran la caracterizacion del sobrenadante del cultivo
de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con actividad antibacteriana

Fuente: Munguia Villavicencio, 2012
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2.7. Evaluacion del efecto de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
sobre la produccion de exopolisacaridos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Para evaluar el efecto que los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 tienen
sobre la produccion de biopeliculas y el contenido de exopolisacaridos se utilizaron dos
pruebas para cuantificar el contenido total de carbohidratos y el de dcidos urénicos que se
producen en el biofilm de Pseudomonas aeruginosa, para ello se realizaron cultivos de la

siguiente manera:

En tubos de cultivo de 30 mL de capacidad se colocaron 50 perlas de vidrio (borosilicato) de
3 mm de didmetro (Rosber®) previamente lavadas y esterilizadas con el objeto de
proporcionar una mayor superficie de contacto; una vez colocadas dentro de los tubos, se
esterilizaron juntos en autoclave a 121° C por 15 min y se reservaron hasta el momento de

ser utilizados.

De un preinéculo proveniente de la reactivacion de 1 mL de criopreservado de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 se inocul6 caldo LBf. al 1% (v/v), se distribuyeron 800 puL en cada
uno de los tubos y se agregaron 200 pL. de cada uno de los sobrenadantes a evaluar (10X) asi
como los controles y testigos (control negativo: caldo LBf estéril, control positivo: dcido
l4ctico al 2% vy testigos negativos: MRS comercial (10X) y MRSm 10X). La cuantificacién
de EPS de las biopeliculas se realiz6 a las 0, 12, 24, 36 y 48 h, periodos de tiempo en los que

los tubos se colocaron de manera horizontal y se dejaron incubando a 30 + 2°C.

Después de la incubacién se adicionaron muy lentamente 25 mL de PBS estéril y frio (4° C)
con el objetivo de remover el liquido sobrenadante de cada tubo, proceso que se repiti6 tres
veces. Entre cada lavado, los tubo se decantaron evitando que las perlas de vidrio salieran de
este. Finalmente con mucho cuidado se inclinaron sobre papel filtro para secar
completamente el liquido restante. Después del lavado se adicionaron 1000 plL. de agua
bidestilada estéril (con el objeto de igualar el volumen de la muestra original), y se procedid

a tratarlos para la cuantificacién de carbohidratos totales y dcidos urénicos.

54



2.7.1. Cuantificacion de carbohidratos totales

El contenido total de EPS se puede cuantificar por métodos colorimétricos como el de Fenol-
Acido Sulfiirico, descrito por Dubois ef al., (1956) utilizando a la glucosa como estandar
(equivalentes de glucosa) tiene como principio que los carbohidratos, en presencia de acidos
fuertes y calor, desarrollan una serie de reacciones que llevan a la formacién de derivados de
furanos, los cuales, al combinarse con compuestos fendlicos generan complejos de color

obscuro (Brummer y Cui, 2005).

El método que se utilizé fue una adaptacién en volimenes a los usados por Masuko et al.,
(2005), por cada mL de muestra se procedié de la siguiente manera: a los tubos de cultivo
con las perlas de vidrio ya cultivadas, lavadas con PBS y adicionadas con 1000 pL de agua
bidestilada estéril, se adicionaron con cuidado 3 mL de Acido Sulfiirico para agitarse por 30
min, posteriormente se adicionaron 600 pL de Fenol al 5% en agua para después ser
incubados en bafio maria a 90° C por 5 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
leyeron en un espectrofotémetro (Spectronic 20D) a 490 nm. Como blanco se utilizé 1 mL
de agua bidestilada esterilizada tratada como ya se menciond, cuando fue necesario se
realizaron diluciones tales que permitieran cuantificar la cantidad de equivalentes de glucosa.
Para la cuantificacién de equivalentes de glucosa se realizé una curva patrén con diluciones
de glucosa en agua bidestilada esteril, (5-200 pg/mL) siguiendo el método anterior (Anexo

8).

2.7.2. Cuantificaciéon de acidos Urénicos

Debido a que la proporcion de alginato en la matriz extracelular de las biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa es mayor que el resto de los carbohidratos (Lembre et al., 2012),
es importante dilucidar si los efectos observados se reflejan directamente en la cantidad de
alginato presente en la biopelicula y ya que los &4cidos urdénicos generan compuestos
cromdgenos cuando son calentados a 100° C en presencia de 4cido sulfirico concentrado con
tetraborato de sodio y carbazol (Taylor y Buchanan-Smith, 1992; Mojica et al., 2007) se
utiliz6 el siguiente método para su cuantificacion (de o-L-glucuronato) por

espectrofotometria.:
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Para la cuantificacion de dcidos urdénicos se adapté el método propuesto por Casseratti et al.,
(2003). a los mismos volimenes de muestra usados en la cuantificacion de carbohidratos
totales con el fin de poder equiparar la cantidad de carbohidratos totales con la de dcidos
urdénicos en las biopeliculas de P. aeruginosa. A los tubos de cultivo con las perlas de vidrio
ya cultivadas, lavadas con PBS y adicionadas de 1000 pL. de agua bidestilada estéril, se
adicionaron con cuidado 4 mL de Tetraborato de Sodio 25 mM en Acido Stilfiirico para
después calentarlos por 10 min a 100° C en bafio Maria y dejarlos enfriar a temperatura
ambiente por 15 min. A temperatura ambiente se adicioné 1 mL de carbazol al 0.125% en
etanol absoluto para volverlos a calentar y enfriar bajo las mismas condiciones. La lectura se
hizo en un espectrofotometro (Spectronic 20D) a 550 nm. Como blanco se utilizé 1 mL de
agua bidestilada esterilizada tratada como ya se menciond y, cuando fue necesario se
realizaron diluciones tales que permitieran cuantificar la cantidad dcidos urénicos. Para poder

cuantificar la cantidad de acidos urénicos se realizé una curva patrén con diluciones (15-200

g/ mL) de Acido D-glucurénico (Sigma-Aldrich) siguiendo el método anterior (Anexo 9).

J

4 o
Reactivacion de un Inoculacién de 1% (v/v) del
criopreservado deP. preindculo en un matraz con 40 mL Inocular caldo LBf con
aeruginosa ATTC 9027 en de caldo LBf a 30 + 2° C hasta fase 1% (V/V)
40 mL de caldo LBf durante media logaritmica
24ha30+2°C
\ \ 4
e . . Adicionar 800 uL de caldo LBf inoculado y 200 uL de
Incubar a diferentes tiempos sobrenadantes (4, 6, 8, 12, 16 y 24 h) en tubos de cultivo con
| (12.24.36.48h)a30+2°C. 50 perlas de vidrio de 3 mm de diametro
~
Cuantificacién de carbohidratos
totales (acido sulfarico- fenol)
Y,
Cuantificacién de e L N )
carbohidratos de Cuantificacién de aC|do_s urénicos
la biopelicula (Tetraborato de Sodio-acido
sulfarico—carbazol)
Y,

Figura 15. Resumen de la metodologia para la evaluacién del efecto de los sobrenadantes
de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 sobre la produccién de biopelicula de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Fuente: Munguia Villavicencio, 2012
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2.8. Evaluacion del efecto de los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 sobre la produccién de piocianina de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027

El método que propone Kurachi (1958) y que aplican Essar et al., (1990), Kong et al., (2005)

y Babic et al., (2010) para cuantificar la cantidad de piocianina generada por Pseudomonas

aeruginosa consiste en generar un reaccion acida que deriva en un cromégeno rosado que se

puede medir por espectrofotometria a 520 nm. Las concentraciones se expresan como
microgramos productores de piocianina por mililitro del sobrenadante del cultivo al
multiplicar la densidad optica a Asxo nm por el factor 17.072, o también se puede construir

una curva patron con la piociania purificada (Sigma-Aldrich Co. LLC., a 2012).

El método de Ralli (2005) se adapto de la siguiente manera:

Se reactivé un criopreservado de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en 40 mL medio
King “A” en un matraz Erlenmeyer con capacidad 50 mL por 24 h a 30 + 2° C. De éste se
inocularon 40 mL de medio King “A” al 1% (v/v) y se incubaron por 12 h a la misma
temperatura; del cultivo anterior se inoculé medio King “A” al 1% (v/v) y se repartieron 12
mL en matraces Erlenmeyer de capacidad de 50 mL a los que se adicionaron 3 mL de los
sobrenadantes asi como los controles y testigos (control negativo: caldo King “A” estéril,
control positivo: dcido lactico al 2% vy testigos negativos: MRS comercial (10X) y MRSm
10X), se dejaron incubar por 12, 24, 48 y 72 h a 30 £ 2° C antes de extraer y cuantificar la

piocianina.

Para la extraccién y cuantificacion de piocianina se centrifug6 el cultivo a 6000 rpm por 20
min a 4° C, se separd el sobrenadante del paquete celular por decantacién y a los
sobrenadantes le agregaron 9 mL de cloroformo para después agitarlos vigorosamente y
centrifugarlos por 10 min bajo las condiciones anteriores. La capa del fondo (piocianina en
cloroformo) se trasvasé a otro tubo para agreagrle inmediatemente 3 mL de HCI al 0.2N y
centrifugarlo de la manera anterior. La porciéon cromédgena que queda en la parte superior se
trasvaso a los tubos de lectura del espectofotometro (Spectronic 20D) para realizar su lectura

a 520nm., como blanco se utilizé6 HCI al 0.2N. La cantidad de microorganismos productores
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de piocianina por mililitro de cultivo se calculé al multiplicar la absorbancia a 520 nm por el

factor de Kurachi (1958): 17.072.

2.9. Evaluacion del efecto de los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 sobre la produccion de pioverdina de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027

Para la determinacion de la produccion de pioverdina se adapt6 el método propuesto por Ralli

(2005) donde los niveles de pioverdina se expresan en una proporcion DO Asos/ DO Aeoonm.

Para ello se reactivé un criopreservado Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en 40 mL

medio King “B” en un matraz Erlenmeyer con capacidad 50 mL por 24 h a 30 + 2° C. De

éste se inocularon 40 mL de medio King “B” al 1% (v/v) que se incubaron por 12 h a la
misma temperatura; del cultivo anterior se inoculé medio King “B” al 1% (v/v) del cudl se
repartieron 4 mL en tubos cénicos de 50 mL de capacidad, a los que se adicionaron 1 mL de
los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 asi como los controles y testigos

(control negativo: caldo King “B” estéril, control positivo: dcido lactico al 2% y testigos

negativos: MRS comercial (10X) y MRSm 10X), se dejaron incubar por 12, 24,48 y 72 h a

30 = 2° C antes de cuantificar la pioverdina (Stintzi et al., 1998; McMorran et al., 2001;

Jacques et al., 2003).

Para su cuantificacién se tom6 una alicuota para medir la DO Agoonm y el resto se centrifugd
a 6000 rpm por 20 min a 4° C, el sobrenadante se esterilizé por membrana de 0.22 pm
(Millipore®) y se trasvasaron a los tubos de lectura del espectofotometro (Spectronic 20D)
para realizar su lectura a 405nm, como blanco se utilizé el medio King “B” sin inocular y en
el caso de los cultivos con sobrenadantes, el mismo medio (4 mL) adicionados de 1 mL de

medio MRSm concentrado (10X).

58



Reactivar criopreservado de
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 en medio King “A”a 30 £2°C

por 24 h )

Il

~

Inoculacién de 1% del preinéculo en

un matraz con 40 mL de King “A” a
30+2°Cpori2h

v

A

\

Reactivar criopreservado de
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 en medio King “B”a 30 £2°C
por 24 h

]

Inoculacién de 1% del preinéculo en
un matraz con 40 mL de King “B” a
30+2°Cpori2h

v

S/

-
Inocular caldo King “A” con 1% de Inocular caldo King “B” con 1% de
preindculo en fase media logaritmica preinoculo en fase media logaritmica
\.
v v -
Adicionar a 12 mL de Cultivo en King Adicionar a 4 mL de Cultivo en King
“A” 3 mL de sobrenadante o agente “A” 1 mL de sobrenadante o agente
inhibitorio en matraces Erlenmeyer de inhibitorio en tubos cénicos de 50 mL
50 mL de capacidad de capacidad
1 ]
v v
'

Incubar a diferentes tiempos (12, 24,
48,60y72h)a30+2°C

|

A 4

Extraer y Cuantificar la
Piocianina a 550 nm

Incubar a diferentes tiempos (12, 24 y
48h)a 30t 2°C

A 4

Cuantificacién de
Pioverdina a 405 nm

Figura 16. Resumen de la metodologia para la demostracion del efecto del sobrenadante de
cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 sobre la produccién de piocianina y
pioverdina de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Fuente: Modificado de Ralli, 2005
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3. Resultados y Discusion

3.1. Reactivacion y verificacion de la pureza de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Las cepas liofilizadas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027 se reactivaron segun la metodologia y se verificé la pureza de las colonias en

los medios correspondientes.

En la figura 17 (a) se muestran las colonias de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en agar
MRS, con forma circular, margenes lisos, apariencia cremosa de color blanquecina y un

didmetro aproximado de 2 a 3 mm. En la tincién de Gram correspondiente se pueden observar

tétradas o pares de cocos Gram positivos (Figura 17, b).

Figura 17. a) Colonias de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en agar MRS, b) Tincién de
Gram de las colonias de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

La pureza de la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 se verifico en cajas de agar
Luria Bertani fortificado (Figura 18 a), King “A” (Figura 18 b) y King “B” (Figura 18 c),
donde se pudieron observar colonias redondas, de < 1 mm de didmetro con bordes irregulares,

traslicidas y con produccién de un pigmento azul-verdoso en el agar King “A”, y uno verde
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fluorescente en agar King “B” (King et al., 1954). Asi mismo se realizaron tinciones de Gram

de las colonias mostrando bacilos Gram negativos (Figura 18 d).

Figura 18. Identificacion morfolégica de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. a)
Colonias de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en agar LBf., b) Colonias de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en agar King “A”, ¢) Colonias de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 en agar King “B”, d) Tincién de Gram de las colonias de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Dados los resultados anteriores se trataba de cultivos puros de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 y de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 que cumplian con las caracteristicas

citadas en la literatura.
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3.2. Identificacion de las cepas problema mediante la amplificacion por PCR del gen
16S y lhdD de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y la region variable 16S de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

El problema de identificar a las bacterias por métodos bioquimicos fue solucionado por las

herramientas moleculares mediante el analisis de las fracciones 16S del rDNA (Rosell6-Mora

y Amann, 2001), por lo tanto se decidi6 utilizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR) para realizar la identificacion de las cepas de estudio y tener la plena certeza de que

se cuenta con las herramientas para comparar los resultados con otros trabajos relacionados.

Como la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 guarda similitud del 91 al 98% con
otras cepas del mismo género y especie, asi como del 96 al 97% con cepas de Pediococcus
pentosaceus 'y del 93 al 94% con cepas de Pediococcus damnosus (Llorente, 2008 y Mora et
al., 1997), se decidi6 realizar una PCR muiltiple por el método que propone Mora et al.,
(1997), lo que permitié identificar el género y la especie de Pediococcus acidilactici a través
de la amplificaciéon de una region variable de rDNA (/6S) y del gen de la D-lactato
deshidrogenasa (ldh). En la figura 19 (A) se pueden observar los productos de la PCR que
permitieron identificar al género Pediococcus con un fragmento de 872 pb (16S5) y a la

especie P. acidilactici con un fragmento de 449 pb (ldh).

Para el caso de la identificacion de Pseudomonas aeruginosa se utilizé el método propuesto
por Spilker et al., (2004) en el que se realizaron dos PCR para amplificar regiones
conservadas y variables de rDNA. La identificaciéon del género Pseudomonas se hizo
mediante la amplificacién de una regién conservada de rDNA (/6S) de 618 pb y la
identificacién de la especie P. aeruginosa con un amplificado de una regién variable de

rDNA (165) con un producto de 956 pb (Figura 19, B).

Ambos métodos de identificacion molecular se llevaron a cabo con los controles negativos y

blancos correspondientes.
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Figura 19. Electroforesis de la PCR para la identificacion de las cepas de interés.

A. Pediococcus acidilactici ATCC 8042. MP) Marcador de tamafio molecular (100 pb Invitrogen), 1) Blanco
sin DNA, 2) DNA de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, 3) DNA de Lactobacillus plantarum ATCC 8014.
B. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. MP) Marcador de tamafio molecular (100 pb Invitrogen), 1) Blanco
sin DNA para género, 2) DNA de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 para género, 3) DNA de Escherichia
coli O157:H7 para género, 4) Blanco sin DNA para especie, 5) DNA de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
para especie, 6) DNA de Escherichia coli O157:H7 para especie.

3.3. Cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Debido a que Llorente (2008) y Martinez-Trejo (2011) reportan los efectos antagénicos en
los sobrenadantes de la fase logaritmica del crecimiento de Pediococcus acidilactici (8h) y a
que Velazco-Pérez (2010) reporta actividad antibacteriana a las 8 y 16 h (fase estacionaria)
de fermentacion, se decidi6 obtener sobrenadantes de diferentes etapas de las fases de
crecimiento para establecer las diferencias entre ellas y evaluar su efecto en Pseudomonas
aeruginosa. Para ello se construyd una cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici

ATCC 8042 en medio liquido MRS modificado (Llorente, 1998).
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Figura 20. Cinética de Crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en medio
MRSm.

En la figura 20 se muestra la cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
donde se evalu6 el comportamiento de la Densidad Optica (D.O.) Asoonm y las Unidades
Formadoras de Colonia por mL (UFC/mL) pudiéndose establecer que la fase de latencia va
de las 0 a las 2 h, la fase logaritmica de las 2 a las 10 h (con una tasa de crecimiento de k =
1.073 gen/h y un tiempo de generacion de fgen = 55.8 min/gen) y la fase estacionaria de las

10 h en adelante, resultados que fueron similares a los obtenidos por Llorente (1998).

Aunque el incremento de la densidad Optica tipo sigmoidal es el caracteristico de esta
bacteria, las fases de crecimiento se presentaron con mayor prontitud (2 h antes) debido a
que la cepa obtenida de un proveedor comercial (MICROBIOLOGICS St. Cluod MIN,
USA.) se prepar6 en los indculos y pases previos a la cinética lo que generaron un efecto
“fed-batch” o crecimiento semi-continuo al cambiar a las células a un medio con mads

nutrientes disponibles. Realizar lecturas cada hora contribuy6 a identificar con mayor
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claridad el inicio y término de las fases de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC

8042 en medio MRSm.

3.4. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Para poder realizar los andlisis posteriores de la cuantificacién de exopolisacédridos se
siguieron las recomendaciones de Knezevic y Petrovic (2008) por lo que la cepa liofilizada
de Pseudomonas aerugiosa se reactivé en el medio descrito por estos autores (Luria Bertani
fortificado con glucosa, 2 g/L) formulado con ingredientes de BD™ vy tras la comprobacién
de pureza e identidad, se realizaron las cinéticas de crecimiento en el mismo medio (Figura
21) en donde se identificé que la fase media logaritmica se alcanzé a las 6 horas con una

D.O. de 0.400 Asoonm.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio
Luria Bertani Fortificado

King et al., (1954) desarrollaron los medios King “A” y King “B”, cada uno de ellos
contienen cantidades diferentes de fuentes de aminodcidos, de carbono y microminerales
especificos que le permiten a Pseudomonas aeruginosa producir piociania o pioverdina
respectivamente, por lo tanto fue necesario realizar las cinéticas correspondientes para
conocer el comportamiento normal de su crecimiento en cada uno de los medios liquidos, las

cuales se presentan en las Figuras 22 y 23.
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Figura 22. Cinética de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio

King “A”
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Figura 23. Cinética de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio

Al analizar las cinéticas de crecimiento se pudo determinar que las diferencias en la

composicion de los medio de cultivo ocasiona que en cada uno de ellos el crecimiento de

King ‘GB”

Pseudomonas aeruginosa sea diferente, por ejemplo en las D.O. maximas y en los tiempos
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de presentacion y duracion de las fases de crecimiento que se resumen en el Cuadro 13 (fase

de latencia, exponencial y estacionaria).

Cuadro 13. Duracioén de las fases de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

MEDIO DE Fase de Fase Fase Tasa de Tiempo de D.O.
CULTIVO latencia exponencial estacionaria crecimiento Generacion (A600nm) a
(Lag) (Log) (gen/h) (min/gen) las 24 h
Luria Bertani 0-4h 4-10h 10-24 h 0.22 13.50 0.855 =0.075
Fortificado
King “A” 0-4h 4-8h 8-24 h 0.31 18.45 2.236 +0.089
King “B” 0-4h 4-12h 12-24 h 0.10 9.94 2.312 £ 0.066

3.5. Caracterizacion de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Dado el crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se decidi6 obtener
sobrenadantes de las diferentes etapas de su crecimiento por la metodologia de Llorente
(2008). Se obtuvieron sobrenadantes de la etapa logaritmica temprana (4 h), de la fase media
logaritmica (6 h), de la fase logaritmica tardia (8h), del inicio de la fase estacionaria (12 h) y
de la meseta de la fase estacionaria (16 y 24 h) y se procedio a caracterizarlos en términos de
cuantificacion de proteinas, perfiles electroforéticos, zimogramas de actividad in situ
utilizando como microorganismos susceptibles las cepas liofilizadas de Micrococcus
lysodeikticus ATCC 9648 (Sigma-Aldrich Chem, U.S.A.) y de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 9027 asi como cinéticas de inhibicién y pruebas de difusion en agar.

3.5.1. Cuantificacién de proteinas por método de Bradford

La cuantificacion de las proteinas de los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 se llevo a cabo por el método de Micro-Bradford (Bradford, 1976).
Después de construir una curva patrén utilizando diluciones conocidas de Albimina Sérica
Bovina (BSA) (BioRad™), se graficaron los resultados (Anexo 1) de la que se pudo
establecer una correlacién entre los resultados de 7> = 0.9979 y la ecuacién como y =

0.0350x.

La concentraciéon de proteinas de las muestras de los sobrenadantes en las diferentes fases de

crecimiento se presenta en el Cuadro 14 y en la Figura 24.
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Cuadro 14. Concentracion de proteina de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 en diferentes etapas de su crecimiento

Hora de cultivo Concentracion de proteina

(mg/mL)

4 3.37 £0.35°

6 3.63 £0.53 2"

8 3.24 +0.58"

12 4.88 £0.34

16 3.13 £0.54°

24 4.05 =0.50?

MRSm 3.02 =0.30°

Resultados expresados por los promedios + la desviacién estandar. La
cuantificaciéon se replic6 9 veces (n=9) y los promedios con
superindices diferentes son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Los resultados se analizaron mediante un ANOVA (Analisis de varianza) con un valor de
confianza del 95% (a=0.05); se determiné que existia una diferencia estadisticamente
significativa (P =1.47E'!) entre la concentracién de proteina de los sobrenadantes de P.
acidilactici, asi que se realiz6 una prueba de Tukey (0=0.05) para comparar e identificar las

diferencias estadisticas entre ellos.

Utilizando como control negativo el medio MRSm sin inocular, se determiné que los
sobrenadantes de las 4, 6, 8 y 16 h no resultaron estadisticamente diferentes entre ellos ni con
el medio. El sobrenadante de las 24 h de cultivo resulté estadisticamente diferente a los

sobrenadantes anteriores excepto al de las 6 h.

El tnico sobrenadante que resultd estadisticamente diferente a todos los demds y al medio
MRSm fue el de las 12 h, esto, asociado a que a las 12 h de cultivo se alcanza un pico maximo
en el crecimiento (1.200 D.O. Asoonm) como se observa en la Figura 24 (proteinas y

crecimiento).
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Figura 24. Concentracion de proteinas de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 durante diferentes etapas del crecimiento celular en medio MRSm

3.5.2. Perfil electroforético (SDS/PAGE) de los sobrenadantes

Al encontrar diferencias estadisticas entre las concentraciones de proteinas de los
sobrenadantes de diferentes etapas del crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042,
se decidi6 caracterizar sus perfiles electroforéticos para evidenciar si la diferencia mostrada
se debia a la produccion de diferentes proteinas o a que en todas las etapas éstas eran las

mismas pero en concentraciones distintas.

Durante los ensayos preliminares no se obtuvieron buenos resultados con la técnica de Acido
Tricloro Acético (Llorente, 2008) y tomando en consideracion la posible presencia de otros
constituyentes en los sobrenadantes, se ensayaron varios tipos de precipitacién que
permitieran eliminar los carbohidratos y las sales contenidas en ellos provenientes de los
compuestos del medio MRSm; la metodologia sugerida por Wessel y Fliigge (1984)

(precipitacion con Metanol-Cloroformo) fue la que resolvié esta situacién. La adaptacion

70



metodoldgica mejord los rendimientos de los precipitados, al utilizar s6lo 400 uL a diferencia
de 1000 uL que utilizaba anteriormente y permitié observar con una mayor definicioén los

perfilers electroforéticos de los sobrenadantes de cultivo.

Los geles se escanearon en un Densitometro (Gel Doc™ XR de BioRad™) y se analizaron
mediante el software Image Lab 3.0 ™ BioRad™ (Figuras 25 y 26) y de este modo se pudo

confirmar la presencia de diferentes bandas de proteinas en las fases logaritmicas y

estacionarias.

250 kDa 250 kDa

150 kDa 150 kDa

100 kDa 100 kDa
75 kDa 75 kDa
50 kDa 50 kDa
37 kDa 37 kDa
25 kDa 25 kDa

Figura 25. Perfil electroforético de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 en gel de Bis/Acrilamida 12% T, 3.3% C, 1mm, tincién Azul de Coomassie.

1. MPM (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante de
las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo (10X). 6.
Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8. Sobrenadante de las 24 h
de cultivo (10X). 9. MPM (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio Rad ™),
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Figura 26. Andlisis de las imdgenes de los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con Image Lab 3.0 ™.
A) Deteccidén de bandas, 50% sensibilidad. B) Imagen 3D de la imagen A.

1. MPM (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante
de las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo
(10X). 6. Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8.
Sobrenadante de las 24 h de cultivo (10X). 9. MPM (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio Rad

TM)

En el carril 2 de las figuras 25 y 26 se muestra el perfil proteico del medio MRSm (10X) en
el que se observa una unica banda, misma que estd presente en los demds carriles (3-8) con
un peso molecular de 63.3 £0.6 kDa. Se puede suponer que esta banda proteica se encuentra
en todos los sobrenadantes debido al contenido propio del medio MRSm ya que éste se
formul6 con Bacto Peptona No.3, Extracto de Carne y Extracto de Levadura de BD™, donde
el fabricante reporta que <10% de las proteinas totales de estos extractos tienen un peso

mayor a los 10kDa (Becton and Dickinson Company, 2006).

Después de analizar los perfiles proteicos y descartar la banda propia del medio MRSm, como
se observa en el Cuadro 15, se determiné que los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 presentaban diferentes tipos de perfiles electroforéticos dependiendo de la fase

de crecimiento.
Observandose que la cantidad de las bandas proteicas se incrementa conforme aumenta en el

tiempo de cultivo; asi en el sobrenadante de las 4 h (etapa logaritmica temprana) se observan

10 bandas, en la fase media logaritmica (6 h) hay 12 bandas y logaritmica tardia (8h) 16; sin
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embargo durante la fase estacionaria (12, 16 y 24 h) el nimero se incrementé drasticamente

pudiéndose observar de 35 a 37 bandas.

Cuadro 15. Pesos Moleculares de las bandas encontradas en los perfiles electroforéticos de
las proteinas de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Peso Molecular Sobrenadantes del cultivo de Pediococus acidilactici ATCC 8042

(kDa) MRSm 4h 6 h 8h 12h 16 h 24 h
228.2 £ 0.7 + + +
193.4 = 0.9 + + +
188.5 = 0.9 + + + +
178.1 = 1.0 + + +
163.0 = 2.9 + + +
154.6 = 0.8 + + + +
149.0 = 0.9 + + +
143.5 = 0.2 +
134.8 = 0.2 +
126.7 = 1.0 + + + + + +
122.5 = 0.7 + + +
114.9 £ 0.7 + + + + + +
109.0 = 1.2 + + + + + +
101.4 £ 0.9 + + + +
93.2 £ 0.8 + + +

88.1 = 0.3 + + +
85.0 = 0.8 + + + + + +
80.3 = 0.6 + + +
772 £0.9 + + + + + +
71.3 £ 0.6 + + + + + +
67.1 £0.2 + + +
63.3 £ 0.6 + + + + + + +
59.8 £04 + + + + +
544 £14 + + + + + +
512 £ 1.1 + + + + + +
48.6 = 0.1 + + +
44.8 £ 0.6 + + + + + +
423 =05 + + +
39.7 = 0.5 + + +
374 =04 + + +
349 = 0.5 + + + + +
32.5 0.5 + + +
312 = 0.2 + + +
26.2 = 0.3 + + + +
223 +£0.2 + + + + + +
20.8 £0.2 + + +
18.7 £ 0.2 + + +
179 £ 0.2 + + +

+ Presencia en los perfiles electroforéticos. MRSm= Medio MRS modificado sin inocular (10X). h= horas
Pesos moleculares expresados por los promedios (kDa) + la desviacién estandar. 3 réplicas (n=3).
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El incremento del nimero de bandas obedece al cambio de etapa en la que el cultivo de
Pediococcus acidilactici se encuentra, observando que las proteinas de los sobrenadantes de
la fase logaritmica (4, 6 y 8h) se conservan y estan presentes en la fase estacionaria (12, 16

y 24 h).

3.5.3. Zimogramas copolimerizados con Micrococcus lysodeikticcus ATCC 4698

Dado que Llorente et al., (2008) reportaron la presencia de actividad Peptidoglicano
Hidrolasa extracelular de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, se
realizaron zimogramas copolimerizados en geles de Bis/Acrilamida (9 y 10%) con células de
Micrococcus Lysodeikticus ATCC 4698 (0.2% v/v) (Valence y Lortal, 1995; Lortal et al.,
1997); para ello las proteinas de los sobrenadantes se precipitaron con la misma técnica

utilizada en la obtencion de los perfiles electroforéticos (Wessel y Fliigge, 1984).

MPM > 3 4 5 6 7 8 MPM
1 9
116 kDa 116 kDa
97 kDa 97 kDa
66 kDa 66 kDa
45 kDa 45 kDa

Figura 27. Zimograma de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en gel
de Bis/Acrilamida 10% T, 3.3% C, 1mm, copolimerizado con células liofilizadas de
Micrococcus Lysodeikticus (0.02% w/v), tefiiddo con Azul de Metileno

1. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante de
las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo (10X). 6.
Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8, Sobrenadante de las 24 h
de cultivo (10X). 9. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad ™).
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Las figuras 27 y 28 muestran que los sobrenadantes de P. acidilactici generaron lisis en
células de Micrococcus lisodeiktyccus evidenciando la presencia de actividad Peptidoglicano
Hidrolasa en estos;. las bandas de lisis se observan a 115.6 +£ 0.5, 110.3 £ 0.7 y 61.1 + 0.7
kDa, asi como un bandeo secundario poco definido (entre los 110 y 61 kDa). En todos los
sobrenadantes se observaron estas zonas de lisis a excepcién del medio MRSm (10X) y el de
las 4 h en donde no se observa la zona de 61.1 + 0.7 kDa (carriles 2 y 3 de las figuras 27 y
28).

Al empatar los zimogramas con los periles electroforéticos se pudo definir que las zonas de
lisis a corresponden a las bandas protéicas de 114.9 £ 0.7, 109.0 + 1.2 y 59.8 + 0.4 kDa, este
mismo andlisis justific la ausencia de la zona de lisis antes descrita en el carril del
sobrenadante de las 4 h de cultivo, ya que en su perfil electroforético no se encontré la banda
de 59.8 £ 0.4 kDa (carril 3 de las figuras 27 y 28). Asi mismo el bandeo secundario se pudiera

explicar por la presencia de alguna otras bandas de los mismos perfiles electroforéticos.

Aunque Lortal et al., (1997) y Mora et al., (2003) demostraron patrones de actividad PGH
en las proteinas de las membranas celulares de Lactobacillus lactis, Pediococcus acidilactici
y Pediococcus pentosaceus, estos no lo hicieron de la cepa 8042 y menos de sus proteinas
extracelulares. Sin embargo la PGH de 116 kDa de este trabajo es similar a la que Mora et
al., (2003) describen de las cepas de P. acidilactici DSM 20284, ATCC 25740 y PAC1.0

donde también se observa un bandeo secundario inespecifico.

Por otra parte, la PGH extracelular de 110kDa tiene un peso idéntico al reportado por
Llorente et al., (2008) donde se analizaron las proteinas extracelulares de la cepa 8042.
Aunque se trabajo con la misma cepa que Llorente et al., (2008) no se habian evidenciado

con anterioridad una zona de lisis a 61 kDa ni el bandeo secundario para esta cepa.

Posiblemente la precipitacion de las proteinas extracelulares con Metanol-Cloroformo
(Wessel y Fliigge, 1984) permitié evidenciar éstas nuevas zonas de actividad litica, esta
diferencia obedece a que Llorente et al., (2008) utilizaron como método de precipitacion el

Acido Tricloro Acético y a pesar de que éste ha sido comparable con la precipitacién con
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metanol-cloroformo (Jiang, et al., 2004) el método usado estd indicado para precipitar
proteinas de médios liquios en presencia de lipidos y detergentes, lo que podria explicar

porque se observaron mejores resultados con ésta forma de precipitacion.

Figura 28. Andlisis de las imdgenes de los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con Image Lab 3.0 ™.
A) Deteccién de bandas, 50% sensibilidad. B) Imagen 3D de la imagen A.

1. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante
de las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo
(10X). 6. Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8,
Sobrenadante de las 24 h de cultivo (10X). 9. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad

TM)‘

Como ya se ha mencionado, la actividad antagénica de los sobrenadantes de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 contra algunas bacterias Gram positivas (Llorente et al., 2008) es
atribuida a la presencia de una Peptidoglicano Hidrolasa debido a su efecto litico en la pared
celular de estas bacterias (demostrada en este trabajo), sin embargo su efecto en bacterias
Gram Negativas no ha sido aclarado en el sentido que algunas cepas de Escherichia coli 'y
Salmonella enterica var. Typhimurium y Pseudomonas aeruginosa han sido inhibidas en
pruebas de difusién en agar (Herndndez, 2012) pero en cultivos liquidos no, esto
posiblemente se deba a la presencia de exopolisacdridos que recubren las célula y la
impermeabilizan impidiendo su mecanismo de accién, por ello se lavaron las células de

Pseudomonas aeruginosa.
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3.5.4. Zimogramas copolimerizados con Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Usando el principio de Leclerc y Asselin (1989) para la deteccion de hidrolasas de paredes
celulares en geles de poliacrilamida, se plante6 la realizacion de zimogramas
copolimerizados con células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 liofilizadas y libres
de exopolisacaridos (por lavados en PBS), que se liofilizaron y se utilizaron como las de
Micrococcus lysodeikticus obteniendo las siguientes imdgenes de los zimogramas de

actividad in situ de los sobrenadantes de cultivo de la cepa 8042 (Figuras 29 y 30).

200 kDa
116 kDa

97 kDa

66 kDa

45 kDa

31 kDa

22 kDa

Figura 29. Zimograma de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en gel
de Bis/Acrilamida 10% T, 3.3% C, 1mm, copolimerizado con células liofilizadas de
Pseudomonas aeruginosa (0.02% w/v), teitido con Azul de Metileno

1. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante
de las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo
(10X). 6. Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8,
Sobrenadante de las 24 h de cultivo (10X). 9. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad

TM)‘
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Sélo los sobrenadantes de la fase estacionaria tuvieron efectos liticos sobre las células de

Pseudomonas aeruginosa a 20.9 £ 0.3 y 17.4 + 0.3kDa.

Esto evidencié que los sobrenadantes de P. acidilactici, ademds de poseer Peptidoglicano
Hidrolasas, poseian proteinas con efecto litico en células Gram negativas, de las cuales se
desconoce su naturaleza. No existe ningin reporte sobre la presencia de este tipo de enzimas

en bacterias Acido Lacticas y menos en Pediococcus acidilactici.

Sin embargo bajo el concepto y mecanismo de accién que Cotter et al., (2013) dan de las
bacteriocinas y el antecedente de que Mora et al., (2003) refieren a la cepa de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 como no pediocinogénica y Llorente (2008) demostré la ausencia

del gen pedB, se descarta que estas proteinas sean de una naturaleza similar.

Se requieren mds estudios para poder determinar la naturaleza y caracteristicas de estas

proteinas liticas de células Gram Negativas.

— 200
— 116

— 97
— 66

— 45

— 22

Figura 30. Andlisis de las imagenes de los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con Image Lab 3.0 ™.
A) Deteccidn de bandas, 50% sensibilidad. B) Imagen 3D de la imagen A.

1. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad ™). 2. Medio MRSm (10X). 3. Sobrenadante
de las 4 h de cultivo (10X). 4. Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 5. Sobrenadante de las 8 h de cultivo
(10X). 6. Sobrenadante de las 12 h de cultivo (10X). 7. Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 8,
Sobrenadante de las 24 h de cultivo (10X). 9. MPM (Prestained Broad Range SDS/PAGE Standards, Bio Rad
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3.5.5. Difusion en agar

Tras evidenciar que los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 poseian
Peptidoglicano Hidrolasas y otro tipo de proteinas capaces de lisar las células de
Pseudomonas aeruginosa, se procedio a caracterizar su efecto durante el crecimiento de éstas
en medios sélidos utilizando la prueba de difusién en agar, misma que se ha utilizado como
referente por més de 70 afios para medir la capacidad inhibitoria de un agente antimicrobiano

(NCCLS, 2005).

El NCCLS recomienda utilizar el agar Miiller Hinton para medir la suceptibilidad a
antimicrobianos, sin embargo Martinez (2011) realizé pruebas de difusioén en agar (agar
antibiéticos No.11 con una sobrecapa de agar Nutritivo 0.6%) evidenciando la actividad

inhibitoria de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, por lo que se

contrastaron ambos métodos obteniendo los siguientes resultados (Figuras 31A y 31B).

Figura 31. Pruebas de Difusion en Agar de los Sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 en cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A) Agar Miiller Hinton,
B) Agar Antibidticos No. 11 con sobrecapa de Agar Suave Nutritivo (0.6%).

1) Acido Léctico 2%. 2) Medio MRS (10X). 3) Medio MRSm (10X). 4) Sobrenadante de las 4 h de cultivo
(10X). 5) Sobrenadante de las 6 h de cultivo (10X). 6) Sobrenadante de las 8 h de cultivo (10X). 7) Sobrenadante
de las 12 h de cultivo (10X). 8) Sobrenadante de las 16 h de cultivo (10X). 9) Sobrenadante de las 24 h de
cultivo (10X). 10) Sin Inocular.
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Como se observa en la Figura 31 B, en el agar Antibidticos No.11 con la sobrecapa de agar
Nutritivo suave (Martinez, 2011) todos los sobrenadantes tuvieron un efecto inhibitorio
medido en 14.68 £+ 0.54 mm sin tener una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre
ellos (p<0.05). Ademads, el Medio MRSm (10X) gener6 un efecto similar de inhibicién
(Figura 31, B, 3), pero el medio MRS (10X) (Figura 31, B, 2) ocasion6 que sobre la zona de
inhibicién se formara un pelicula blanquecina. Debido a que no se conocia el origen de esa
capa, se tom6 una muestra y se tifié con la técnica de Gram resultando un frotis de bacilos
Gram negativos sin ningtin contaminante, por lo que se supuso se trataba de la formacién de

biopelicula de Pseudomonas aeruginosa.

En cambio, en el agar Miiller Hinton ninguno de los sobrenadantes gener6 halos de inhibicién

a excepcién del control positivo del Acido Lactico (2%).

Este efecto podria atribuirse a la diferencia que existe en la formulacion y disponibilidad de
nutrientes que hay entre los dos medios, el medio Nutritivo carece de una fuente de
carbohidratos para el crecimiento de las bacterias, en cambio el medio Miiller Hinton
contiene almidén y dado que la disponibilidad de carbohidratos en el medio favorece la
formacion de exopolisacaridos (Knezevic y Petrovic, 2008) que protegen a las células de
agentes nocivos, es posible pensar que en el medio Miiller Hinton se formaran
exopolisacdridos que evitaron el efecto inhibitorio de los sobrenadantes de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042, en cambio en el medio nutritivo, donde la disponibilidad de
carbohidratos es menor y la produccién de exopolisacédridos también lo es y por lo tanto las

proteinas liticas tuvieron el efecto inhibitorio deseado.

Una duda surgi6 al observar que en el método de Martinez (2011) los controles negativos, el
medio MRS (10X) y el MRSm (10X), generaron efectos que no se habian reportado con
anterioridad (Generacion de exopolisacdridos y zona de inhibicién) y debido a que existen
reportes del efecto inhibitorio de algunas de las substancias que componen a estos medios
sobre Pseudomonas aeruginosa (Acetato de Sodio, Tween 80 y el Ascorbato de Sodio)
(Toutain-Kidd et al., 2009; Hisham A. et al., 2012), ;No seria posible que alguno de los

ingredientes de estos medios pudiera tener un efecto en el crecimiento de Pseudomonas
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aeruginosa?. Por lo que se separaron los ingredientes y se prepararon soluciones
concentradas (10X) ajustando su pH a 7.0 = 0.02, esterilizdndolas por filtracién en

membranas 0.22um para caracterizar su efecto en pruebas de difusion en agar (Figura 32).

Esta prueba se realiz6 en el medio Miiller Hinton y se adapt6 para utilizarse con los medio
de cultivo seleccionados para la evaluacion de las biopeliculas (LB fortificado), Piocianina
(King “A”) y Pioverdina (King “B”) en donde a una capa de agar Miiller Hinton se colocé
una sobrecapa de agar suave (0.6% de cada medio inoculado al 1% de un cultivo en fase

logaritmica).

Como se puede observar en la Figura 32, en cada uno de los medios, los ingredientes

generaron efectos diferentes como lo muestra el Cuadro 16.

En todos los medios de cultivo el control positivo del Acido lactico generd inhibiciones desde
15.2 hasta 19.0 mm, en las pruebas con sobrecapa de LBf y King “B” ninguno de los
ingredientes generaron un efecto inhibitorio; en cambio, en el agar King “A” y Miiller Hinton
todos los ingredientes del medio generaron un halo de inhibicién, pero para el agar Miiller

Hinton solo el Citrato de Amonio no lo hizo.

Ante los resultados anteriores resulta aventurado aseverar que el efecto de los sobrenadantes
de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, asi como los testigos negativos (medios MRS y
MRSm) estan determinados por el medio en el que crece Pseudomonas aeruginosa 'y por lo
tanto de los nutrientes de que dispone. Es importante recordar que los resultados de la pruebas
de difusién tienen la limitante propia de la difusion del agente inhibidor por ello es necesario

comparar estos resultados con pruebas de inhibicién en cultivos liquidos (NCCLS, 2005).
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Figura 32. Pruebas de Difusién en Agar de los componentes del medio MRSm en cultivos

de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A) Agar Miiller Hinton, B) Agar Miiller Hinton

con sobrecapa de Agar Suave Luria Bertani Fortificado (0.6%). C) Agar Miiller Hinton con

sobrecapa de Agar Suave King “A” (0.6%). D) Agar Miiller Hinton con sobrecapa de Agar
Suave King “B” (0.6%).

1) Sin Inocular. 2) Agua destilada Estéril. 3) Acido Léctico 2%. 4) Acido Ascérbico, pH 7.0. 5) Citrato de
amonio pH 7.0. 6) Acetato de Sodio pH 7.0. 7) Fosfato Dipotasico pH 7.0. 8) Sacarosa pH 7.0. 9) Sulfato de
Magnesio pH 7.0. 10) Tween 80 pH 7.0.
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Cuadro 16. Dimensiones de los halos de Inhibicién de los ingredientes del medio MRS y
MRSm en los diferentes medios de cultivo.

Agar M.-Hy Agar M.-Hy Agar M.-Hy

Ingrediente Agar Miiller sobrecapade sobrecapade sobrecapa de

Hinton LBf King “A” King “B”
Sin Inocular - - - -
Agua Destilada - - - -

Acido Lictico 15.2 £0.4% 17.3+04 19.0 £0.5° 18.2+0.5
Acido Ascérbico 13.3+0.5° - 13.7+0.4° -
Citrato de Amonio - - 17.0 £0.8% -
Acetato de Sodio 11.3£0.2° - 16.4 + 0.1« -
Fosfato Dipotdsico 13.4 +£0.8% - 11.6£1.0 -
Sacarosa 11.9 £0.4° - 15.5 + 0.9 -
Sulfato de Magnesio 13.2+£0.5° - 17.4 + (0.38bcdf -
Tween 80 14.8 £ 0.6° - 16.6 + 0.3¢0f -

M.H. = Miiller Hinton. - = Sin evidencia de Inhibicién. Inhibicién medida por los promedios (mm) + la desviacién

estandar. 3 réplicas (n=3). En cada medio de cultivo los promedios con superindices diferentes son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

3.5.6. Cinéticas de inhibicion

Debido a la discrepancia de los resultados de las pruebas de difusién en agar, se realizaron
cinéticas de inhibicién en cada medio de cultivo (LBf, KA y KB) con los sobrenadantes del
cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 sometiéndolos a un andlisis de UFC/mL

obteniendo los siguientes resultados (Figuras 33, 34 y 35).

Las figuras 33, 34 y 35 se encuentran agrupadas las cinéticas de crecimiento de P. aeruginosa
ATCC 9027 pertenecientes a los tratamientos con los sobrenadantes de P. acidilactici ATCC
8042 en su fase logaritmica (4, 6 y 8 h) (A), asi como las de su fase estacionaria (12, 16 y 24
h) (B) y los testigos negativos de los medios MRS y MRSm (C) en los medios LBf, KA y

KB respectivamente.
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Figura 33. Cinéticas de Inhibicién en caldo Luria Bertani fortificado de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratados con los
sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. A) Inhibicién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B)
Inhibicién de los sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Testigos negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm 10X).
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Figura 34. Cinéticas de Inhibicién en caldo King

cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

“A” de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratados con los sobrenadantes del
A) Inhibicién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B) Inhibicién de los

sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Testigos negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm 10X).
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Figura 35. Cinéticas de Inhibicién en caldo King “B” de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratados con los sobrenadantes del
cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. A) Inhibicidn con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B) Inhibicién de los
sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Testigos negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm 10X).
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En todos los casos, es evidente que existio un efecto similar al que reporta Martinez (2011),
al utilizar sobrenadantes de la fase media logaritmica de P. acidilactici, provocando en los
cultivos de Pseudomonas aeruginosa el incremento de la fase Lag, la modificaciéon de la

velocidad de crecimiento y UFC a las 24 h de cultivo.

A pesar de que no se trataba de cinéticas de muerte celular, en algunos de ellos incluso se
observa una reduccién de las UFC/mL al inicio del tratamiento (las primeras 4 horas) lo que

puede presumir el efecto litico de las proteinas de los sobrenadantes.

Para poder establecer si el efecto antagonista de los sobrenadantes de fase logaritmica
diferian de los sobrenadantes de fase estacionaria (dada las diferencias en los perfiles
electroforéticos y zimograficos) se realizé un andlisis de Varianza de las regresiones no

lineales con el siguiente modelo de Weibull (Anexo 3,4 y 5):

Y = Asym — Drop(—e'"¢ x xP¥7)
Donde:

Asym es un pardmetro numérico que representa la asintota horizontal sobre el lado derecho.
Drop representa el cambio de valor de Asym hasta la intercepcién de Y.
Irc es el pardmetro que representa el logaritmo natural de la constante de proporcionalidad.

Pwr representa la potencia a la cual x es elevado.

Tras el andlisis de varianza de las regresiones no lineales se evidencié que todos los
tratamientos generaron curvas de crecimiento distintas entre ellas a excepcidon de las

mostradas en el Cuadro 17.

Ante estos resultados no se pudo establecer con claridad una relacién o diferencia entre los
tipos los sobrenadantes de fase logaritmica (con Peptidoglicano Hidrolasas) (4, 6 y 8 h) y los
de fase estacionaria (con Peptidoglicano hidrolasas y con proteinas capaces de lisar células

de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) (12, 16 y 24 h).

De los tratamientos que estadisticamente no fueron diferentes entre ellos, se esperaria que en

los tres medios (LBf, KA y KB) este efecto fuera similar, lo cual no sucedié (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Tratamientos de las cinéticas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en las
que no se encontré evidencia estadistica para aseverar que eran diferentes.

Cinéticas en LBf Cinéticas en KA Cinéticas en KB

MRS (10X) y MRSm (10X) MRS (10X) y MRSm (10X) 8 h (10X) y 24 h (10X)
MRS (10X) y 16 h (10X) MRSm (10X) y 4 h (10X) 16 h (10X) y 24 h (10X)
MRSm(10X) y4h(10X)  MRSm (10X) y 16 h (10X)

4 h(10X) y 16 h (10X) 4h (10X) y 16 h (10X)
6 h (10X) y 8 h (10X) 4h (10X) y 24 h (10X)
6h (10X) y 8 h (10X)
16 h (10X) y 24 h (10X)

LBf = Luria Bertani fortificado, KA = medio King “A”, KB = medio King “B”, MRS = medio Man
Rogosa and Sharp, MRSm = medio MRS modificado, h = hora, 10X = concentrado 10 veces.

Se debe resaltar el hecho de que, a diferencia de Martinez (2011), los testigos negativos de
los medios MRS y MRSm generaron un efecto parecido al descrito con anterioridad (aumento
de la fase Lag, modificacion en la velocidad de crecimiento y UFC a las 24h de cultivo)

(Figuras 33 C, 34 C y 35 C).

Ya que las pruebas de difusiéon demostraron que algunos de los componentes del medio MRS
y MRSm pueden generar un efecto inhibitorio (Toutain-Kidd et al., 2009; Hisham A. et al.,
2012) se utilizaron las mismas soluciones concentradas (10X) de los ingredientes de estos de
la misma manera que en las pruebas de difusion para caracterizar su efecto en cinéticas de

crecimiento (Figuras 36, 37 y 38).

Asi mismo se realiz6 un andlisis de Varianza de las regresiones no lineales con el siguiente

modelo logistico (Anexo 6,7 y 8):

(B—4)
xmid — X
scal )

Y=A4+

1+e(

Donde:
A: es un pardmetro numérico que representa la asintota horizontal sobre el lado izquierdo.
B: es un pardmetro numérico que representa la asintota horizontal sobre el lado derecho.
xmid: es un pardmetro numérico que representa el valor de X en el punto de inflexién de la curva.

scal: es un pardmetro numérico que representa la escala en el eje X.
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Figura 36. Cinéticas de Inhibicién en caldo Luria Bertani fortificado de los cultivos de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratados con los ingredientes de los medios MRS y MRSm.
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Figura 37. Cinéticas de Inhibicidn en caldo King “A” de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 tratados con los ingredientes de los medios MRS y MRSm.
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Figura 38. Cinéticas de Inhibicién en caldo King “B” de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 tratados con los ingredientes de los medios MRS y MRSm.
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De todos los tratamientos y tras el andlisis de varianza de las regresiones no lineales se
evidencié que algunos de ellos generaron curvas de crecimiento estadisticamente similares,

los cuales se muestran en la siguiente Cuadro (Cuadro 18).

Cuadro 18. Tratamientos de las cinéticas de Pseudomonas aeruginosa en las que no se
encontrd evidencia estadistica para aseverar que eran diferentes.

Cinéticas en LBf Cinéticas en KA Cinéticas en KB
Citrato de amonio y Acido Ascérbico S/T y Sacarosa S/T y Sacarosa
S/T y Sulfato de Magnesio S/T y Sulfato de Magnesio
Sacarosa y Citrato de Amonio S/T y Fosfato Dipotédsico
Sacarosa y Sulfato de Magnesio Sacarosa y Sulfato de Magnesio
Citrato de Amonio y Acido Ascérbico Sacarosa y Fosfato Dipotdsico

Citrato de Amonio y Sulfato de Magnesio ~ Acido Ascérbico y Acetato de Sodio

Acido Ascérbico y Sulfato de Magnesio

LBf = Luria Bertani fortificado, KA = medio King “A”, KB = medio King “B”, S/T = Sin Tratamiento.

Como se observa en las Figuras 36, 37 y 38, en los tres medios de cultivo (LBf, KA y KB)
la adicién de Acido Lactico gener6 una inhibicién completa del crecimiento celular esto por
la permeabilizabilizacién de la membrana externa de Pseudomonas aeruginosa lo que genera

la desintegracién de la misma por el 4cido lactico (Alakomi H.-L. et al., 2000).

El Acetato de Sodio increment6 el tiempo de la fase Lag para iniciar la fase logaritmica (log)
hasta las 12 h (en el medio LBf), 10 h (en medio KA) u 8 h (en el medio KB), cuando
normalmente €sta inicia a las 4 h en todos ellos. A pesar de que en las cinéticas de crecimiento
en LBf el Acetato de Sodio triplicé el tiempo de la fase Lag y en el medio KB lo duplicé, en
las pruebas de difusion correspondientes, ninguno de los ingredientes generaron halos de
inhibicién (Figura 32, Cuadro 16), esto se explica porque, a pesar de que el Acetato de Sodio
genera un efecto retardador, los cultivos de este tratamiento alcanzaron a las 24 h un
crecimiento similar al normal (D.O. Asoonm). Un efecto parecido es reportado por Ibrahhim-
Sallam (2007) cuando sumergié rebandas de salmén en una solucién al 2.5% (w/v) de
Acetato de Sodio lo que gener6 la reduccion de las UFC/g de Pseudomonas aeruginosa pero

no impidi6 su crecimiento a lo largo del tiempo.
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Asf mismo, la cinética de cultivo adicionada de Acido Ascérbico en el medio KB gener6 un
crecimiento estadisticamente similar al que produjo el Acetato de Sodio en este medio
(Figura 38 y Cuadro 18), por lo tanto generd un retrazo en el inicio de la fase log, pero un
crecimiento similar al normal a las 24 h de cultivo (D.O. Asoonm). Rawal (1978) demostré el
incremento de la susceptibilidad de Pseudomonas aeuriginosa a algunos antibiéticos depués
de ser tratadas con soluciones (neutralizadas) de Acido Ascorbico, concluyendo que éste
alteraba la superficie celular a través de la competencia con las uniones de magnesio de la
pared o membrana celular o ribosomal. La recuperaracion de P. aeruginosa a las 24 h de
cultivo se justifica porque en estas cinéticas no se adiciond ningun antibidtico; bajo este
argumento, el efecto de las PGH vy las proteinas liticas de los sobrenadantes de P. acidilactici

debid haber sido evidente en las cinéticas correspondientes, lo cual no ocurrid.

Toutain-Kidd et al., (2009) demostraron que la adiciéon de Polisorbato 80 (Tween 80) a
cultivos de Pseudomonas aeruginosa provocaba una reducciéon en la formacién de
biopeliculas; en este trabajo, el Tween 80 provocé que la D.O en fase estacionaria de los
cultivos de Pseudomonas aeruginosa en todos los medios se redujera; en el medio LBf la

reduccidn fue de 0.100 D.O. Agoonm y en los medios KA y KB de 0.500 D.O. Asoonm.

La adicién de Sulfato de Magnesio (presente en el medio MRS y MRSm) permitié un mayor
crecimiento de Psedomonas aeruginosa en el medio LBf aumentandolo en 0.900 D.O. A¢oonm
mas que el normal (al final de la fase logaritmica), dado que este medio no contiene Magnesio
(MgSO4) en su formulacidn, las bacterias se vieron favorecidas al adicionarlo, ya que como
lo mencionan Burton et al., (1948) y Garrod y Waterwworth (1969) este ingediente favorece
su crecimiento y es necesario para la produccion de piocianina, lo mismo que le permite
incrementar su resistencia a algunas substancias en pruebas de difusion y por tanto reducir el
efecto de los sobrenadantes. Lo mismo ocurrié con el Fosfato Dipotdsico provocando un
mayor crecimiento pero en todos los medios (LBf, KA y KB) (un aumento entre 0.200 a
0.400 D.O. Agoonm) dado que este también favorece el crecimiento de P. aeruginosa y

sobretodo la produccién de exopolisacaridos (Kokare et al., 2009).
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Algo parecido ocurri6 con el Citrato de Amonio pero solo en el medio KB (en los demés no
tuvo efecto), donde aumento su crecimiento en 0.500 D.O. Agoonm; Musk et al., (2005) explica
este fendmeno al utilizar el citrato de amonio y sus sales férricas para evaluar su efecto en la
produccién de biopeliculas destacando que el citrato de amonio no generaba ningtn efecto

inhibitorio tanto en su crecimiento como en los exopolisacaridos producidos.

Por ultimo, al adicionar Sacarosa no hubo ningin cambio respecto a las cinéticas de

crecimiento normales en todos los medios de cultivo.

Los resultados anteriores explicarian algunos de los fendmenos observados en las pruebas de
difusién y cinéticas de inhibicidn, una de esas explicaciones la da el Acido Lactico ya que al
igual que en las cinéticas de crecimiento, en las pruebas de Difusion de los tres medios se

generaron halos de inhibicidn.

Recordando que los halos de inhibicién producidos por los ingredientes del MRS y MRSm
se presentaron unicamente en los medios Miiller Hinton y LBf, de forma parcial los
resultados de las cinéticas del acetato de sodio, 4cido ascorbico y el Tween 80 podrian
explicar la presencia de éstos, por ejemplo, para el caso de éste dltimo (Tween 80), aunque
existié una reduccion en la D.O. en el medio LBf, este efecto no seria suficiente para generar
los halos de inhibicién. En cambio, la disminucion de 0.500 en la D.O. Asoonm €n €l medio
KA podria explicar la presencia de estos halos en las pruebas de difusion correspondientes.
Sin embargo, y a pesar de que su efecto fue idéntico en el medio liquido de KB en las pruebas
de difusién en éste medio no se generaron halos con este ingrediente, sin embargo las
cinéticas de los demds ingredientes (sacarosa, citrato de amonio, fosfato dipotdsico y sulfato
de magnesio) explicarian lo contrario (favorecen el crecimiento o no lo modifican) y por lo
tanto dejan sin explicacion la generacion de halos, 1o que hace pensar que en efecto, el medio
en el que son puestas a prueba las substancias inhibitorias pueden generar falsos negativos

(NCCLS, 2005).

Un fenémeno que hay que aclarar es el de que en el medio Miiller Hinton el medio MRS y

MRSm no generaron halos de inhibicién, pero sus ingredientes por separado si lo hicieron.
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Como ya se describid, hubo ingredientes que inhibian las cinéticas de crecimiento, otros que
las retrasaban y unos que las aumentaban, la combinacién de estos efectos, aunados al hecho
de que en las cinéticas de los testigos negativos (MRS y MRSm) se alcanzaron UFC/mL
idénticas o superiores a las normales, evitaron la generacion de halos en las pruebas de

difusion.

Conjuntando lo demostrado en el andlisis del efecto de los sobrenadantes y de los
ingredientes del MRS y MRSm tanto en las pruebas de difusién como en las cinéticas de
crecimiento es posible que el efecto retardador de los mismos sobrenadantes de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 se
deba a los componentes del medio MRS y MRSm y no a las proteinas analizadas en las
electroforesis y zimogramas aunque estas tengan efectos liticos en sustratos “in situ”, ya que
como se evidencid, estos compuestos pueden interferir en la lectura real del efecto de éstas;
sin embargo no se descarta que las proteinas de los sobrenadantes puedan tener un efecto en

la produccién de biopeliculas y pigmentos que a continuacién se analizan.

3.6. Efecto en la produccion de Exopolisacaridos

Para evaluar los efectos de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 sobre
la produccién de exopolisacdridos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 se evalué la
produccién total de carbohidratos (método de Acido Sulfirico-Fenol) y Acidos Urénicos
(Acido Sulfdrico-Tetraborato de Sodio-Carbazol) por métodos espectrofotométricos,
realizando la cuantificacién a través de curvas patréon (Anexos 3 y 4). Como se mencioné en
la metodologia, el método por el cual se hizo crecer a Pseudomonas aeruginosa en tubos de
cultivo con perlas de vidrio fue una adaptacion al método de Masuko et al., (2005) que
permitié cuantificar la produccién de exopolisacaridos (Figura 39) y como se observa en la

Figura 40 se caracteriz6 de la produccién normal (0, 24, 36 y 48 h) de estos compuestos.
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Figura 39. Adaptacién al método de Masuko et al., (2005) para la cuantificacion de Carbohidratos

Totales y Acidos Urénicos. A) Tubo de cultivo con 50 perlas de Borosilicato sin inocular; B) Tubo

de cultivo despues del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en medio Luria Bertani fortificado;

C) Primer lavado de la Biopelicula con PBS frio; D) Biopelicula lista para cuantificar; E) Tubos de

cultivo previos al la cuantificacién de CT y AU; F) Tubos tratados con Acido Sulfirico; G) Tubos
trtados con Acido Sulfidrico-Tetraborato de Sodio-Carbazol.
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Figura 40. Produccién de Acidos Urénicos (ug/mL) y Carbohidratos Totales (ug/mL) de los
cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf.

93



Como se observa, la produccién de exopolisacdridos (Carbohidratos totales y Acidos
Urénicos) se incrementa gradualmente a lo largo de 48 h de cultivo, después de ese tiempo
los niveles de ambos compuestos se estabilizan y se mantienen homogéneos. Posterior a las
24 h de cultivo se observa que los Carbohidratos Totales se encuentran en mayor
concentracién que los Acidos Urénicos, indicando que la naturaleza de los exopolisacaridos
producidos por Pseudomonas aeruginosa contienen otros carbohidratos tal y como lo
menciona Lembre et al., (2012) en donde no solo los dcidos urénicos forman parte de la
biopelicula sino que también podria estar presentes la propia glucosa hasta en un 56% y otros
carbohidratos en menor proporcion como lo son la Ramanosa,. Galactosa, Xilosa,
Ketodeoxioctulosanato, N-acetyl galactosamina, N-acetyl fructosamina, N-acetyl

glucosamina, N-acetyl quinovosamina u otros.

3.6.1. Efecto en la produccion de carbohidratos totales

En la Figura 40 se muestran los efectos de la adiciéon de sobrenadantes del cultivo de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en la produccién de carbohidratos totales (CT), estos
efectos se agruparon en los que son producidos por los sobrenadantes de fase logaritmica

(A), fase estacionaria (B) y los testigos negativos MRS y MRSm (C).

El primer efecto que resalta es que todos los tratamientos elevaron considerablemente la
produccién de carbohidratos totales en todos los tiempos de cultivo, de tener una produccién
normal de 36.51 + 4.86 ug/mL a las 48 de cultivo, esta se elevo hasta 3,934.61 + 251.62
pg/mL 107 veces més).

Dentro del aumento extraordinario en la produccién de CT también se pueden observar dos

fendmenos muy peculiares, el que generaron los sobrenadantes de fase estacionaria y los

testigos negativos (medio MRS y MRSm).
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Figura 41. Produccién de Carbohidratos Totales de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf tratados con los

sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. A) Produccién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B)
Produccidn con los sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Produccién con los testigos negativos (Medios sin inocular MRS y

MRSm 10X).
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Sélo los sobrenadantes del cultivo de fase estacionaria de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (12, 16 y 24 h) provocaron que a las 48 h de cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 la cantidad de CT se redujera considerablemente en relacion con la lectura previa, de
haber producido en promedio 2,431.26 + 405.10 ug/mL a las 36 h de cultivo, se cuantificaron
1,946.38 + 233.79 ng/mL a las 48 h.

Al igual que en las cinéticas de inhibicidn, los testigos negativos (MRS y MRSm) generaron
un efecto similar al de los sobrenadantes de P. acidilactici. Sin embargo este aumento en la
produccion de CT fue mayor que cualquiera de los otros tratamientos, la maxima produccion
que los sobrenadantes produjeron en los cultivos de P. aeruginosa a las 48 h de cultivo fue
de 3,236.58 + 317.74 pug/mL comparado con los 4,267.87 + 332.89 ug/mL del MRS y
MRSm.

Después de realizar el andlisis estadistico por medio de pruebas de Andlisis de Varianza
(ANOVA) y Pruebas de Tukey (Anexo 10, Cuadros 26, 27 y 28) se demostré que no existio
una relacion entre los tratamientos de los sobrenadantes de fase logaritmica o fase
estacionaria ni entre los tiempos de cultivo de P. aeruginosa (24, 36 y 48 h), sin embargo

entre los testigos negativos del MRS y MRSm no hubo diferencia estadistica.

3.6.2. Efecto en la produccion de acidos urénicos

En la figura 42 se muestran los efectos de la adicién de sobrenadantes del cultivo de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en la produccién de Acidos Urénicos (AU), de igual
forma que los CT estos efectos se agruparon en los que son producidos por los sobrenadantes

de fase logaritmica (A), fase estacionaria (B) y los testigos negativos MRS y MRSm (C).
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Figura 42. Produccién de Acidos Urénicos de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf tratados con los sobrenadantes
del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. A) Produccién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B) Produccién
con los sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Produccién con los testigos negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm

10X).
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En ella se observa que existié un efecto similar que el de los CT, incluso con los mismos
efectos antes reportados, un aumento marcado de todos los tratamientos, una diferencia entre
los cultivos con los sobrenadantes de la fase logaritmica y los de fase estacionaria y, el

aumento marcado que provocaron los testigos negativos (MRS y MRSm).

El hecho de que los mismos fenémenos de los CT se presentaran en los AU se explica por la
composicion de los exopolisacaridos de Pseudomonas aeruginosa (Lembre et al., 2012)
como se demostrd en la caracterizacion previamente hecha (Figura 40) se puede presumir
que el efecto en la sobreproduccion, disminucién en los tratamientos de fase estacionaria no
solo son en la totalidad de los carbohidratos producidos, sino que estdn directamente

relacionados con la cantidad de Acidos Urdénicos contenidos en ellos.

Ante ello el primer pendiente a resolver era porque los sobrenadantes generaron una sobre
produccion generalizada y dado que los testigos negativos de MRS y MRSm generaron un
efecto similar se decidié utilizar las mismas soluciones concentradas (10X) de los
ingredientes de estos medios de la misma manera que en las pruebas de difusion y cinéticas

de inhibicién para caracterizar su efecto en la produccién de CT y AU.

Los resultados de estas cuantificaciones se observan en la Figura 43, en la que es evidente
que todos los ingredientes del MRS y MRSm generaron un incremento en la produccién de
los exopolisacéridos y por lo tanto de los CT y AU, en todos los resultados la cantidad de
acidos urénicos fue menor a la cantidad de carbohidratos totales correspondiendo a los

reportados previamente en este trabajo (Figura 40) y Lembre et al., (2012).

Aunque la sacarosa fue la que generd un incremento mayor en la produccién de CT y AU no
se puede concluir que esta sea la responsable de la sobreproduccién de exopolisacaridos en
todos los tratamientos, esto a pesar de que la disponibilidad de carbohidratos favorece la
produccién de éstos, de hecho el propio medio Luria Bertani fortificado utilizado para su
evaluacion debe su fortificacion a la adicién de glucosa (Knezevic y Petrovic, 2008; De

Klevit, 2009).
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Figura 43. Produccién de Acidos Urénicos (ug/mL) y Carbohidratos Totales (ug/mL) de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tras 24 h de cultivo en medio LBf tratados con los
ingredientes del medio MRS y MRSm.

La sacarosa (disacarido compuesto de alfa-glucopiranosa y beta-fructofuranosa) puede ser
utilizada por Pseudomonas aeruginosa como fuente de carbono dentro de su metabolismo y
como parte del inicio en la produccién de exopolisacdridos al requerir Fructosa-6-fosfato
(Laverty et al., 2014), estudios recientes han descubierto que la matriz de exopolisacaridos
de Pseudomonas aeruginosa no solo esta compuesta de Alginato sino también del Pls y Pel
polisacdridos (manosa, ramnosa y glucosa); cepas mucoides sobre producturas de
exopolisacdridos estdn relacionadas con los operones alg, psl y pel (Overhage et al., 2005;
Ryder et al., 2007; De Klevit, 2009; Franklin et al., 2011; Colvin et al., 2012; Ma et al.,
2012) (Figura 43).

Directamente no se puede relacionar la adicién de algunos de los compuestos con el aumento

en la produccion de CT y AU, sin embargo no hay que olvidar que el Citrato de Amonio

puede ser utilizado como fuente de carbono alternativa (Musk et al., 2005).
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Por otro lado el Sulfato de Magnesio y el Fosfato Dipotdsico que promueven en crecimiento
de P. aeruginosa. favorecen la produccion de piocianina y pioverdina respectivamente
(Kokare et al., 2009) tambien lo hacen con los exopolisacaridos al promover la activacién de
los sistemas Quorum sensing LasIR, RhlIR y PQS (Ryder et al., 2007; De Klevit, 2009;
Laverty et al., 2014).

Sin embargo el Acetato de Sodio, el Acido Ascérbico y el Tween 80 generaron un efecto
inhibidor en el crecimiento de P. aeruginosa y han sido reportados como inhibidores de la

produccién de biopeliculas (Toutain-Kidd ez al., 2009) la produccién del exopolicarido Pls
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puede promocer una resistencia al Tween 80 (Zegans et al., 2012) y por lo tanto aunque haya
sido agregado al cultivo de P. aeruginosa, la produccion de exopolisacaridos no se vid
afectada y al contrario se vio promida a través de un intento de resistencia (propiedad natural

de las biopelpiculas) a estos ingredientes.

La combinacion de la disponibilidad de carbohidratos, la promocién de los sistemas Quorum
sensing y la resistencia natural a algunos de ellos hacen que la adicién de los sobrenadantes
de Pediococcus acidilactici y de MRS y MRSm pudieran provocar el aumento en los CT y

AU producidos por P. aeruginosa.

Por dltimo no hay que olvidar que la produccién de CT y AU de los tratamientos con los
sobrenadantes de la fase estacionaria de Pediococus acidilactici ATCC 8042 provocaron una
disminucién en su produccién después de las 36 h donde la unica posible explicacion es la
presencia de las proteinas liticas de las células de P. aeruginosa ATCC 9027 reportadas en

este trabajo.

3.7. Efecto en la producciéon de Pigmentos

Para la evaluacién en la producciéon de los pigmentos que puede producir Pseudomas
aeruginosa ATCC 9027 se emplearon métodos espectrofotométricos y medios de cultivo que
promueven su produccion (medios King “A” y “B”). En la figura 45 se muestra la produccion
de Piocianina y Pioverdina durante 72 h de cultivo, esta produccién normal muestra que
desde las primeras 12 h y hasta las 60 horas la produccién de ambos pigmentos se mantiene

estable pero a las 72 h esta produccion se eleva considerablemente.
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Figura 45. Cuantificacién de pigmentos producidos por Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. A)
Cultivo de P. aeruginosa en medio King “A”, extraccion de piocianina (azul) con cloroformo y
Acido Clorhidrico (Rojizo). B) Cultivo de P. aeruginosa en medio King “B” y obtencién de la

pioverdina por filtracién (amarillo fluorescente).
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Figura 46. Produccién de Piocianina y Pioverdina en cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 en medios King “A” y King “B”.
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3.7.1. Efecto en la produccion de piocianina

En la Figura 47 se observan los efectos que los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 generaron en la produccién de piocianina, estos efectos se agruparon al igual
que en los otros casos en los que son producidos por los sobrenadantes de fase logaritmica
(A), fase estacionaria (B) y los testigos negativos MRS y MRSm (C). En todos los casos la
produccién de piocianina se ve reducida drasticamente observando una leve recuperacion
después de las 48 h de cultivo. Como ejemplo a las 72 h de cultivo normal se obtuvo una
lectura de 2.273 D.O. (As2onm) al contrario de los sobrenadantes que tan solo fue de 0.244

D.O. (As2onm) indicando una reduccion promedio de hasta el 88.57% de la produccion

normal.
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Figura 47. Produccién de Piocianina de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9025 en
medio King “A” tratados con los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC
8042. A) Produccién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B) Produccién
con los sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Produccién con los testigos
negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm 10X).
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Dado que los testigos negativos MRS y MRSm generaron efectos similares a los
sobrenadantes de Pediococcus acidilactici se utilizaron las mismas soluciones concentradas
(10X) de los ingredientes de estos medios de la misma manera que en las pruebas de difusion,
cinéticas de inhibicién y cuantificacion de exopolisacaridos para caracterizar su efecto en la

produccion de piocianina. En la Figura 48 se muestran sus efectos.
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Figura 48. Produccién de Piocianina de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9025 en
medio King “A” tratados con los ingredientes de los medios MRS y MRSm.

Sorprendentemente el Acido Ascérbico, la Sacarosa y el Sulfato de Magnesio provocaron un
aumento en la produccion de piocianina a las 72 h de cultivo. El Tween 80 desde las 24 h

provocd una reduccién en su produccion pero el Fosfato Dipotdsico la inhibié por completo.

La sintesis de la Piocianina se inicia con la utilizacién del Acido Shikimico (proveniente del
uso de fosfoenol-piruvato) para transformarlo en Acido Chorismico y producir feniacinas
(Mavrodri et al., 2006 y Petrova et al., 2012) esto puede explicar el aumento con la adiciéon
de Sacarosa (fuente de carbono); la disminucién provocada por el Tween 80 podria explicarse

por su efecto en la inhibicién del crecimiento celular (cinéticas de crecimiento).

King et al., (1954) demostraron que la adicién de magnesio (cloruro) y la adicién de Fosfato
Dipotdsico promovian la produccién de Piocianina o Pioverdina respectivamente y que de
forma inversa las inhibian, por lo que la adicién del sulfato de magnesio pudo favorecer el
aumento en la producciéon de Piocianina. Sin embargo y en este mismo sentido, el efecto
producido por todos los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y los medios

MRS y MRSm probablemente se deban a la presencia del Fosfato Dipotésico (inhibidor de
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la produccién de piocianina) y por lo tanto el efecto que pudieran producir las proteinas de
los sobrenadantes no se puedo demostrar por la inhibicién que este ingrediente generd en

todos los analisis.

No hay que olvidar que la piocianina es considerada un sefialador terminal del sistema
Quorum sensing y que controlan la expresion de un set de genes denominados “estimulaciéon
PYO” como parte de la compleja red de sefializaciéon encargada de efecto redox que

Pseudomonas aeruginosa pueda ejercer sobre otras células (Nadal-Jiménez et al., 2012).

3.7.2. Efecto en la produccion de pioverdina

En el caso de la evaluacién de los efectos de los sobrenadantes de P. acidilactici ATCC 8042
sobre la produccién de pioverdina de Pseudomonas aeruginosa se observan en la figura 49.
Organizadas en los efectos producidos por los sobrenadantes de fase logaritmica (A), fase

estacionaria (B) y testigos negativos (C).

Es importante resaltar que no se pudo evaluar la produccién después de las 48 h debido a que
en los cultivos se generd una especie de moco o substancia gelatinosa que imposibilitaba la
extraccion de piocianina con cloroformo, este moco no se presenta de forma normal, lo que
podria indicar que los sobrenadantes aparte de afectar la produccion de pioverdina provocan
la generacion de exopolisacaridos en un medio en que normalmente no se producen. Lo que
también aclararia porque los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici incrementaron

dristicamente su produccion (evaluacion de exopolisacaridos).

Los datos mostrados son una relacién entre la D.O. Asosnm de la pioverdina producida y la
D.O. Asoonm del crecimiento celular, en la Figura 49 se puede observar un incremento en esta
relacion a las 12 h en todos los tratamientos de los sobrenadantes lo cual indica que en ese
periodo de cultivo se produjo mucho més pioverdina por unidad celular (en promedio 32
veces mas que lo normal), de las 24 h a las 48 h la proporcion entre las densidades 6pticas

regresé a niveles casi idénticos a los normales.
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Figura 49. Produccién de Pioverdina de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9025 en
medio King “A” tratados con los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC
8042. A) Produccién con los sobrenadantes de fase logaritmica (10X) (4, 6 y 8 h); B) Produccién
con los sobrenadantes de fase estacionaria (10X) (12, 16 y 24 h); C) Produccién con los testigos

negativos (Medios sin inocular MRS y MRSm 10X).

En este caso si existid una diferencia estadistica (P>0.05) entre los tratamientos de los

sobrenadantes de fase logaritmica, estacionaria y los testigos negativos, aunque estos tultimos

generaron también un aumento en la proporcion a las 12 h, por esto, también se evalué el

efecto de los ingredientes de los medios MRS y MRSm en la produccién de pioverdina

observando los siguientes resultados (Figura 50).

Después del andlisis estadistico se establecidé que ninguno de los ingredientes favoreci6 de

manera significativa el aumento en la produccion de pioverdina a las 12 h de cultivo, al

contrario, la Sacarosa y el Tween 80 provocaron una disminucién generalizada desde las 12

h hasta las 24 h. Se puede suponer que la combinacién de los ingredientes del MRS y/o

MRSm de alguna manera generaron un incremento en esta relacién a las 12 h de cultivo
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pudiendo hablarse de un estrés medioambiental ante el cudl las Pseudomonas aeruginosa

utilizan a la pioverdina para propiciarse un mayor crecimiento y de una forma mads rpida

bajo el concepto de quelador de hierro en medios donde se tiene pocas concentraciones (Cox

y Adams, 1985).
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Figura 50. Produccién de Pioverdina de los cultivos de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9025 en

medio King “A” tratados con los ingredientes de los medios MRS y MRSm.

Sin embargo el simple efecto de los ingredientes (Testigos negativos, C, Figura 49) no seria

suficiente para generar lo observado con los sobrenadantes (A y B, Figura 49) y por lo tanto

es posible que las proteinas presentes en ellos si lo hayan hecho. Observando que los

sobrenadantes de fase estacionaria (con proteinas liticas de células de P. aeruginosa)

provocaron un incremento mayor en comparacion con los de fase logaritmica se presume que

P. aeruginosa requiri6 incrementar la produccion de pioverdina como mecanismo de defensa

tal y como ocurriera en una infeccidon oportunista en donde la produccion de este factor de

virulencia le permite realizar un infeccidn inicial y favorecer su multiplicacién para poder

establecer el quorum sensing necesario para promover otros factores de virulencia como las

biopeliculas (observado con la produccion del moco después de las 24 h) (Nguyen et al.,

2014).
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4.

Conclusiones.

En el presente trabajo se caracterizaron los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus

acidilactici ATCC 8042 en medio MRSm, en sus diferentes etapas de crecimiento, en

términos de concentracion de proteinas, perfil electroforético y zimogramas de actividad para

identificar la respuesta de la adicién de estos en algunos factores de virulencia, produccién

de exopolisacaridos, piocianina y pioverdina por Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

obteniéndose las siguientes conclusiones:

1.

Al cultivar P. acidilactici ATCC 8042 en medio MRSm se obtuvieron los perfiles
electroforéticos de los sobrenadantes de las fases logaritmicas y estacionarias (temprana,
media y tardia) con concentraciones de proteinas, masas moleculares relativas y nimero

de bandas distintas en cada fase.

P. acidilactici ATCC 8042 produce en todos los sobrenadantes evaluados actividad de
Péptidoglicano Hidrolasas (PGH) a 115.6 £ 0.5, 110.3 + 0.7 y 61.1 + 0.7 kDa, asi como
un bandeo secundario poco definido (entre los 110 y 61 kDa) sobre Micrococcus

lysodeikticus ATCC 4698. La banda litica de 61.1 £ 0.7 kDa no habia sido reportada.

Sélo en los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de fase estacionaria se
pudieron observar dos proteinas de 20.9 + 0.3 y 17.4 + 0.3kDa con efecto litico sobre

células de Pseudomonas aeruginosa que no habian sido reportadas.

Todos los sobrenadantes del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 aumentaron la fase
lag de 4 a 8 h, aunque a las 24 h de cultivo se obtuvieron crecimientos en UFC/mL sin

diferencia estadistica (p<0.05).

El efecto de los sobrenadantes del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 sobre la
produccién de carbohidratos totales (CT) y dcidos urdénicos (AU) fue la de elevar su
produccién en todos los tiempos de cultivo de P. aeruginosa ATCC 9027, en el control,
de 36.51 + 4.86 ug/mL de equivalentes de glucosa, y 22.28 + 5.5 ug/mL de acidos
urdnicos a las 48 de cultivo, estos se elevaron hasta 3,934.61 + 251.62 pg/mL y 3,656.43
+ 187.6 pg/mL (107 y 164 veces mads) respectivamente, sin embargo sélo los
sobrenadantes de fase estacionaria provocaron que a las 48 h de cultivo la cantidad de CT
y AU se redujera considerablemente en relacion con la lectura de las 36 h, esto asociado

a la prescencia de las proteinas liticas de P. aeruginosa observadas en los zimogramas.
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6. Todos los sobrenadantes del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 tuvieron un efecto

reductor en la produccién de piocianina de hasta el 88.57 % de la produccién en el control.

7. En cuanto al efecto en la produccion de pioverdina, se obsevé que todos los sobrenadantes
del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 provocaron a las 12 h de cultivo de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 una incremento en la produccién de pioverdina de hasta 32 veces en
términos de absorbancia Aasossoonm. Aunque los sobrenadantes de fase estacionaria

provocaron una mayor produccion que los demas (P>0.05)
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6. Anexos

ANEXO 1

Cuadro 19. Método Micro Bradford

Azul de Agua Solucion | pg/mlde | Volumen

Fuente: Tubo No | Coomassie | destilada BSA Proteina total
. pL pL pL

Blanco 200 800 0 0 1000

1 200 650 150 1.875 1000

2 200 600 200 2.5 1000

3 200 500 300 3.75 1000

4 200 400 400 5 1000

5 200 300 500 6.25 1000

6 200 200 600 7.5 1000

7 200 100 700 8.75 1000

8 200 0 800 10 1000

Munguia Villavicencio, 2012

Curva Patron de Bradford con BSA (Albumina Serica Bovina)
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Figura 51. Curva Patrén de Albumina Sérica Bovina por método de Micro-Bradford
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ANEXO 2

24 h 16 h 4
24 h 12 h A
24h 8 h—
24 h 6 h —
24 h 4 h—
24 h MRSm -
16 h 12 h
16 h 8 h
16 h 6 h -
16h 4 h
16 h MRSm -
12h 8 h
12h 6 h
12h 4 h
12h MRSm -
8h 6 h -

8h 4 h-

8 h MRSmM —
6h 4h -

6 h MRSmM —
4h MRSm -

O No Significance

Figura 52. Prueba de Tukey para la concentracion de proteinas de los sobrenadantes del
cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
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ANEXO 3

Cuadro 20. Analisis de Varianza de los modelos de Weibull para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

tratadas con los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en medio LBf.

Hy=p, =, p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
H,=p, #u, P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,
Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,

Iba Sin Tratamiento v.s. MRS (10X) 0.000001656 H,
lbb Sin Tratamiento v.s. MRSm (10X) 0.008898 H,
Ibc Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.000000000003377 H,
Ibd Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.00000000000001478 H,
lbe Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.00000022 H,
Ibf Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.000000000006177 H,
lbg Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.00000000000001412 H,
Ibh Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.00004592 H,
Ibi MRS (10X) v.s. MRSm (10X) 0.06534 H,
Ibj MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.003640 H,
Ibk MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.00000000000022 H,
Ibl MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.07124 Ho
Ibm MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.00000000000001412 H,
Ibn MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0524 Ho
IbA MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000003441656 H,
Ibo MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.053377 H,

126 Ibp MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.008898 H,




Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
Ibq MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.008767 H,
lbr MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.00000008876 H,
Ibs MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.01478 H,
Ibt MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.00000000014738 H,
lbu Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) | 0.00000022 H,
lbv Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) | 0.00000978966177 H,
lbw Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.0009875512 H,
[bx Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.07898 Ho
by Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.00000000113 H,
Ibz Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) | 0.0656 Ho
Ibaa Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000000113 H,
lbbb Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.-0000000007749 H,
Ibce Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.000000002057 H,
Ibdd Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000000000224 H,
lbee Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.00000001008 H,
Ibff Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.000000008934 H,
Ibgg Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0000000001478 H,
Ibhh Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.00000022 H,
Ibii Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000000006177 H,
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Iba) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRS (10X). Ibb) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRSm (10X). Ibc) Cinética sin tratamiento y la cinética con
el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibd) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por
6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibe) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresién no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio
Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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Ibg) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibh) Cinética sin tratamiento y
la cinética con el sobrenadante del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibi) Cinética con MRS (10X) y la cinética con MRSm (10x). Ibj)
Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibk) Cinética con MRS (10X) y la cinética
con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibl) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo
por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresiéon no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresidn no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio
Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 129
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Ibm) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibn) Cinética con MRS (10X) y la
cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibfi) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del
cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibo) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibp) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). Ibq) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresiéon no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio
Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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Ibr) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibs) Cinética con MRSm (10X)
y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibt) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante
del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibu) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). Ibv) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibw) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo

por 4y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresién no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio

Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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Ibx) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Iby) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 24
horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibz) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibaa)
Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibbb) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 16
horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibcc) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresidn no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresion no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio
Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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Ibdd) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibee) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8
y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibff) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).
Ibgg) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 12 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibhh) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por
12 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). Ibii) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 16 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
(10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la regresién no
lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. LBf = Medio Luria Bertani fortificado. MRS= Medio
Man, Rogosa y Sharpe. MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 133



Cuadro 21. Analisis de Varianza de los modelos de Weibull para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Hy=u,=n,
H =u #u,
134

ANEXO 4

tratadas con los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en medio King “A”.

p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,

Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
kaa Sin Tratamiento v.s. MRS (10X) 0.0000000001478 H,
kab Sin Tratamiento v.s. MRSm (10X) 0.00000022 H,
kac Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.0000978966177 H,
kad Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0009875512 H,
kae Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.0000000001478 H,
kaf Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.00000022 H,
kag Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0000978966177 H,
kah Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.0009875512 H,
kai MRS (10X) v.s. MRSm (10X) 0.054887 Ho
kaj MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.000000113 H,
kak MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0000000007749 H,
kal MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.000000002057 H,
kam MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.007876 H,
kan MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0098878 H,
kaf MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000099763 H,
kao MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.076988 Ho
kap MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.000008366 H,




Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
kaq MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.000000113 H,
kar MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.0000007749 H,
kas MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.087769 Ho
kat MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.0088998 H,
kau Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0022358 H,
kav Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) | 0.00554456 H,
kaw Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000056356 H,
kax Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.0656678 Ho
kay Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.07776678 Ho
kaz Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) | 0.086676 Ho
kaaa Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000046884 H,
kabb Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.000040455 H,
kacc Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.000877678 H,
kadd Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000046884 H,
kaee Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) | 0.000040455 H,
kaff Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.000877678 H,
kagg Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.000075655 H,
kahh Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.00009884 H,
kaii Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.055498 Ho
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kaa) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRS (10X). kab) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRSm (10X). kac) Cinética sin tratamiento y la cinética con
el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kad) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por
6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kae) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 (10X). kaf) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada gréfica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kag) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kah) Cinética sin tratamiento y
la cinética con el sobrenadante del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kai) Cinética con MRS (10X) y la cinética con MRSm (10x). kaj)
Cinética con MRS (10X) vy la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kak) Cinética con MRS (10X) y la
cinética con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kal) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del
cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kam) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kan) Cinética con MRS (10X) y
la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kafi) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante
del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kao) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kap) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). kaq) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada gréfica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kar) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kas) Cinética con MRSm (10X)
y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kat) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante
del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kau) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). kav) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaw) Cinéticas con el sobrenadante del
cultivo por 4 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresidon no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la regresidn no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 139
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kax) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kay) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4y
24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaz) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).
kaaa) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kabb) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6
y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kacc) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresidn no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la regresién no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kadd) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaee) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8
y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaff) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).
kagg) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 12 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kahh) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por
12 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaii) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 16 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
(10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresién no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 141



ANEXO 5

Cuadro 22. Analisis de Varianza de los modelos de Weibull para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

tratadas con los sobrenadantes del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en medio King “B”.

Hy=p, =, p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
H,=p, #u, P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,
Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,

kba Sin Tratamiento v.s. MRS (10X) 0.0000000001478 H,
kbb Sin Tratamiento v.s. MRSm (10X) 0.00000022 H,
kbc Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.0000978966177 H,
kbd Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0009875512 H,
kbe Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.0000000001478 H,
kbf Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.00000022 H,
kbg Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0000978966177 H,
kbh Sin Tratamiento v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.00009875512 H,
Kbi MRS (10X) v.s. MRSm (10X) 0.0054887 H,
kbj MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.000000113 H,
kbk MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0000000007749 H,
kbl MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.000000002057 H,
kbm MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.00007876 H,
kbn MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.0000098878 H,
kbfi MRS (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000099763 H,
kbo MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) 0.00009875512 H,

4 kbp MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.0054887 H,




Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
kbq MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.00009875512 H,
kbr MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.000054887 H,
kbs MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.000000113 H,
kbt MRSm (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000000007749 H,
kbu Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) 0.000000002057 H,
kbv Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.00007876 H,
kbw Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.00009875512 H,
kbx Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.000054887 H,
kby Sobrenadante de 4 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.000000113 H,
kbz Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) 0.000000007749 H,
kbaa Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) | 0.000000002057 H,
kbbb Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.00007876 H,
kbcc Sobrenadante de 6 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) | 0.00009875512 H,
kbdd Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) 0.000054887 H,
kbee Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10x) | 0.0113 H,
kbff Sobrenadante de 8 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.06778 Ho
kbgg Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) 0.000054887 H,
kbhh Sobrenadante de 12 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.000000113 H,
kbii Sobrenadante de 16 h de cultivo (10X) v.s. Sobrenadante de 24 h de cultivo (10X) 0.077678 Ho
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kba) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRS (10X). kbb) Cinética sin tratamiento y la cinética con MRSm (10X). kbc) Cinética sin tratamiento y la cinética con
el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbd) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por
6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbe) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 (10X). kbf) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King “B”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kbg) Cinética sin tratamiento y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbh) Cinética sin tratamiento y
la cinética con el sobrenadante del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbi) Cinética con MRS (10X) y la cinética con MRSm (10x). kbj)
Cinética con MRS (10X) vy la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbk) Cinética con MRS (10X) y la
cinética con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbl) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del
cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresidn no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la regresidn no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresidn no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King “B”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 145
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kbm) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbn) Cinética con MRS (10X) y
la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbii) Cinética con MRS (10X) y la cinética con el sobrenadante
del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbo) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 4 horas de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbp) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). kbq) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King “B”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kbr) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbs) Cinética con MRSm (10X)
y la cinética con el sobrenadante del cultivo por 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbt) Cinética con MRSm (10X) y la cinética con el sobrenadante
del cultivo por 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbu) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 6 horas de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 (10X). kbv) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbw) Cinéticas con el sobrenadante del
cultivo por 4 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King “B”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.

MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kax) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kay) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 4y
24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kaz) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 8 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).
kaaa) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kabb) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6
y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kacc) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 6 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).

Regresidon no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la regresidn no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King “A”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces
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kbdd) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 12 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbee) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8
y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbff) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 8 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X).
kbgg) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 12 y 16 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbhh) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por
12 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (10X). kbii) Cinéticas con el sobrenadante del cultivo por 16 y 24 horas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
(10X).

Regresion no lineal con el modelo de Weibull. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la regresion no lineal
estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King “B”. MRS= Medio Man, Rogosa y Sharpe.
MRSm= Medio Man, Rogosa y Sharpe modificado. 10X= Concentrado 10 veces 149



ANEXO 5

Cuadro 23. Analisis de Varianza de los modelos Logisticos para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

tratadas con los ingredientes del medio MRS y MRSm en medio LBf.

Hy=p, =, p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
H,=p, #u, P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,
Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, 6 H,

a Sin Tratamiento v.s. Tween 80 0.000001096 H,
b Sin Tratamiento v.s. Sacarosa 0.004128 H,
c Sin Tratamiento v.s Citrato de Amonio 0.0000613 H,
d Sin Tratamiento v.s Acido Ascdbico 0.00000182 H,
e Sin Tratamiento v.s Sulfato de Magnesio 0.000000113 b
f Sin Tratamiento v.s Acetato de Sodio 0.0000000000000007749 H,
g Sin Tratamiento v.s Fosfato Dipotdsico 0.000000002057 H,
h Tween 80 v.s. Sacarosa 0.000000000224 H,
i Tween 80 v.s. Citrato de Amonio 0.00000001008 H,
j Tween 80 v.s. Acido Ascérbico 0.000000008934 H,
k Tween 80 v.s. Sulfato de Magnesio 0.0000000000000210 H,
I Tween 80 v.s. Acetato de Sodio 0.0000000000000022 H,
m Tween 80 v.s. Fosfato Dipotésico 0.0000002057 H,
n Sacarosa v.s. Citrato de Amonio 0.0127 H,
A Sacarosa v.s. Acido Ascérbico 0.00006794 H,
0 Sacarosa v.s. Sulfato de Magnesio 0.00000000000891 H,

0 p Sacarosa v.s. Acetato de Sodio 0.0000000000000022 H,




Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
q Sacarosa v.s. Fosfato Dipotasico 0.000001656 H,
r Citrato de Amonio v.s. Acido Ascérbico 0.08398 Ho
s Citrato de Amonio v.s Sulfato de Magnesio 0.000000000003377 H,
t Citrato de Amonio v.s Acetato de Sodio 0.00000000000001478 H,
u Citrato de Amonio v.s. Fosfato Dipotésico 0.003640 H,
v Acido Ascérbico v.s. Sulfato de Magnesio 0.000000000006177 H,
w Acido Ascérbico v.s Acetato de sodio 0.00000000000001412 H,
X Acido Ascérbico v.s Fosfato Dipotésico 0.00004592 H,
y Sulfato de Magnesio v.s. Acetato de sodio 0.0000000000000006534 H,
z Sulfato de Magnesio v.s Fosfato Dipotésico 0.0000000000124 H,
2z Acetato de Sodio v.s. Fosfato Dipotasico 0.00000000000022 H,
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a) Cinética sin tratamiento y la cinética con Tween 80. b) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sacarosa. c) Cinética sin tratamiento y la cinética con
Citrato de Amonio. d) Cinética sin tratamiento y la cinética con Acido Ascérbico. e) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sulfato de Magnesio. f) Cinética
sin tratamiento y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LB = Medio Luria
Bertani fortificado. 10X= Concentrado 10 veces
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g) Cinética sin tratamiento y la cinética con Fosfato Dipotasico. h) Cinética con Tween 80 y la cinética con Sacarosa. i) Cinética con Tween 80 y la cinética
con Citrato de Amonio. j) Cinética con Tween 80y la cinética con Acido Ascorbico. k) Cinética con Tween 80y la cinética con Sulfato de Magnesio. I) Cinética
con Tween 80 vy la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LB = Medio Luria
Bertani fortificado. 10X= Concentrado 10 veces 153
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m) Cinética con Tween 80 y la cinética con Fosfato Dipotdsico. n) Cinética con Sacarosa y la cinética con Citrato de Amonio. i) Cinética con Sacarosa y la
cinética con Acidos Ascorbico. o)Cinética con Sacarosa y la cinética con Sulfato de Magnesio. p) Cinética con Sacarosa y la cinética con Acetato de Sodio. q)
Cinética con Sacarosa y la cinética con Fosfato Dipotdsico.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LB = Medio Luria
Bertani fortificado. 10X= Concentrado 10 veces

154



0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

tiempo tiempo

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

tiempo tiempo tiempo

r) Cinética con Citrato de Amonio vy la cinética con Acido Ascérbico. s) Cinética con Citrato de Amonio vy la cinética con Sulfato de Magnesio. t) Cinética con
Citrato de Amonio y la cinética con Acetato de Sodio. u) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Fosfato Dipotésico. v) Cinética con Acido Ascérbico
y la cinética con Sulfato de Magnesio. w) Cinética con Acido Ascérbico y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LB = Medio Luria
Bertani fortificado. 10X= Concentrado 10 veces 155
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x) Cinética con Acido Ascérbico vy la cinética con Fosfato Dipotasico. y) Cinética con Sulfato de Magnesio y la cinética con Acetato de Sodio. z) Cinética con
Sulfato de Magnesio y la cinética con Fosfato Dipotasico. zz) Cinética con Acetato de Sodio y la cinética con Fosfato Dipotasico.

Regresidn no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio LBf. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. LB = Medio Luria
Bertani fortificado. 10X= Concentrado 10 veces
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ANEXO 6

Cuadro 24. Analisis de Varianza de los modelos Logisticos para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Hy=p,=n,
Hi=p #p,

tratadas con los ingredientes del medio MRS y MRSm en medio King “A”.

p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,

Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
al Sin Tratamiento v.s. Tween 80 0.0000000005017 H,
b1 Sin Tratamiento v.s. Sacarosa 0.4341 H,
cl Sin Tratamiento v.s Citrato de Amonio 0.04459 H,
di Sin Tratamiento v.s Acido Ascdbico 0.02495 H,
el Sin Tratamiento v.s Sulfato de Magnesio 0.6763 H,
f1 Sin Tratamiento v.s Acetato de Sodio 0.00000002322 H,
gl Sin Tratamiento v.s Fosfato Dipotésico 0.001427 H,
h1l Tween 80 v.s. Sacarosa 0.00000002113 H,
i1 Tween 80 v.s. Citrato de Amonio 0.00003437 H,
j1 Tween 80 v.s. Acido Ascérbico 0.00001884 H,
k1 Tween 80 v.s. Sulfato de Magnesio 0.0000001828 H,
11 Tween 80 v.s. Acetato de Sodio 0.0002745 H,
m1l Tween 80 v.s. Fosfato Dipotasico 0.00000000009134 H,
nl Sacarosa v.s. Citrato de Amonio 0.3425 H,
il Sacarosa v.s. Acido Ascérbico 0.1759 H,
ol Sacarosa v.s. Sulfato de Magnesio 0.8566 Ho
pl Sacarosa v.s. Acetato de Sodio 0.0000003068 H,
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Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
ql Sacarosa v.s. Fosfato Dipotasico 0.0002838 H,
ri Citrato de Amonio v.s. Acido Ascérbico 0.3573 H,
s1 Citrato de Amonio v.s Sulfato de Magnesio 0.2958 H,
t1 Citrato de Amonio v.s Acetato de Sodio 0.00003438 H,
ul Citrato de Amonio v.s. Fosfato Dipotasico 0.00004153 H,
vl Acido Ascérbico v.s. Sulfato de Magnesio 0.08699 H,
wil Acido Ascérbico v.s Acetato de sodio 0.00004787 H,
x1 Acido Ascérbico v.s Fosfato Dipotésico 0.00001066 H,
yl Sulfato de Magnesio v.s. Acetato de sodio 0.0000008475 H,
z1 Sulfato de Magnesio v.s Fosfato Dipotasico 0.001962 H,
zz1 Acetato de Sodio v.s. Fosfato Dipotasico 0.000000001163 H,
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al) Cinética sin tratamiento y la cinética con Tween 80. b1) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sacarosa. c1) Cinética sin tratamiento y la cinética con
Citrato de Amonio. d1) Cinética sin tratamiento y la cinética con Acido Ascérbico. el1) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sulfato de Magnesio. f1)
Cinética sin tratamiento y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresidn no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King

“A”. 10X= Concentrado 10 veces
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g1) Cinética sin tratamiento y la cinética con Fosfato Dipotasico. h1) Cinética con Tween 80y la cinética con Sacarosa. i1) Cinética con Tween 80y la cinética
con Citrato de Amonio. j1) Cinética con Tween 80 y la cinética con Acido Ascérbico. k1) Cinética con Tween 80 y la cinética con Sulfato de Magnesio. 11)
Cinética con Tween 80 Yy la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King
“A”. 10X= Concentrado 10 veces
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m1) Cinética con Tween 80y la cinética con Fosfato Dipotasico. n1) Cinética con Sacarosa y la cinética con Citrato de Amonio. ii1) Cinética con Sacarosa y
la cinética con Acidos Ascérbico. 01) Cinética con Sacarosa y la cinética con Sulfato de Magnesio. p1) Cinética con Sacarosa y la cinética con Acetato de
Sodio. gq1) Cinética con Sacarosa y la cinética con Fosfato Dipotasico.

Regresion no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King
“A”. 10X= Concentrado 10 veces 161
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r1) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Acido Ascérbico. s1) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Sulfato de Magnesio. t1) Cinética
con Citrato de Amonio y la cinética con Acetato de Sodio. ul) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Fosfato Dipotésico. v1) Cinética con Acido
Ascérbico y la cinética con Sulfato de Magnesio. w1) Cinética con Acido Ascérbico y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King
“A”. 10X= Concentrado 10 veces
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x1) Cinética con Acido Ascérbico y la cinética con Fosfato Dipotasico. y1) Cinética con Sulfato de Magnesio vy la cinética con Acetato de Sodio. z1) Cinética
con Sulfato de Magnesio y la cinética con Fosfato Dipotdsico. zz1) Cinética con Acetato de Sodio y la cinética con Fosfato Dipotasico.

Regresidn no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KA. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KA = Medio King
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ANEXO 7

Cuadro 25. Analisis de Varianza de los modelos Logisticos para las cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

tratadas con los ingredientes del medio MRS y MRSm en medio King “B”.

Hy=p, =, p<0.05 = Existe evidencia estadistica para rechazar la H,
H,=p, #u, P>0.05 = No existe evidencia estadistica para rechazar H,,
Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,

a2 Sin Tratamiento v.s. Tween 80 0.000002686 H,
b2 Sin Tratamiento v.s. Sacarosa 0.6674 H,
c2 Sin Tratamiento v.s Citrato de Amonio 0.00000001513 H,
d2 Sin Tratamiento v.s Acido Ascébico 0.001367 H,
e2 Sin Tratamiento v.s Sulfato de Magnesio 0.8675 H,
f2 Sin Tratamiento v.s Acetato de Sodio 0.008382 H,
g2 Sin Tratamiento v.s Fosfato Dipotasico 0.06159 H,
h2 Tween 80 v.s. Sacarosa 0.0000002229 H,
i2 Tween 80 v.s. Citrato de Amonio 0.0000002229 H,
j2 Tween 80 v.s. Acido Ascérbico 0.0000000008244 H,
k2 Tween 80 v.s. Sulfato de Magnesio 0.000000004778 H,
12 Tween 80 v.s. Acetato de Sodio 0.0000002682 H,
m2 Tween 80 v.s. Fosfato Dipotésico 0.0000000004194 H,
n2 Sacarosa V.s. Citrato de Amonio 0.00000001084 H,
2 Sacarosa V.s. Acido Ascérbico 0.004458 H,
02 Sacarosa v.s. Sulfato de Magnesio 0.8752 H,

164 p2 Sacarosa v.s. Acetato de Sodio 0.007734 H,




Grafico Tratamientos en comparacion Valor P H, oH,
q2 Sacarosa V.s. Fosfato Dipotésico 0.1746 H,
r2 Citrato de Amonio v.s. Acido Ascérbico 0.00000000377 H,
s2 Citrato de Amonio v.s Sulfato de Magnesio 0.00000000003773 H,
t2 Citrato de Amonio v.s Acetato de Sodio 0.00000000002732 H,
u2 Citrato de Amonio v.s. Fosfato Dipotasico 0.000000247 H,
V2 Acido Ascérbico v.s. Sulfato de Magnesio 0.000338 H,
w2 Acido Ascérbico v.s Acetato de sodio 0.0747 H,
x2 Acido Ascérbico v.s Fosfato Dipotasico 0.0002492 H,
y2 Sulfato de Magnesio v.s. Acetato de sodio 0.002952 H,
22 Sulfato de Magnesio v.s Fosfato Dipotésico 0.03558 H,
222 Acetato de Sodio v.s. Fosfato Dipotasico 0.0001271 H,
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a2) Cinética sin tratamiento y la cinética con Tween 80. b2) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sacarosa. c2) Cinética sin tratamiento y la cinética con
Citrato de Amonio. d2) Cinética sin tratamiento y la cinética con Acido Ascérbico. e2) Cinética sin tratamiento y la cinética con Sulfato de Magnesio. f2)
Cinética sin tratamiento y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresion no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King
“B”. 10X= Concentrado 10 veces
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g2) Cinética sin tratamiento y la cinética con Fosfato Dipotasico. h2) Cinética con Tween 80 y la cinética con Sacarosa. i2) Cinética con Tween 80y la cinética
con Citrato de Amonio. j2) Cinética con Tween 80 y la cinética con Acido Ascérbico. k2) Cinética con Tween 80 y la cinética con Sulfato de Magnesio. 12)
Cinética con Tween 80 vy la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada gréfica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King
“B”. 10X= Concentrado 10 veces 167
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m2) Cinética con Tween 80 y la cinética con Fosfato Dipotasico. n2) Cinética con Sacarosa y la cinética con Citrato de Amonio. i2) Cinética con Sacarosa y
la cinética con Acidos Ascérbico. 02) Cinética con Sacarosa vy la cinética con Sulfato de Magnesio. p2) Cinética con Sacarosa y la cinética con Acetato de
Sodio. q2) Cinética con Sacarosa y la cinética con Fosfato Dipotasico.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King
“B”. 10X= Concentrado 10 veces
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r2) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Acido Ascérbico. s2) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Sulfato de Magnesio. t2) Cinética
con Citrato de Amonio y la cinética con Acetato de Sodio. u2) Cinética con Citrato de Amonio y la cinética con Fosfato Dipotasico. v2) Cinética con Acido
Ascérbico y la cinética con Sulfato de Magnesio. w2) Cinética con Acido Ascérbico y la cinética con Acetato de Sodio.

Regresién no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King
“B”. 10X= Concentrado 10 veces 169
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x2) Cinética con Acido Ascérbico y la cinética con Fosfato Dipotasico. y2) Cinética con Sulfato de Magnesio y la cinética con Acetato de Sodio. z2) Cinética
con Sulfato de Magnesio y la cinética con Fosfato Dipotdsico. zz2) Cinética con Acetato de Sodio y la cinética con Fosfato Dipotasico.

Regresion no lineal con el modelo Logistico. Cinéticas de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 en medio KB. La curva roja de cada grafica indica la
regresion no lineal estimada entre las dos cinéticas analizadas. Las curvas azules indican la regresion no lineal de cada uno de los tratamientos. KB = Medio King
“B”. 10X= Concentrado 10 veces
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ANEXO 8

DO (A490 nm)

Curva Patron de Glucosa (Acido Sulfurico-Fenol)
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Figura 53. Curvas Patrén de Glucosa por método de Acido Sulfdrico-Fenol.
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ANEXO 9

Curva Patron de Acido D-Glucuronico (Tetraborato de

. sodio-Acido Sulfurico-Carbazol)
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Figura 54. Curvas Patrén de Acidos Urénicos Tetraborato de Sodio-Acido Sulfirico-
Carbazol.
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ANEXO 10

Cuadro 26. Prueba de Tukey para la produccion de Carbohidratos Totales a las 24 h de

cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.0000000 Hi
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000013 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9652134 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0192960 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000040 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999961 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0004277 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0003401 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9824303 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9958896 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0134200 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0071424 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000065 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000147 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.9999999 Ho

173



mrsm-mrs

produccionnormal —-mrs
sobrenadantelZh-mrs
sobrenadantel6h-mrs
sobrenadante24h-mrs
sobrenadanted4h-mrs
sobrenadantefh-mrs
sobrenadantefh-mrs
produccionnormal —-mrsm
sobrenadantelZh-mrsm
sobrenadantel&h—-mrsm
sobrenadante24h-mrsm
sobrenadanted4h-mrsm
sobrenadanteéh—mrsm
sobrenadantefh-mrsm
=zobrenadantelZh-produccionnormal
sobrenadantelsh-produccionnormal
sobrenadanteZ4h-produccionnormal
sobrenadanted4h-produccionnormal
sobrenadantesh-produccionnormal
=zobrenadantefh-produccionnormal
sobrenadanteléh-sobrenadantelZh
sobrenadanteZ4h-sobrenadantelzh
sobrenadante4h—sobrenadantelZh
sobrenadantebéh—sobrenadantelZh
sobrenadantefh-sobrenadantelZh
sobrenadante24h-sobrenadanteléh
sobrenadanted4h-sobrenadanteléh
sobrenadanteéh—sobrenadanteléh
sobrenadantefh-sobrenadanteléh
sobrenadante4h—-sobrenadanteZ4h
sobrenadantefh-sobrenadante24hn
sobrenadantefh-sobrenadanteZ4h
sobrenadanteéh—sobrenadante4h
sobrenadantefh-sobrenadantedh
sokIenadanteah—sobrenadanteSh

300

-600

-400  -200 0 200 400

Figura 55. Prueba de Tukey para la produccién de Carbohidratos Totales a las 24 h de

cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

174

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 27. Prueba de Tukey para la produccion de Carbohidratos Totales a las 36 h de

cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.4462181 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000095 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0000018 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000116 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0203281 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000155 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000005 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0056099 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000001 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.4794729 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9974997 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.7523771 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9331818 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.5279901 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.1145542 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9999721 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0298510 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9953114 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.7939813 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9103735 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.2738411 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9998495 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0895838 Ho
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Figura 56. Prueba de Tukey para la produccién de Carbohidratos Totales a las 36 h de
cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.
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Cuadro 28. Prueba de Tukey para la produccion de Carbohidratos Totales a las 48 h de

cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9011725 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0001783 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0193641 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000114 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0414224 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.8800543 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0030316 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000128 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.6610324 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9945839 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0010835 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.3384482 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.1712915 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000009 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0026457 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0176424 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.8627431 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.9588556 Ho
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Figura 57. Prueba de Tukey para la produccién de Carbohidratos Totales a las 48 h de
cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo

de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.
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ANEXO 11

Cuadro 29. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.5688104 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000021 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 1.0000000 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0009724 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.9016109 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0010766 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.5349104 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.2582029 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0330078 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.2724745 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0346257 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000026 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0004585 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.008137 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9188582 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0009016 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000050 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0000056 H,
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Figura 58. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de
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Cuadro 30. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 36 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.3696605 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000069 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000355 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0230435 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0072816 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0015084 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.5453063 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.6409156 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000001 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.1756312 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000738 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0069817 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0004325 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9990150 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9999266 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.00008801 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0007178 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0002582 H,
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Figura 59. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 36 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.
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Cuadro 31. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 48 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.0027623 Hi
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0005812 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0264108 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.9999524 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0028107 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000021 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0505737 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9778266 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0060001 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000023 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000397 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.1181863 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000005 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0867644 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9984162 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0118591 H,
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Figura 60. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 48 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

184



ANEXO 12

Cuadro 32. Prueba de Tukey para la produccion de Carbohidratos Totales a las 24 h de

cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio

MRS y MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.9644405 Ho
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.9989522 Ho
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.8790323 Ho
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbico 0.9314031 Ho
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.9999821 Ho
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.9997659 Ho
Produccidon Normal vs. Citrato de Amonio 0.9999901 Ho
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.9999999 Ho
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.8678798 Ho
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.9946573 Ho
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.9986693 Ho
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.9847346 Ho
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.9999999 Ho
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.7120680 Ho
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Sacarosa 0.0000000 Hi
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.7992681 Ho
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Figura 61. Prueba de Tukey para la produccion de Carbohidratos Totales a las 24 h de
cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio

MRS y MRSm.
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ANEXO 13

Cuadro 33. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.0000079 H,
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.9998246 Ho
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbico 0.1436240 Ho
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.8973148 Ho
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.0002367 H1
Produccidon Normal vs. Citrato de Amonio 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.00000147 Hi
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.2461448 Ho
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.0068372 Hi
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.0492747 H,
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.6608424 Ho
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Sacarosa 0.0000000 Hi
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.8549272 Ho
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Figura 62. Prueba de Tukey para la produccién de Acidos Urénicos a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y
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ANEXO 14

Cuadro 34. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 12 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9638677 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.9980523 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.9997959 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRS 1.0000000 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.9999890 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.9999819 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.9990808 Ho
Produccidon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.9999711 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.9994746 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.9787879 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.9969446 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.9975492 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.9999003 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999999 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9993006 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999890 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999936 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.99999552 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 1.00000000 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 1.00000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 1.00000000 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.99999990 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.99999981 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.99997158 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 1.00000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.99999985 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 1.00000000 Ho
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Figura 63. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 12 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.
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Cuadro 35. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9999975 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 1.0000000 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.9999924 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.9980580 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.9973421 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.9999912 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.3737415 Ho
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.9999999 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 1.0000000 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.9999622 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.9999328 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 1.0000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.5636611 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999995 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9993273 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9990212 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9999993 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.4341100 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9999845 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9999703 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.5945598 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 1.0000000 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9999865 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.8241054 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9999738 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.8404900 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.5989680 Ho
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Figura 64. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 24 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 36. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 48 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9999928 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.7207192 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.2107300 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.9324552 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRS 1.0000000 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.9893590 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.9996178 Ho
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.4970429 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.1021645 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.9897166 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.9999949 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.9999675 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.9999996 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9933178 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0892523 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.7116413 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.1858487 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.3523372 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0090698 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.2047849 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0234326 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0584873 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9365763 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9999936 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9986093 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9904036 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9996841 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.9999910 Ho
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Figura 65. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 48 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 37. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 60 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9994848 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0001068 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 1.0000000 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.9685613 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000352 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.9978031 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.9998243 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000034 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0001382 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000010 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000139 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000451 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9971806 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.8699042 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9407913 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.4567034 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0000000 H,
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Figura 66. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 60 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 38. Prueba de Tukey para la produccion de Piocianina a las 72 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.0000000 Hi
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.1061139 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0407404 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000009 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.9953340 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000035 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9998338 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.5590561 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.0000000 H,
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Figura 67. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 72 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




ANEXO 15

Cuadro 39. Prueba de Tukey para la produccion de Piocianina a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.0000108 H,
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0465389 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.8187106 Ho
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.0000001 H,
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.7171940 Ho
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.00400248 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbivo 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.0000000 H1
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Citrato de Amonio 0.0000000 H1
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.0008082 Hi
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.2879128 Ho
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.0000001 H,
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.0004608 H,
Tween 80 vs. Sacarosa 0.0000000 Hi
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.0000000 H,
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Figura 68. Prueba de Tukey para la produccion de Piocianina a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

200
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Cuadro 40. Prueba de Tukey para la produccién de Piocianina a las 72 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.9993890 Ho
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.9993103 Ho
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0000170 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.0000001 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbivo 0.0000130 H,
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.0000000 H1
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.0000000 H,
Producciéon Normal vs. Citrato de Amonio 1.0000000 Ho
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.0000001 Hi
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.0000021 Hi
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.0000001 H,
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.0000020 H,
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.9106845 Ho
Tween 80 vs. Sacarosa 0.0000000 Hi
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.0000000 H,
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Figura 69. Prueba de Tukey para la produccion de Piocianina a las 72 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y
MRSm.
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ANEXO 16

Cuadro 41. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 12 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.0039233 Hi
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000102 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.2108081 Ho
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0159541 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0480725 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.9046012 Ho
Producciéon Normal vs. MRSm 0.1002986 Ho
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000002 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.9999543 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.0000262 H,
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0315044 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0698138 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.2775463 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0017482 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000012 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9993919 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9508063 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0000001 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.0001447 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.6553155 Ho
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Figura 70. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 24 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 42. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.9443254 Ho
Produccidon Normal vs. MRS 0.9710283 Ho
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.9971892 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000079 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0000004 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.9631958 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.8134736 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.54866049 Ho
Producciéon Normal vs. MRSm 0.3285739 Ho
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.5383616 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 1.0000000 Ho
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.9999943 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.9975514 Ho
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.9999951 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0005565 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0000385 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.3775817 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.1710752 Ho
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0631603 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0001632 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0000104 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.5951468 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.3249777 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.1407911 Ho
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.9985059 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000001 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9999683 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9949541 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.9999690 Ho
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Figura 71. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 24 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




Cuadro 43. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 48 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
MRSm vs. MRS 0.0000000 Hi
Produccidon Normal vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 12 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 16 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 24 h vs. MRS 0.0224742 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRS 0.0000000 H,
Sobrenadante 6 h vs. MRS 0.0006218 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRS 0.0000002 H,
Producciéon Normal vs. MRSm 0.3123512 Ho
Sobrenadante 12 h vs. MRSm 0.9982956 Ho
Sobrenadante 16 h vs. MRSm 0.9270998 Ho
Sobrenadante 24 h vs. MRSm 0.0000720 H,
Sobrenadante 4 h vs. MRSm 0.8131704 Ho
Sobrenadante 6 h vs. MRSm 0.0036844 H,
Sobrenadante 8 h vs. MRSm 0.5711121 Ho
Sobrenadante 12 h vs. Produccién Normal 0.0646107 Ho
Sobrenadante 16 h vs. Producciéon Normal 0.9762416 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Producciéon Normal 0.0000000 H,
Sobrenadante 4 h vs. Produccion Normal 0.0052572 H,
Sobrenadante 6 h vs. Produccion Normal 0.0000004 H,
Sobrenadante 8 h vs. Produccion Normal 0.0014217 H,
Sobrenadante 16 h vs. Sobrenadante 12 h 0.5305193 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0010397 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9945317 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 12 h 0.0339068 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 12 h 0.9437196 Ho
Sobrenadante 24 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000004 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 16 h 0.1105007 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0000318 H,
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 16 h 0.0411769 H,
Sobrenadante 4 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0170992 H,
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 24 h 0.9735735 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 24 h 0.0511675 Ho
Sobrenadante 6 h vs. Sobrenadante 4 h 0.2565796 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 4 h 0.9999837 Ho
Sobrenadante 8 h vs. Sobrenadante 6 h 0.4834706 Ho
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Figura 72. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 48 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los sobrenadantes del cultivo de

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.




ANEXO 17

Cuadro 44. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 12 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000001 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.0881887 Ho
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0018825 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.0205638 H,
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0002365 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.7079164 Ho
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0001210 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.1599323 Ho
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.0235921 H,
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbivo 0.0000587 H,
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.0000000 H1
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Citrato de Amonio 0.0000007 H1
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.5465251 Ho
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.0005696 H,
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.4268820 Ho
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.9942428 Ho
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.1910506 Ho
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.0000000 Hi
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.6283576 Ho
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.0000004 H,
Tween 80 vs. Sacarosa 0.999996 Ho
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.000002 H,
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Figura 73. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 12 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y
MRSm.
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Cuadro 45. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 24 h de cultivo de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y

MRSm.

Tratamientos en comparacion Valor P Ho 6 Hy
Acido Ascérbico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Fosfato Dipotasico vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Produccidon Normal vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sacarosa vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Sulfato de Magnesio vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Tween 80 vs. Acetato de Sodio 0.0000000 H,
Citrato de Amonio vs. Acido ascérbico 0.0000090 H,
Fosfato Dipotésico vs. Acido ascérbico 0.0001071 H,
Produccién Normal vs. Acido ascérbico 0.0149789 H,
Sacarosa vs. Acido ascérbico 0.7841528 Ho
Sulfato de Magnesio vs. Acido Ascérbivo 0.4525549 Ho
Tween 80 vs. Acido ascérbico 0.8846198 Ho
Fosfato Dipotasico vs. Citrato de Amonio 0.9978021 Ho
Produccidon Normal vs. Citrato de Amonio 0.4087735 Ho
Sacarosa vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Sulfato de Magnesio vs. Citrato de amonio 0.0121708 H,
Tween 80 vs. Citrato de Amonio 0.0000000 Hi
Produccion Normal vs. Fosfato Dipotasico 0.8195064 Ho
Sacarosa vs. Fosfato Dipotasico 0.0000003 Hi
Sulfato de Magnesio vs.Fosfato Dipotasico 0.737102 Ho
Tween 80 vs. Fosfato Dipotasico 0.000006 Hi
Sacarosa vs. Produccién Normal 0.000838 H,
Sulfato de Magnesio vs. Produccién Normal 0.7998533 Ho
Tween 80 vs. Produccidon Normal 0.0001806 H,
Sulfato de Magnesio vs. Sacarosa 0.0137556 H,
Tween 80 vs. Sacarosa 0.9999990 Ho
Tween 80 vs. Sulfato de Magnesio 0.0251994 H,
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Figura 74. Prueba de Tukey para la produccion de Pioverdina a las 24 h de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 tratadas con los ingredientes del medio MRS y
MRSm.
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