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1. Resumen

A partir del comienzo de la “era de los antibidticos”, se ha despertado un gran
interés en explorar las capacidades biosintéticas de las diversas especies
vegetales, animales y microbianas para obtener y derivar de ellas sustancias
naturales con propiedades terapéuticas o nutritivas. Dentro de estas sustancias se
encuentran las bacteriocinas, las cuales son compuestos proteinicos
biol6gicamente activos, bactericidas o bacteriostaticos, frente a microorganismos
de la misma especie o estrechamente relacionados. Tienen diversos usos en
farmacologia y en la conservacion de los alimentos con el fin de generar productos
de mayor vida util y a la vez ofrecer al consumidor alimentos con un menor

procesamiento industrial.

Siguiendo con esta busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas se proponen
a las Myxobacterias como un grupo bacteriano capaz de producir sustancias
antimicrobianas (bacteriocinas) que son utiles como inhibidores de otras bacterias.
Estas sustancias antimicrobianas producidas por Mixobacterias pueden ser
utilizadas contra bacterias resistentes a antibioticos y de igual manera pueden
utilizarse como un conservador natural de alimentos. El objetivo de este trabajo es
caracterizar la actividad antimicrobiana de las posibles bacteriocinas producidas
por bacterias deslizantes y comprobar su actividad antimicrobiana sobre bacterias
tipo. Ademas, se realizaron ensayos para determinar si podrian servir como
conservador de alimentos. Para ello se probaron dichos extractos proteicos sobre
leche bronca determinando su posible efecto bacteriostatico en bacterias

presentes en dicho tipo de leche.




1. Resumen

Se logro el aislamiento de 16 cepas de mixobacterias de las cuales se obtuvieron
los sobrenadantes libres de células de los medios de cultivo y se probd si estos
podian inhibir a cepas tipo y cepas multirresistentes a antibiéticos. De estos
sobrenadantes se seleccionaron 6 por presentar un mejor efecto inhibitorio: 3 de
los cultivos del género Mixococcus, 2 del género Stigmatella y 1 del género
Sorangineae. Se realizaron geles desnaturalizantes SDS-PAGE para comprobar la

presencia y conocer el tamafio de las proteinas presentes en los extractos.

Posteriormente, se realizé6 una semipurificacion de los extractos, probando la
inhibicion de cada fraccién obtenida. Se utilizé pepsina sobre los extractos
proteicos para confirmar su naturaleza proteica determinandose que al ser
sometidos a hidrolisis enzimatica el efecto de inhibicion sobre las bacterias tipo y

resistentes no se presento.

Finalmente, se hizo una prueba cualitativa de reduccion del colorante azul de
metileno en leche bronca. Para ello se utilizaron los extractos semi-purificados
para determinar si pueden actuar como bacteriostaticos y retrasar el crecimiento
de la flora bacteriana presente en leche bronca con lo cual se observo un retardo
en la reduccién del colorante después de 4 horas demostrando con esto un efecto

bacteriostatico.




2. Introducciéon

2.1 Aditivos Alimenticios

Aunque los aditivos alimenticios se asocian a los tiempos modernos, estos llevan
siglos utilizdndose. Se emplean desde que el hombre aprendié a conservar los
alimentos de la cosecha para el afio siguiente y a conservar la carne y el pescado
con técnicas de salazén y ahumado. Los egipcios utilizaban colorantes y aromas
para realzar el atractivo de algunos alimentos, y los romanos empleaban salmuera
(nitrato potésico), especias y colorantes para conservar y mejorar la apariencia de
los alimentos (Garcia-Jiménez, 2008).

Gracias al desarrollo de la ciencia y la tecnologia de la alimentacion en los ultimos
50 afios, se han descubierto varias sustancias nuevas que pueden cumplir
funciones benéficas en los alimentos y estas sustancias, denominadas aditivos

alimentarios, estan hoy al alcance de todos (Garcia-Jiménez, 2008).

Por definicion, un aditivo alimenticio es cualquier sustancia que no se consume
normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en
alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion al producto con fines
tecnoldgicos en sus fases de produccion, elaboracién, preparacion, tratamiento,
envasado, empaquetado, transporte o0 almacenamiento, pueda preverse
razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por si 0 sus subproductos,
en un componente del producto o un elemento que afecte a sus caracteristicas

(incluidas las organolépticas) (Chertorivski, 2012).

La clasificacién de los aditivos se realiza siguiendo el criterio de sus funciones

tecnolégicas mas frecuentes y son (Garcia-Jiménez et al., 2008):

1) Modificadores de los caracteres organolépticos, pues influyen sobre el color,
sabor y olor. Son el caso de:
a) Colorantes: naturales y artificiales

b) Potenciadores de sabor
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c) Edulcorantes: naturales y artificiales
d) Sustancias aroméaticas
2) Estabilizadores de las caracteristicas fisicas:
a) Emulgentes
b) Espesantes
c) Antiaglomerantes
3) Inhibidores de alteraciones de tipo quimico, como son:
a) Antioxidantes
b) Conservadores

2.1.1 Conservantes alimenticios

Cuando adquirimos un alimento, éste puede ser procesado (carnicos,
mermeladas, panes, etc.) o no procesado (fruta, vegetales, granos, etc.). Sea cual
sea el origen, es posible que dicho alimento pueda haber sufrido alguna
contaminacioén de manera no intencional o contener algun aditivo. Dentro de los
contaminantes no intencionales se pueden encontrar componentes naturales del
propio alimento, toxinas producidas por alguna bacteria, productos derivados del
procesamiento del alimento y de la contaminacion ambiental, contaminantes que
resultan de la manipulacion del alimento tales como pesticidas y fertilizantes, entre
otros. Los conservadores se adicionan con el propésito de controlar el crecimiento
de microorganismos (bacterias y hongos), y pueden ser quimicos o naturales

(bioconservadores) (Barboza-Corona, et.al. 2004).

Un aspecto importante a considerar es que ningun aditivo conservador es eficaz
sobre todo el espectro contaminante por lo que es bastante infrecuente la
utilizacion de un solo método antimicrobiano para preservar un alimento y, siempre
gue es posible, se recurre a la combinacion de varios procedimientos suaves

encaminados a obtener una maxima inhibicion de la actividad microbiana y un




2. Introducciéon

minimo deterioro del valor nutritivo o de la aceptabilidad del producto (Villada,
2010).

Las condiciones de uso de los conservantes estdn reglamentadas estrictamente
en todos los paises del mundo. Usualmente existen limites a la cantidad que se
puede afiadir de un conservante y a la de conservantes totales. Los conservantes
alimentarios, a las concentraciones autorizadas, no matan en general a los
microorganismos, sino que solamente evitan su proliferacion. Por lo tanto, solo son

Gtiles con materias primas de buena calidad (Rodriguez-Sauceda, 2011).

2.1.1.1 Conservantes quimicos

Los conservantes quimicos son sustancias que se afiaden a los productos
alimenticios para protegerlos de alteraciones biolégicas como fermentacion
enmohecimiento y putrefaccion Entre los conservadores quimicos se encuentran
el benzoato de sodio, el acido sorbico, sulfitos, nitritos, nitratos, peréxido de

hidrogeno y cloruro de sodio (Madrid et al., 2001).

2.1.1.2 Conservantes naturales

Las tendencias actuales de los consumidores indican su preferencia por alimentos
de facil preparacion, de calidad, seguros y naturales, que estén poco procesados
pero a la vez tengan una mayor vida util. Las tecnologias de conservacion de
alimentos tienen como reto, obtener productos mas duraderos sacrificando al
minimo sus caracteristicas nutricionales y sensoriales iniciales (Rodriguez-
Sauceda, 2011).

A pesar de que la mayor parte de los conservadores usados en alimentos son de
origen quimico, existen diversos productos de origen natural provenientes de
plantas y microorganismos que pueden ser usados como bioconservadores en
alimentos. Se estima que del 1 % al 10 % de las cerca de 500 000 especies de

plantas que existen en el mundo, tienen uso como alimento o medicinal. Existen
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diversos productos de origen botanico los cuales poseen una actividad

antimicrobiana como el ajo, orégano, mostaza, canela, albahaca, tomillo, pimienta,

mejorana, chile, achiote, cebolla, cilantro, té, limén y naranja (Barboza-Corona,
et.al. 2004).

2.2 Antimicrobianos

Los antimicrobianos son sustancias que se obtienen por sintesis o naturalmente a
partir de los cultivos de microorganismos. Mediante modificaciones de la
estructura quimica de un agente obtenido naturalmente, es posible producir

agentes semisintéticos (Errecalde, 2004).

Desde la aparicion del primer antimicrobiano (Salvarsan en 1910) hasta la fecha
se han encontrado diversas clases de agentes antimicrobianos teniendo un
arsenal biolégico contra las bacterias patdgenas que afectan a los humanos, a los

animales, plantas, alimentos, etc. (Yamaguchi, 2001).

En la practica se utiliza el término "antibiotico” para englobar a los antimicrobianos
biologicos (sintetizados por un microorganismo vivo) y de sintesis. Ambos se
caracterizan por poseer "toxicidad selectiva"; no afectan o son relativamente
inocuos para las células del huésped, a diferencia de los desinfectantes y
antisépticos, que afectan a ambos. La toxicidad selectiva se logra gracias a las
diferencias existentes entre el huésped y el microorganismo invasor; el mejor
ejemplo lo constituye la penicilina, que provoca la lisis bacteriana por inhibicién de
la sintesis de la pared celular, no existiendo una estructura comparable en las

células de los mamiferos (Saenz, 2007).
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2.2.1 Aplicacién de conservadores en alimentos

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la industria
de los alimentos. Por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados
guimicamente que en algunos casos han causado dafio a la salud de los
consumidores, redundando en un rechazo por parte de los consumidores de
productos procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras
opciones. En esta busqueda se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos
de origen natural, como sustitutos de los tradicionalmente utilizados (Nychas,
1995).

Los consumidores consideran que muchos alimentos procesados presentan una
calidad nutricional pobre y que los aditivos sintéticos son peligrosos para la salud.
Como resultado de estas demandas, se tiene un gran interés en desarrollar
alimentos con agentes antimicrobianos naturales, los cuales deben ser inocuos,
gue cumplan los parametros de calidad y seguridad de las normativas aplicables
para agentes antimicrobianos y que ademas presenten un alto espectro de

efectividad contra microorganismos (Beristain- Bauza et. al., 2012).

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostaticos
(sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistaticos,
en lugar de bactericidas (sistemas de conservacion que destruyen los gérmenes) o
fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte,
debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos
por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede
ser preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando asi el espectro de

cobertura en la preservacion de frutas o alimentos en general (Blanchard, 2000).
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2.3 Alimentos con probidticos

Los alimentos probidticos son aquéllos a los cuales se les han adicionado
microorganismos que benefician la salud del hospedero, manteniendo un equilibrio
en la microbiota intestinal. En el mercado se puede encontrar una gran variedad
de productos probidticos en diferentes presentaciones, que van desde yogurt,
productos farmacéuticos, hasta fermentados lacteos agridulces. Las bacterias que
pueden servir como probidticos se pueden aislar de diferentes tipos de materiales:
del tracto intestinal humano, carnes, frutas y vegetales fermentados (Barboza-
Corona, et.al. 2004).

Como microorganismos probioticos se utilizan sobre todo, aunque no
exclusivamente, bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el
namero de alimentos probioticos puestos a disposicion de los consumidores es
cada vez mayor.(FAO, 2006)

La forma mas frecuente de consumir probidticos es a través de alimentos lacteos
gue contienen especies intestinales de lactobacilos y bifidobacterias; por los
efectos benéficos adicionales a los nutritivos. Una forma de actuar de los
probidticos para lograr alcanzar un buen estado de salud del individuo, es a través
de la resistencia otorgada contra la invasion de microorganismos patégenos, que
se logra mediante la generacion de sustancias antimicrobianas como acido lactico
y otros acidos de cadena corta, metabolitos como peroxido de hidroégeno, diacetilo

y bacteriocinas (Gonzalez-Martinez, 2002).

Ademas de que las BAL proporcionan sabor y textura e incrementan el valor
nutricional de los alimentos, desde hace décadas se utilizan en la industria
alimenticia como bioconservadores debido a la produccion de bacteriocinas y otras
sustancias que ejercen accion antibacteriana que contribuyen a la prevencion de

la descomposicién de los alimentos (Campos, 2002).
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Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL, algunas se utilizan en
procesos que requieren la inhibicion del crecimiento de bacterias indeseables
especificas estrechamente relacionadas al productor de la bacteriocina, y en otros
casos se aplican para inhibir el crecimiento de microorganismos degradadores de

alimentos o de patdgenos (Stiles, 1996).

2.4 Péptidos antimicrobianos

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) considera que la resistencia
antimicrobiana es una de las amenazas mas importantes para la salud humana, la
cual surge por mutacion del microorganismo o0 adquisicion de genes de
resistencia. El uso inadecuado de los antibioticos crea condiciones favorables a la
aparicion, propagacion y persistencia de microorganismos resistentes, esto
evidencia la necesidad de la busqueda de nuevas opciones que permitan sustituir
a los antibioticos convencionales. Si bien se han desarrollado nuevas tecnologias
para el descubrimiento de farmacos, la naturaleza sigue siendo el punto de partida
mas importante para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (Tonarelli et al.,
2013).

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son las moléculas efectoras del sistema
inmune innato, cuyas familias se encuentran en casi todos los organismos, desde
bacterias hasta mamiferos. Son una familia de sustancias polifacéticas con
complejos mecanismos de accion relacionados con la interaccion con el patégeno
a través de su membrana o afectando blancos internos, como la replicacion del
ADN vy la sintesis de proteinas, e interactuando con el huésped con funciones
inmunomoduladoras del proceso inflamatorio y de la cicatrizacion (Téllez y
Castano, 2010).

Los péptidos antimicrobianos pueden clasificarse segun su estructura secundaria y
su composicidbn, como lineales, de hélice alfa, caracterizados por el

enriquecimiento de uno o dos aminoacidos, que contienen puentes disulfuro y
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fragmentos de otras proteinas mas grandes con actividad antibacteriana. La
mayoria de los péptidos antimicrobianos descritos hasta ahora son codificados por
genes y se sintetizan en los ribosomas, aunque existen otros que son el resultado
de metabolitos secundarios. El espectro de actividad de los péptidos
antimicrobianos es amplio. Se encuentra actividad antiviral, antifungica,

antibacteriana e, incluso, en algunos casos, antitumoral (Téllez y Castafio, 2010).

La produccion de PAM por bacterias se considera un mecanismo de defensa, ya
gue asi combaten a otros microorganismos que compiten por nutrientes. Los PAM
de origen microbiano generalmente se conocen como bacteriocinas y en su
mayoria presentan muchas modificaciones postraduccionales entre las que se
incluye circularizacion y aminoacidos inusuales como los D-aminoacidos vy

lantioninas (Montafio y Vargas, 2002).

Las bacterias Gram negativas producen dos tipos de PAM: a) bacteriocinas con
masa de alrededor de 20kDa, como las colicinas producidas por E. coli, y b)
microcinas, menores de 10kDa, producidas por Enterobacteriaceae. Estas ultimas
son altamente modificadas y presentan tres diferentes mecanismos de accion:
inhibicibn de enzimas metabdlicas, inhibicion de la replicacion del DNA e
interferencia en los procesos energéticos. Las bacterias Gram positivas producen
bacteriocinas menores de 6kDa, usualmente catidnicas, anfifilicas y permeables

en membranas (Montafio y Vargas, 2002).

10
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2.5 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por un gran nimero de
bacterias, incluyendo las del grupo BAL. Normalmente actdan contra
microorganismos no deseados, estrechamente relacionados o responsables del
deterioro de alimentos y causantes de enfermedades. Por esta razon, se utilizan
en varias aplicaciones, como la biopreservacién, la extensién de la vida util, la
accion antimicrobiana clinica y para el control de fermentaciones (Marcos et al.,
2013).

El término “bacteriocina” fue propuesto por primera vez por Jacob y colaboradores
en 1953 para referirse a las sustancias proteicas con actividad antimicrobiana de
origen bacteriano; luego, en 1976, Tagg y colaboradores las definieron como un
grupo de sustancias antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas por
poseer un componente proteico biolégicamente activo y por ejercer un modo de
accion bactericida (Cristébal, 2008). No obstante, se tienen reportes que la
primera bacteriocina fue identificada por Gratia en 1925, como una proteina

antimicrobiana producida por Escherichia coli (Marcos et al., 2013).

Las bacteriocinas comprenden un grupo grande y diverso de proteinas o péptidos
antimicrobianos sintetizados ribosémicamente, algunos de los cuales presentan
modificaciones post-traduccionales, que tienen un efecto bactericida o
bacteriostatico en otras bacterias, ya sean de la misma especie (espectro
estrecho) o de otros géneros (espectro amplio) (Marcos et al., 2013). La célula
productora sintetiza una molécula que la inmuniza contra la propia bacteriocina. La
produccion ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del desarrollo
bacteriano o al final de la misma, guardando relacion directa con la biomasa

producida (Vazquez et al., 2009).

11
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Las bacteriocinas estan conformadas por puentes disulfuro, tioéster o grupos tiol
libres y cuentan con puntos isoeléctricos en un intervalo de pH 8.6 a 10.4 (Cotter
et al., 2005)

La sintesis de las bacteriocinas se produce, generalmente, cuando las bacterias
que las sintetizan se encuentran en situaciones de estrés. Como es habitual en las
rutas metabdlicas de los microorganismos, la sintesis de las bacteriocinas también
depende del ecosistema, pH, potencial de 6xido-reduccion, cantidad de nutrientes,
fase de crecimiento, temperatura y oxigeno disponible. Asi mismo, son inactivadas
por enzimas como la tripsina y la pepsina las cuales, al encontrarse en el tracto
digestivo, no permiten que las bacteriocinas alteren la microbiota existente en él
(Marcos et al., 2013).

2.5.1 Clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y

genéticas:

Clase I: Lantibidticos.- Son péptidos pequefios activos a nivel de membrana y que
contienen algunos aminoacidos poco comunes como lantionina, b-metil-lantionina
y dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de
la traduccion. Con poca estabilidad al calor, son péptidos poli ciclicos (< 5 KDa)
con aminoacidos modificados. A su vez, en funcién de su estructura y modo de

accion, los lantibiéticos se subdividen en 2 grupos (Monroy et al., 2009):

Clase | a: De masa molecular variable entre 2-4 kDa y una carga neta positiva.

Ejemplos de este grupo son la lacticina 3147 y la nisina (Mondragén et al., 2013).
Clase | b: Péptidos con caracteristicas globulares, hidr6fobos que interfieren

inhibiendo reacciones enzimaticas esenciales en bacterias sensibles. Su masa

molecular varia de 2-3 kDa, pueden tener carga negativa (Mondragén et al., 2013).

12
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Clase Il: No lantibidticos.- Son péptidos pequefios (< 10 KDa) y termoestables,
que actuan a nivel de la membrana plasmatica. En este grupo se pueden

identificar tres subclases (Monroy et al., 2009):

Clase Il a: Son péptidos activos contra Listeria, ejemplos de éstas son pediocina
PA-1y sakacina P (Mondragon et al., 2013).

Clase Il b: Formadores de complejos, requieren de dos péptidos para una mejor
actividad antimicrobiana y dar paso a la formacion de poros; miembros de este
grupo son lactococcina G, plantaricinas EF y JK, Lactacin F (Mondragén et al.,
2013).

Clase Il c: Pequefios péptidos, termoestables, no modificados y que son
transportados por péptidos lider. Ejemplos de éstas son divergicina A y acidocina
B (Mondragon et al., 2013).

Clase Ill: Reune grandes péptidos (>30kDa) termolabiles, con actividad y

estructura compleja (Mondragon et al., 2013).

Clase IV: Bacteriocinas complejas: son péptidos con una parte proteica y una o
mas fracciones de lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad biolégica
(Mondragon et al., 2013).

Clase V: Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas
postraduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina
A (Monroy et al., 2009).
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2.5.2 Mecanismo de accidén

La mayoria de las bacteriocinas actian sobre la membrana de células sensibles,
desestabilizandola y permeabilizandola mediante la formacion de conductos o

poros iénicos (Grande et al., 2005).

Es posible que las clases | y Il de las bacteriocinas compartan mecanismos de
accion semejantes. Al parecer, los péptidos se unen a la membrana citoplasmatica
a través de uniones electrostaticas con los fosfolipidos cargados negativamente,
luego se insertan a la membrana con una reorientacion que depende del potencial
de membrana, el cual esta influenciado por el pH y la composicidon fosfolipidica.
Los monomeros de bacteriocina forman agregados proteicos que resultan en la
formacion del poro con la consecuente salida de iones (principalmente potasio y
magnesio), pérdida de la fuerza motriz de protones (FMP), salida de ATP y
aminoacidos. La fuerza motriz de protones juega un papel central en la sintesis de
ATP, en el transporte activo y el movimiento bacteriano. Por lo tanto, se inhibe la
sintesis de macromoléculas y la produccion de energia dando como resultado la

muerte celular (Gonzéalez- Martinez, 2003).

La mayoria de las investigaciones han demostrado que la actividad bactericida de
las bacteriocinas, se dirige principalmente contra bacterias Gram-positivas. Sin
embargo, existen numerosas bacteriocinas que presentan un amplio rango de
accion inhibiendo especies Gram-negativas, hongos patdgenos vy virus. (Beristain-
Bauza, 2012).
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2.5.3 Aplicacién de las bacteriocinas en alimentos

Las bacteriocinas son una opcion atractiva que podria ofrecer una solucion a los
retos que enfrenta la industria alimentaria en la actualidad, ya que busca satisfacer
la demanda de alimentos libres de microorganismos patdégenos, alimentos con una
larga vida de anaquel y alimentos que no contengan conservadores quimicos, ya
que estas moléculas inhiben a numerosos microorganismos patdgenos
alimentarios. Son estables al calor y son activas en intervalos amplios de pH. Esto
también es gracias a que son productos bacterianos naturales que se inactivan
facilmente por proteasas intestinales, por lo que la gran mayoria cumplen con las
caracteristicas que requiere un producto para utlizarse como bioconservador
(Lopez et al, 2008).

Actualmente, se ha demostrado que presentan alto potencial en la biopreservacion
de carne, productos lacteos, alimentos enlatados, pescado, bebidas alcohdlicas,
ensaladas, huevo, productos de panificacion, vegetales fermentados, entre otros,

ya sea solos 0 en combinacién con otros métodos (Beristain-Bauza, 2012).

Comunmente se usan tres métodos de aplicacion de la bacteriocina (Mondragon
et al., 2013).

1. Lainoculacion directa de BAL en el alimento para producir bacteriocinas

en el producto.

2. Aplicacion de la bacteriocina purificada o semipurificada como

preservador en el alimento.

3. Uso de un producto previamente fermentado con la produccion de la

bacteriocina como un ingrediente en un alimento procesado.
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Algunas de las aplicaciones mas importantes de las bacteriocinas en alimentos

son:

a)

b)

d)

En productos enlatados se aplican para controlar el crecimiento de
termofilos esporulados. La adicion de la nisina ademas de inhibir a dichos
microorganismos prolonga el almacenamiento de estos productos a

temperatura ambiente (Delves-Broughton, 2005)

En productos céarnicos se utilizan para inhibir a C. botulinum, L.
monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium y E. coli. También se busca
reducir el uso de nitritos y sus derivados (Beristain- Bauza, 2012).

En los vinos previenen el crecimiento de las BAL y aseguran la ausencia de
la fermentacion malolactica. En la cerveza inhibe el crecimiento de
lactobacilos y pediococos que conducen a una cerveza con exceso de

acidez y sabores extrafios (Naidu et al., 2006).

En quesos controlan el crecimiento de las BAL y asi evitan sabores
extrafos en los productos y ademas promueve la aceleracion de la
maduracion (Beshkova y Frengova, 2012). En la leche, previenen la
esporulacion de bacterias termofilicas resistentes al calor que pueden

sobrevivir a la pasteurizacion (Ekbal et al.,2012)

Dentro de las bacteriocinas mas utilizadas en la industria alimentaria se

encuentran la nisina y la pediocina, siendo la nisina la primer bacteriocina aislada

en 1928 y que ayuda a inhibir a bacterias Gram positivas, Listeria,

Staphylococcus y Mycobacterium, y las bacterias formadoras de esporas Bacillus

y Clostridium. En el caso de la pediocina se utiliza para la inhibicién de bacterias

Gram positivas entre las que se encuentran las responsables de algunas

toxinfecciones alimentarias como Bacillus, Brochotrix, Listeria y Staphylococcus
(Agudelo et al., 2015).
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2.6 Vida de Anaquel

La vida util de un alimento se define como el tiempo finito después de su
produccion en condiciones controladas de almacenamiento, en las que tendra una
pérdida de sus propiedades sensoriales y fisicoquimicas, y sufrirh un cambio en su
perfil microbiolégico. Una forma en que los consumidores pueden conocer la vida
atil del alimento que estan adquiriendo, es buscando en la etiqueta del producto la
fecha de caducidad o la fecha de consumo preferente; ambas indican el fin de la
vida util del alimento. Fecha de caducidad: es la fecha a partir de la cual un
producto no se debe ingerir, con el fin de evitar problemas sanitarios. Fecha de
consumo preferente: es la fecha que indica que el contenido ya no ofrece toda su

calidad al consumidor (Catrrillo et al., 2013)

Puede variar segun el proceso de produccion, la naturaleza del producto y el
tiempo de almacenamiento, obteniéndose cambios a nivel microbiolégico,
sensorial y/o fisico-quimicos. Es importante identificar los factores especificos que
afectan la vida util y evaluar sus efectos individualmente y en combinacion. Estos
se pueden dividir en: a) factores intrinsecos: materia prima (composicion,
estructura, naturaleza), actividad de agua, pH, acidez, disponibilidad de oxigeno y
potencial Redox (Eh); y b) factores extrinsecos: procesamiento, higiene y
manipulacion, materiales y sistemas de empaque, almacenamiento, distribucion y

lugares de venta (Valencia et al., 2008).
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2.7 Bacterias deslizantes

Las mixobacterias son bacterias Gram-negativas, bacilos largos y finos con una
longitud de 3-12 ym y un diametro de 0,7-1,2 ym. Las mixobacterias muestran
varias caracteristicas sorprendentes que las hacen muy diferentes del resto de la

subdivisién de las Proteobacterias (Jiménez-Lopez et al., 2007).

El verdadero habitat de las mixobacterias es el suelo, siempre y cuando el pH sea
ligeramente acido a ligeramente alcalino, es decir, entre 5 y 8. Ocasionalmente
también se han encontrado en la superficie de las hojas de la planta. En los suelos
segun su frecuencia de ocurrencia, las especies siguientes son mas tipicas:
Nannocystis exedens, Corallococcus coralloides, Sorangium cellulosum, diferentes
especies de Polyangium, Myxococcus. fulvus, diferentes especies de Cystobacter

y Myxococcus stipitatus (Dawid, 2000).

Las mixobacterias viven formando grandes comunidades conocidas como
enjambre y se alimentan degradando una gran variedad de macromoléculas tales
como proteinas, almiddn, lipidos, acidos nucleicos e incluso celulosa porque
producen una extraordinaria bateria de sustancias hidroliticas extracelulares. De
hecho, pueden utilizar no s6lo macromoléculas, sino también células enteras como
E. coli, levaduras u otras especies diferentes de mixobacteria (Jiménez-Lbépez et
al., 2007).

Las mixobacterias tienen dos caracteristicas que nos permiten distinguirlas
facilmente de otras bacterias. La primera es que sus células se mueven
deslizando o reptando sobre la superficie o dentro del sustrato. Una segunda
caracteristica de las mixobacterias que es Unica entre las bacterias es que en
condiciones de inanicién las células comienzan a agregarse dentro del enjambre,
se acumulan y producen cuerpos fructiferos (Reichenbach, 2001).La formacién de

cuerpos fructiferos es inducida por la deficiencia nutricional y es controlada por las
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concentraciones de nutrientes, pH, cationes y temperatura. Es una morfogénesis

cooperativa por parte de las células vegetativas enjambradas (Dawid, 2000).

2.7.1 Importancia del metabolismo secundario

Los microorganismos viven en ambientes naturales, donde su crecimiento es
afectado tanto por interacciones con otras poblaciones (sinérgicas, antagonicas,
etc.) como por las caracteristicas fisicas y quimicas de su entorno. Como
consecuencia de esas interacciones, se producen metabolitos secundarios con
actividades biolégicas variadas que juegan un papel importante en su
sobrevivencia. En contraste con los metabolitos secundarios producidos por las
plantas, cuyo uso contra enfermedades tiene sus raices en la medicina tradicional,
los compuestos de importancia farmacéutica obtenidos de microorganismos son el
resultado de intensas investigaciones de la naturaleza como fuente de
compuestos bioactivos llevados a cabo por un gran numero de laboratorios en
todo el mundo. La identificacion y caracterizacion biolégica y molecular de
microorganismos utiles como agentes de biocontrol, productores de compuestos
bioactivos o sustitutos de antibiéticos, ha sido de gran interés para la medicina y la

agricultura moderna (Evangelista-Martinez et al., 2007).

Se ha sabido que las mixobacterias desempefian un papel importante en la
degradacion de macromoléculas insolubles tales como proteinas, celulosa,
peptidoglicano, lipidos y acidos nucleicos, asi como células intactas, eucariotas y
procariotas, y sus fragmentos subcelulares. Lo hacen gracias a la secrecion de

una poderosa bateria de enzimas hidroliticas (Shimkets, 2006).

Las mixobacterias son organismos organotroficos y mesoéfilos estrictamente
aerobicos. Se propagan a 9-38 ° C. Su tiempo de generacion se encuentra entre 4
y 12 h. Todas las mixobacterias se caracterizan por su capacidad para degradar
las macromoléculas bioldgicas. Con respecto a la utilizacion de celulosa, forman

dos grupos dependiendo de su capacidad para utilizar compuestos nitrogenados
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inorgéanicos. El grupo | (degradadores de celulosa, suborden Sorangineae) es
capaz de utilizar compuestos inorganicos de nitrdgeno mientras crece en celulosa
y glucosa. La formacion de celulasa es suprimida por los contenidos mas altos de
azucar. El grupo Il representa la mayoria de las especies mixobacterianas, que no

pueden utilizar celulosa (Dawid, 2000).
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3. Justificacion

En funcion de lo discutido en las paginas anteriores, se consideré a las bacterias
deslizantes con un potencial enorme de produccion de sustancias antimicrobianas
ya que al ser de vida libre estan en constante competencia con microorganismos
de su alrededor y por esta razén probablemente secretan sustancias con actividad
antimicrobiana de manera natural. Ello podria permitir identificar y probar que

dichas sustancias representan un potencial para la industria alimentaria.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la produccién y actividad de sustancias antimicrobianas de diferentes
cepas de bacterias deslizantes.

4.2 Objetivos particulares

v' Aislar de microorganismos con capacidad productora de sustancias

antimicrobianas provenientes de diferentes muestras de suelo.

v' Determinar la actividad antimicrobiana sobre cepas tipo y resistentes a

antibioticos.

v Determinar si dichas sustancias antimicrobianas tienen una naturaleza

proteica.
v' Realizar una semi-purificacion de dichas sustancias.

v' Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad bacteriostatica sobre

la microbiota presente en un alimento (leche bronca).
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5. Hipétesis

Cepas de mixobacterias crecidas en condiciones adecuadas seran capaces de
producir sustancias analogas a bacteriocinas con actividad bactericida o
bacteriostatica sobre cepas tipo y actuaran sobre la microbiota original presente en

un alimento (leche bronca).
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6.1 Diagrama de Flujo
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6.2 Preparacion de muestras ambientales para la obtencién de
microorganismos productores de sustancias antimicrobianas
Se utilizaron diferentes muestras de tierra provenientes de distintas partes de la
zona metropolita del Valle de México. Estas muestras fueron recolectadas de la
superficie hasta antes de los 30 cm de profundidad del punto de muestreo y fueron

almacenadas en bolsas estériles para su posterior uso.

Posteriormente, las muestras de tierra fueron cernidas y se sumergieron en una
solucion de Benomilo [Metil 1-(butilcarbamoil) bencimidazol-2-ilcarbamato]
empleando una concentracion de 12.5 mg/mL por 1 semana, después se secaron
a 27°C por 7 dias; una vez secas se guardaron en bolsas estériles hasta su

posterior uso a temperatura ambiente.

Las muestras ambientales cernidas de tierra y hojarasca se colocaron en cajas
con silica gel (Ver Anexo), dispuestas en pequefios montones, hidratandose con
una solucion de medio mineral (Ver Anexo) con cicloheximida en una
concentracion de 500 g/mL (que es un inhibidor de la sintesis proteica en
organismos eucariotas), evitando asi la proliferacion de hongos y favoreciendo la
aparicion de los cuerpos fructiferos. Se utilizé papel filtro como Unica fuente de
carbono, ya que la silica gel es un medio inerte que solo sirve para dar soporte a

las muestras.

Las cajas se mantuvieron en una camara humeda. A partir del tercer dia se realiz6
el seguimiento de las cajas con un microscopio estereoscépico hasta lograr ver los
cuerpos fructiferos o halos de degradacion de celulosa. Una vez observados se

procedio a fotografiarlos y aislarlos.
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Papel

Muestra ambiental

Silica gel

Figura 1. Preparacién de muestra ambiental presentando degradacion de celulosa

6.2.1 Cepas aisladas antes de este trabajo.

Ademas de las 5 cepas que se lograron aislar, se trabajé con 11 cepas que ya
habian sido aisladas previamente en el laboratorio, provenientes de distintas
muestras de suelo urbano y semi-urbano, las cuales se encontraban congeladas

en gliceroles a -70°C.

6.3 Aislamiento y purificacién de cepas de Mixobacteria

El crecimiento de las mixobacterias se siguid durante 25 dias mediante la
observacion de la aparicion de cuerpos fructiferos, tomando en cuenta: color,
tamafo, forma, coloracion y degradacion de papel filtro y tipo de mixoespora y se

emplearon las claves de identificacidn seguin Reichenbach (1981).

Al identificar los cuerpos fructiferos, se tomé una muestra y se cultivé en un medio
selectivo (agar Mc Conkey) que favorece el crecimiento de microorganismos Gram
negativos durante 24 horas a 37°C. Dependiendo de la cantidad y tipo de colonias
gue crecieron en este medio, se realiz6 una tincion de Gram a cada colonia, y los

gue resultaron bacilos largos Gram negativos se resembraron hasta la obtencion
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de cepas puras. Las colonias puras aisladas se mantuvieron en caldo CY

adicionado con peptona (ver Anexo) y glicerol, estas se congelaron a -70°C.

6.3.1 Caracteristicas Macro y microscopicas de las cepas

a) Caracteristicas MacroscOpicas

Para determinar las caracteristicas macroscépicas de las cepas, estas se
sembraron por radiante cuadral en cajas con agar CY y se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Pasado este tiempo se identificaron las siguientes
caracteristicas: Forma de la colonia, del borde, aspecto, color y consistencia.

b) Caracteristicas Microscépicas

Para determinan la pureza de las muestras y las caracteristicas microscépicas de
las cepas se les realizd una tincion de Gram. Las caracteristicas microscopicas

registradas fueron morfologia celular y reaccion a la tincion de Gram

6.4 Preparacion de extractos crudos

Cada cepa de Mixobacteria fue sembrada en un tubo con 3 mL de caldo Luria, se
sembraron 150 pL de cada cepa proveniente de gliceroles congelados a -70°C,

estos se incubaron a 24 hrs a 37°C.

Pasadas las 24 hrs se inoculé 1x10® células/mL en un matraz Erlenmeyer con 50
mL de caldo Luria, incubandose a 32°C con agitacion constante de 150 rpm en
una incubadora con agitacion orbital durante 1 semana. Transcurrido este tiempo
se tomaron 25 mL y se centrifugaron durante 15 minutos a 5000 rpm para separar
a las células y recuperar el sobrenadante. Posteriormente, éste se pasé por un
Filtro Millipore de 0.22 um. para eliminar a las posibles bacterias que quedaran en
él.

Dicho sobrenadante se almacené a 4°C para su posterior uso.
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6.5 Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Se seleccionaron 3 cepas tipo identificadas como: Escherichia coli ATCC 53868,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enterica Typhimurium ATCC
14028 proporcionadas por el cepario de la Facultad de Medicina.

Cada una de estas cepas tipo fue sembrada en un tubo con 3 mL de caldo Luria,
siguiendo la metodologia de Bauer-Kirby se ajust6 las cepas a una densidad de
0.5 unidades de McFarland que equivalen a 1x10® celulas/mL y se incubaron
durante 24 hrs a 37°C para tener cultivos jovenes.

Pasado este tiempo se inocularon 1x10° células/mL en cajas con agar Miieller-
Hinton y se hizo un extendido del inoculo con una varilla de vidrio en “L”. Esto con
el fin de medir la actividad antimicrobiana de los extractos crudos mediante la

formacion de un halo de inhibicion.
a) Método de difusidon en pozos

Después de hacer el extendido en el agar Muieller-Hinton, se hicieron pozos de 6
mm de didmetro en la superficie con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio estéril.

En cada pozo se coloc6é 50uL del sobrenadante de las cepas. Se dejaron
incubando durante 24 horas a 37°C.

Una vez transcurrido este tiempo se midieron los halos de inhibicion formados por

los extractos crudos.

b) Técnica de difusién en Agar
Después de hacer el extendido en el agar Mueller-Hinton, se colocaron discos de
papel filtro de 5 mm de diametro impregnados con cada uno de los sobrenadantes

obtenidos. Las cajas se incubaron durante 24 horas a 37°C. Una vez transcurrido

este tiempo se midieron los halos de inhibicién formados por los extractos crudos.
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6.6 Tratamiento de extractos crudos

Las proteinas presentes en los extractos crudos se precipitaron con un volumen
igual de acetona y se colocaron a 0°C durante toda la noche. Transcurrido este
tiempo se centrifugaron a 4000 rpm conservando solo el pellet formado, el cual se
sec6 con ayuda de vacio y posteriormente se resuspendié en 1000 pL de buffer de
fosfatos a pH 7 y se almacené a 4°C hasta su posterior uso.

Nuevamente se evaludé la actividad antimicrobiana de los extractos crudos

utilizando el método de difusion en pozos y la técnica de difusién en agar.

6.7 Purificacion semi-parcial de extractos crudos

Se realiz6 una purificacion semi-parcial de los extractos que provocaron inhibicion

del crecimiento de algunas de las cepas tipo.

Los sobrenadantes obtenidos después de tratarlos con acetona se concentraron
hasta el minimo volumen posible utilizando filtros Millipore Amicon (Figura 2) con
poros para 3, 10 y 30 KDa. centrifugandose primero en el filtro de 30 KDa a 4500
rpm durante 20 minutos en una centrifuga clinica obteniéndose 2 fracciones, la
gue queda detenida en el filtro la cual esta concentrada y se colecta en un tubo
Eppendorf y la fraccibn que pasa por el poro que no esta concentrada y que
ademas es de otro peso molecular. Esta fraccion se hace pasar por el siguiente
filtro (10 KDa) y se centrifuga en las mismas condiciones. Se repite este

procedimiento pero ahora utilizando el filtro de 3 KDa.
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Figura 2. Filtro Millipore Amicon (imagen tomada de la pagina oficial de Merck)

6.7.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos

crudos semi-purificados.

Se utilizé la prueba de difusion en agar para evaluar la actividad antimicrobiana,
pero esta vez utilizando los extractos crudos semi purificados de cada cepa. Para
esta prueba se utilizaron cepas tipo que fueron, E. coli ATCC 53868, S. aureus
ATCC 25923 y S. Typhimurium ATCC 14028. También se utilizé una cepa
multirresistente a antibioticos (Klebsiella oxytoca) aislada previamente en el

laboratorio proveniente del microbioma oral humano.

6.8 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (Schagger y Von Jagow, 1987).

Este tipo de electroforesis es muy eficiente en la resolucion de proteinas de
mediano y bajo peso molecular (entre 100 y 10 KDa). Debido a que los péptidos
esperados en los extractos se encuentran en este rango de peso, esta técnica nos

permitira definir mejor a las proteinas que tenemos.
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Se realizaron mini geles de poliacrilamida de 1mm de grosor, los cuales estaban
compuestos por una parte separadora que se encontraba al 12% de una mezcla
de acrilamida y bis-acrilamida (37.5%:1%) y una porcién concentradora al 4% de

acrilamida/bis-acrilamida.

Se tomaron 25uL de cada uno de los sobrenadantes colocados en un tubo
Eppendorf con 20uL de buffer de carga (12.5% de amortiguador de gel, 1% SDS,
15%qglicerol, 0.5% azul de bromofenol, 10mM de DTT y 0.1% de
betamercaptoetanol) y se calentaron durante 5 min a 95°C previo a cargarse en el

gel.

Estas electroforesis se realizaron en camaras mini-Protean Tetra cell de Biorad,
usando el amortiguador de corrida para catodo (Tris 0.1M, Tricina 0.1M y SDS
0.1% pH 8.25) y amortiguador de anodo (Tris-HCI 0.2M pH 8.93); los geles se

corrieron a 100V durante aproximadamente 1 hora y media.

Los geles fueron tefiidos alrededor de media hora usando una solucién al 0.2% de
colorante azul de Coomasie R250 (Research Organics) con 47% de etanol y 10%
de &cido acético, tras lo cual fueron destefiidos con una solucion de 50% metanol
y 7.5% de acido acético hasta obtener el contraste deseado.

Se escanearon los geles obtenidos.

6.9 Determinacién de proteina en los sobrenadantes (Peterson, 1977)

Las proteinas de los extractos crudos se concentraron precipitando con acetona a

-70°C durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugd y el

pellet se resuspendio en buffer tris pH 7.
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Se tomaron 100 pL y se colocaron en un tubo Eppendorf (previamente se
preparan los reactivos de Lowry (A:B:C) y el reactivo de Follin, Ver Anexo) a cada
muestra problema se le agregan 800 pL de reactivo de Lowry y 100 pL del reactivo
de Follin, respetando los tiempos de incubacion posteriores a la adicion de cada
reactivo (10 minutos después de agregar el reactivo de Lowry y 20 minutos

después de agregar Follin).

Tanto la curva patron (Ver Anexos) como las muestras problema se leyeron a
660nm en el espectrofotometro.

6.10 Accion de la pepsina sobre los posibles péptidos presentes en los

diferentes extractos crudos.

Se realiz0 un ensayo enzimatico con la finalidad de saber si lo que estaba
presente en los extractos crudos realmente eran proteinas. Para ello se utilizé a la
pepsina para degradar a los péptidos y para estimar su actividad se utilizd

hemoglobina como control (Técnica de Anson modificada) (Anson, 1938).

a) Preparacion de la Hemoglobina

Se preparé una solucion de hemoglobina al 2.5% disuelta en agua destilada,
agitando vigorosamente al menos 10 min a 37°C. Se centrifugd y descartd el
precipitado. A 4 mL del sobrenadante se le afiadié 1 mL de HCL 0.3 N; el pH final

deberda ser de 1.6.

b) Preparaciéon de la solucién de pepsina

Se prepar6 una soluciéon de pepsina al 0.1% en HCL 0.01 M. antes de utilizar la
solucion de pepsina se debe diluir dicha solucién 1:10 con HCL 0.01M para que la

concentracion final sea de 0.01%.
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a) Preparacién del estandar de tirosina

Se prepararon 10 mL de estandar de tirosina que contenga 0.008 miliequivalentes
de tirosina en 5 mL con NaOH 0.5N. Utilizando distintas cantidades del estandar

para construir la curva (Anexo). Se prepar6 un blanco con NaOH 0.5N.

b) Digestion de la hemoglobina

Se colocaron 4 alicuotas de 2 mL de solucién de hemoglobina &cida, cada una en
un tubo de ensayo, a cada uno se le agregaron 0.8 mL de solucion de pepsina y
se incubaron a 37°C. La reaccion se detuvo a los 15, 30, 45 y 60 min. agregando 4
mL de acido tricloroacético (TCA) 0.3N, se agitdé vigorosamente y se centrifugo

durante 5 min a 5000rpm.

Se tomaron 2.5 mL del sobrenadante y se le afiadio 5mL de de NaOH 2Ny 1.5 mL
de solucién de fenol (Reactivo de Folin diluido 1:3). Después de la adicion de fenol
se debe agitar y dejar reposar en obscuridad durante 10 min. Posteriormente se

leyo la absorbancia a 600 nm.

c) Digestién de extractos crudos

Se tomaron 5 mL del extracto, se le agregd 5 mL de acetona y se guard6 a 0°C
para precipitar a las proteinas presentes. Se centrifugé la muestra y se deshecho
el sobrenadante; el pellet formado se resuspendié en 5 mL de agua destilada y se

le adicion6 1.5 mL de HCI 0.3N para llevar el pH de a 1.6.

Una vez que se ajusté el pH se le adicion6 0.8 mL de la solucién de pepsina y se
incubo por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se le afiadié 5mL de de NaOH 2Ny 1.5
mL de solucién de fenol (Reactivo de Folin diluido 1:3). Después de la adicién de
fenol se debe agitar y dejar reposar en obscuridad durante 10 min. Posteriormente

se leyé la absorbancia a 600 nm.
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Después de realizar la digestion de los extractos, estos se probaron para observar
si aun tenian actividad inhibitoria sobre otras cepas utilizando la técnica de Bauer-
Kirby (Difusién en agar) y se corrié un gel de poliacrilamida SDS/PAGE para ver Si
habia un cambio en las bandas que se presentaban antes y después de la

digestion.

6.11 Prueba de inhibicion de la microbiota presente en un alimento

a) Tomade muestra

Para la obtencién de muestra de leche hay que seguir ciertos procedimientos de
asepsia (Martinez-Lépez et al, 2011), para evitar la contaminacion con
microorganismos que provengan de alguna fuente distinta a la leche. La muestra
fue obtenida de un establo de la colonia Sta. Cecilia, Tlahuac. La toma se realizo

de la siguiente manera:

1. Los pezones se lavan con solucion desinfectante de cloro al 0.2%, se
secan perfectamente con toallas desechables, después se eliminan los
primeros chorros de la leche con el propdsito de evitar residuos
contaminantes (Martinez-Lopez et al, 2011).

2. Fue necesario utilizar guantes para evitar algun tipo de contaminacion

3. La muestra de leche recolectada se coloc6 en un matraz de 250 mL estéril,

aproximadamente se recolectaron 200 mL de leche.

4. El matraz se colocd en una hielera la cual contenia hielo con la finalidad de

mantener a la leche a una temperatura baja.
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5. Se recomienda que el tiempo entre la toma de muestra y el andlisis de la
misma no sea mayor a 4 horas y la temperatura de la misma debe estar
siempre por debajo de los 5°C (Martinez-L6pez et al, 2011).

b) Prueba de reductasa

Se tomaron alicuotas de 10 mL y se colocaron en tubos de ensaye, a cada tubo se
le adicionaron 500l de extracto crudo y se dejaron incubando durante una hora a
37°C. Pasado este periodo de incubacion se adicion6 a cada tubo 1 mL de azul de
metileno y se incubaron a 37°C. Se realizdé un tubo control al cual se le dio el
mismo tratamiento que a los tubos que contenian el extracto obtenido. Los tubos
se observaron cada media hora hasta que todos los tubos perdieron la coloracion

azul.

El tiempo que tarda en pasar el azul de metileno de su forma oxidada (azul) a la
reducida (incolora) bajo condiciones controladas es proporcional a la calidad
sanitaria de la leche, es factible clasificar el producto dentro de ciertos grados
aceptables o no aceptables, con base a los siguientes valores (Informacion

tomada de la guia practica “Introduccién al control de calidad de la leche cruda”):

Tabla 1. Calidad de la leche con respecto al tiempo en horas que tarda en pasar el azul de

metileno de su forma oxidada (azul) a la reducida (incoloro).

Calidad de la Tiempo en
leche horas
Buena a Mas de 8
excelente
Regular a buena 6-8
Regular 2-6
Mala Menos de 2
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6.12 Determinacion de UFC por dilucion y vertido en placa para

verificar si existe alguna diferencia en la carga microbiana de la leche.

El fin de esta técnica es la obtencion de “unidades formadores de colonia” o UFC
presentes en un gramo o mililitro de muestra.

Para realizar esta técnica se prepararon 5 tubos con 9 ml de solucion salina estéril
cada uno. Una vez transcurrida la hora de incubacion de las muestras de leche y
antes de la adicién del azul de metileno se toma 1 mL de la muestra de lecha méas
la bacteriocina y se adiciona en el primer tubo con solucién salina. Posteriormente
se toma 1 mL de este tubo y se pasa al siguiente tubo con solucién salina y asi

haciendo diluciones sucesivas.

De cada dilucion se tom6 1 mL y se depositd en una caja estéril, posteriormente
se le agrego a la caja 15 mL de Agar cuenta en placa previamente esterilizado y

enfriado. Se homogenizé la muestra con el agar y se dejo solidificar.

Las cajas se incubaron a 37°C durante 24 hrs, Una vez transcurrido este tiempo
se procedi6 a contar las colonias presentes en las cajas, colonias que presentaron
una coloracion amarilla o blanca y que tuvieran un tamafio de aproximadamente 4-
5mm de diametro. Se contaron todas las colonias presentes en cada dilucion pero
para las UFC se consideraron solo las que estaban dentro del rango de 25 a 250

UFC. Esta técnica se hizo por duplicado para cada tubo.
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7.1 Aislamiento y purificacién de cepas de Mixobacterias.

Se trabaj6o con muestras de tierra de diferentes zonas de la CDMX, Veracruz,
Coahuila, etc., las cajas se monitorearon durante cuatro semanas buscando la
formacién de cuerpos fructiferos (Figura 3), los cuales se observaron y clasificaron
con base en la claves de Reichenbach (1981). La forma de los cuerpos fructiferos
puede dar una idea de la familia a la que pueden pertenecer. Se tomé parte del
cuerpo fructifero para cultivar las mixoesporas y crecerlas in vitro, en las

condiciones adecuadas.

Figura 3. Formacion de diferentes cuerpos fructiferos encontrados en muestras de tierra. A) Cuerpo fructifero
correspondiente al género Myxococcus. B) Cuerpo fructifero de Chondromyces C) Cuerpo fructifero de
Stigmatella y D) Cuerpo fructifero de Polyangium.

Se lograron obtener distintas Mixobacterias las cuales correspondian a distintos

géneros, por ejemplo:

v" Myxococcus: normalmente forman pequefios saculos de diferentes colores
brillantes, blandos y viscosos que pueden crecer en el papel filtro o en

pedazos de madera
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v' Polyangium: este género solo crece en material organico. Color blanco

v Stigmatella: un género dificil de encontrar, sus esporangiolos son de forma

ovoide y con un tallo en forma de flor

v' Chondromyces: esporangios en la parte superior de un tallo sin

ramificaciones

En total se aislaron 5 cepas provenientes de diversas muestras de suelo. También
se trabajé con cepas que ya habian sido aisladas previamente en el laboratorio.
En total se trabajo con 16 cepas puras de Myxobacteria, las cuales se colocaron
en agar Mc Conkey y caldo CY. En la tabla 2 y 3 se muestran las nomenclaturas

de las cepas utilizadas, asi como del género de cada una.

Tabla 2. Géneros de mixobacterias pertenecientes a la coleccion del laboratorio

Cepa Género Cepa Género
JS Stigmatella sp. H2 Stigmatella sp.
Mx Myxococcus sp. 919 Myxococcus sp.
CuU Stigmatella sp. 30 Myxococcus sp.
3980 | Myxococcus sp. 8D Myxococcus sp.
30 Stigmatella sp. 92F Myxococcus sp.
ya-1 Sorangium sp.

Tabla 3. Géneros de mixobacterias de reciente aislamiento

Cepa Género Cepa Género
1 Myxococcus sp. 4 Stigmatella sp.
2 Myxococcus sp. 5 Polyangium sp.
3 Chondromyces sp.
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Del total de cepas trabajadas la mayoria pertenecian al género Myxococcus
(53%), seguido de Stigmatella (29%) y finalmente los géneros Sorangium(6%),

Chondromyces (6%) y Polyangium (6%).

6%

B Myxococcus

B Stigmatella
Sorangium

B Chondromyces

® Polyangium

Gréfico 1. Porcentaje de los géneros de mixobacterias trabajadas

El género Myxococcus es el que mas se ha aislado en el laboratorio, seguido del
género Stigmatella estos dos géneros son los que se encuentran con mayor

frecuencia en el suelo segun Dawid (2000).

7.2 Caracteristicas macro y microscopicas de las cepas

Para evaluar las caracteristicas microscopicas de las cepas se realizé una tincion
de Gram con la cual se comprobé que todas las muestras trabajadas fueran
bacilos largos Gram negativos, ya que esta es la morfologia tipica de las
Myxobacterias (Shimkets, 2006). Ademas, con esto se corrobor6 la pureza de las

cepas seleccionadas.
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En la tabla 4 se muestran las caracteristicas coloniales de las cepas en agar CY.

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas coloniales de las cepas seleccionadas

Cepa Forma Borde | Elevacion | Textura Color
JS Circular | Entero Elevada Viscosa | Blanquecino
MX Puntiforme | Entero Elevada Butirosa | Blanquecino
CuU Circular | Entero Elevada Butirosa | Blanquecino

3980 Puntiforme | Entero Plana Butirosa | Blanquecino
30 Circular | Entero Convexa | Viscosa | Blanquecino
8D Puntiforme | Entero Elevada Butirosa | Blanquecino
92F Circular | Ondulado | Elevada Butirosa | Blanquecino

ya-1 Puntiforme | Entero Elevado Butirosa | Blanquecino
H2 Circular | Entero Convexa | Viscosa | Blanquecino
91¢g Circular | Entero Convexa | Butirosa | Blanquecino
30 Circular | Entero Elevado Butirosa | Amarilla

1 Circular | Entero Convexa | Viscosa | Blanquecino
2 Circular | Entero Convexa | Viscosa | Blanquecino
3 Puntiforme | Entero Elevado Butirosa | Blanquecino
4 Circular | Entero Elevada Viscosa | Blanquecino
5 Circular | Entero Convexo | Butirosa | Blanquecino

La mayoria de las colonias de las cepas fueron circulares, con bordes enteros,
blanquecinas y con una textura butirosa, estas caracteristicas son las que

presentan normalmente una colonia de mixobacteria (Shimkets, 2006).
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7.3 Evaluacion de la posible actividad antimicrobiana

De cada cepa se obtuvieron alrededor de 25 mL de extracto crudo. Los 16

extractos crudos se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

Se evalud la posible actividad antimicrobiana de los 16 extractos crudos sobre
diferentes cepas tipo (Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC53868, y Staphylococcus aureus ATCC 25923), pero ninguno de los 16
extractos inhibié a las cepas tipo. Esto pudo deberse a que la cantidad de proteina
presente en los extractos era muy baja ya que la produccién de los péptidos puede
verse afectada por condiciones del medio y esto provocar una disminucion en la
concentracion de la proteina (Shimkets, 2006), por este motivo se concentré a la
proteina haciéndola precipitar con acetona y manteniéndola a una baja
temperatura.

Después de haber re-suspendido a la proteina en buffer se repitié la técnica de
difusion en agar y de difusion en pozos para ver si en esta ocasién se provocaba
la inhibicion de las diferentes cepas tipo. En esta ocasion se lograron observar que

algunos de los extractos habian formado halos de inhibicién sobre las cepas tipo

gue se utilizaron (Figura 4).

Figura 4. Halos de inhibicién producidos por los extractos crudos concentrados de diferentes bacterias
deslizantes sobre cepas tipo. A) Halos de inhibicion formados sobre S. aureus ATCC 25923. B) Halos de
inhibicién formados sobre E. coli ATCC 53868.
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De las dos técnicas utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana, fue la
prueba de difusion en agar la que presento resultados positivos y fue la técnica

gue se siguié utilizando para pruebas posteriores.

De los 16 extractos, so6lo 11 inhibieron a alguna de las cepas tipo formando halos

de distintos tamafios (Tabla 5).

Tabla 5. Diametros de los halos de inhibicion de los extractos precipitados con
acetona sobre distintas cepas tipo

Cepa Género S. aureus E. coli S. Typhimurium
ATCC 25923 | ATCC 53868 ATCC 14028
H2 Stigmatella sp. - 7 mm -
30 Stigmatella sp. 13 mm 7 mm 7 mm
8D Myxococcus sp. 7 mm - -
919 Myxococcus sp. 7 mm - 7 mm
JS Stigmatella sp. - 7 mm -
3980 Myxococcus sp. - 6 mm 7 mm
4 Stigmatella sp. 7 mm 10 mm 7 mm
92F Myxococcus sp. - 10 mm -
ya1l Sorangium sp. 7 mm 10 mm -
MX Myxococcus sp. 6 mm - -
CuU Stigmatella sp. - - 6 mm

E. coli fue la cepa que presentdé mas sensibilidad a los distintos extractos crudos,
fue inhibida por 7 de los 11 extractos que inhibieron a alguna cepa, siendo los
extractos de las cepas 4, 92F y ya1 los que mejor efecto tuvieron al momento de

inhibir a esta cepa, causando halos de 10 mm de diametro.

——
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En el caso de S. aureus fueron 6 los distintos extractos que lograron inhibir su
crecimiento, siendo el extracto de la cepa 30 el que mejor logré inhibir su

crecimiento provocando un halo de 13 mm.

Finalmente, S. Typhimurium fue la cepa que menos inhibiciones present6é por
presencia de los extractos, solo 5 extractos lograron inhibirla y los halos no
superaros los 7 mm de diametro que formaron los extractos de las cepas 30, 91g,
3980y 4.

Los extractos de las cepas 4 y 30 (ambas del género Stigmatella) fueron los que
formaron mayores halos de inhibicion sobre alguna cepa tipo y los que lograron
inhibir el crecimiento de las 3 cepas.

7.4 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(SDS/PAGE) de los extractos crudos.

Para comprobar la presencia de proteinas en los extractos que fueron precipitados
con acetona de las diferentes cepas que pudieran ser las causantes de la
inhibicién se realizd una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
SDS-PAGE (Figura 5). Se coloco el extracto crudo de cada cepa en un carril y se
pudo observar la presencia de mas de una banda, todas por debajo de los 100
KDa.
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Carril 1 2 3 7 8 9 11 12

-10

Figura 5. Electroforesis en gel SDS-PAGE de los sobrenadantes de cada cepa. Carriles: 1) Marcador de peso
molecular, 2) cepa 30, 3) cepa 919, 4) cepa 4, 5) cepa 92F, 6) cepa ya1l, 7) cepa 3980, 8) cepa H2 9) cepa
8D, 10) cepa JS, 11) cepa MX 12) cepa CU

En el caso del carril 11 (MX) solo se aprecia una banda definida alrededor de los
20 KDa. En el caso del carril 9 (8D) presenta una banda definida alrededor de

20KDa y otra banda de un peso aproximado de 24 KDa.

Los carriles 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 10 presentan una banda con un peso alrededor de los
30KDa, estas mismas cepas presentan 2 bandas entre 50 y 75 KDa. Pese a la
presencia de estas bandas definidas en los carriles de estas muestras, todas
presentan distintas bandas que estan por debajo de los 25 KDa. Hasta este
momento no podriamos determinar cual o cuales de ellas podrian ser las que
parecen tener actividad antimicrobiana, ya que en la literatura se reporta que
existe un gran namero de proteinas producidas por los distintos géneros de
mixobacterias y aunque en su mayoria no han sido caracterizados, se sabe que
muchos de estas sustancias son péptidos de peso molecular menor a los 100 KDa
(Reichenbach, 2001).
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7.5 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de sobrenadantes semi-
purificados sobre cepas tipo y una cepa multiresistente a antibiéticos.

Se procedio a realizar una semi-purificacion de los extractos con el fin de separar
a las proteinas presentes por tamafios. Se utilizaron tubos Millipore Amicon con
membranas con poros de diferentes tamafos (3, 10 y 30 KDa) y centrifugando las
muestras en dichos tubos se obtuvieron las distintas fracciones. Se probo la
actividad antimicrobiana de cada fraccion con cepas tipo (Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, E. coli ATCC53868, y S. aureus ATCC 25923) utilizando la técnica
de Kirby-Bauer.

De los 11 extractos que habian causado inhibicion solamente las fracciones de 5
cepas causaron halos de inhibicién sobre las cepas tipo. Los otros seis extractos
gue habian inhibido a las cepas aparentemente perdieron su efecto
antimicrobiano. Esto podria deberse a que hay un efecto de sinergismo provocado
por la presencia de los péptidos de distintos tamafios y que al estar separados
este efecto antimicrobiano se pierde. En la literatura se ha demostrado este efecto
de sinergismo con bacteriocinas que son utilizadas en la industria alimentaria

producidas por bacterias acido-lacticas (Mulet-Powell et. al., 1998).
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Figura 6. Halos de inhibicién producidos por los concentrados obtenidos de cada filtro Amicon de
cada extracto (1) Halos de inhibicién de la muestra 91g sobre E. coli ATCC 53868. (2) Halos de
inhibicion formados por las fracciones de 10 KDa de las muestras 4, 3980, 91g, 30 y ya-1 sobre S.
aureus ATCC25923. (3) Halos de inhibicion de la muestra ya-1 sobre E. coli ATCC53868. (4) Halo
de inhibiciéon de la muestra 4 sobre Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

Tabla 6. Didmetros de los halos de inhibicién de los extractos semi-purificados sobre

distintas cepas tipo.

S. aureus ATCC 25923

E. coli ATCC 53868

S. Typhimurium

ATCC14028
Cepa | 3KDa | 10KDa 30KDa | 3KDa | 10KDa | 30KDa | 3KDa | 10KDa | 30 KDa
30 7.5 mm 9 mm 7 mm - 7 mm - - 7 mm -
91g 13 mm - 6 mm 6mm | 6 mm - - 6 mm
4 - 14 mm - - 7 mm 6 mm - 21 mm -
ya1l - 14 mm - 7.5mm | 7mm | 6 mm - 6 mm -
3980 - 11 mm - - 6 mm - - - -
( )|
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En la figura 6 se muestran los halos de inhibicion producidos por los diferentes
concentrados de las diferentes cepas trabajadas. En estos halos podemos
apreciar que al separar el extracto y obtener las 3 fracciones, estas en su mayoria
provocan una inhibicién de las cepas tipo utilizadas provocando halos de distintos
didmetros (Tabla 6). En el caso de la muestra 30 se observan halos de inhibicién
en los 3 concentrados sobre S. aureus ATCC 25923. Los tres concentrados
provocaron halos de entre 7 y 9 mm de diametro; Y en el caso de las cepas 4,
91g, 3980 y ya1 solo la fraccidén correspondiente a 10 KDa inhibi6 el crecimiento
de S. aureus causando halos de entre 11 y 14 mm siendo el de la fraccion de 3980
el de 11 mmy el de la cepa 4 y ya-1 los mas grandes de 14 mm. En estos casos
se puede observar un ligero crecimiento donde se encuentran los halos de
inhibicion lo cual nos sugiere que estos péptidos estan actuando como
bacteriostaticos sobre S. aureus esto puede deberse a que la cepa cuenta con

algun mecanismo de resistencia el cual le permite crecer (Téllez, 2010).

En el caso de las fracciones probadas sobre E. coli ATCC 53868, fueron las de las
cepas 91g y val las que inhibieron mejor su crecimiento ya que las fracciones
correspondientes a cada cepa actuaron sobre el crecimiento de E. coli. Las
fracciones de 10 KDa de las cepas 3980 y 30 fueron las que inhibieron a esta
bacteria y en el caso de la cepa 4 solo las fracciones de 10 y 30 KDa inhibieron a
E. coli. En los halos formados sobre E. coli, también se observaba una pequefia
capa de crecimiento bacteriano, lo cual nos indica que las fracciones también

estan actuando como bacteriostaticos.

Finalmente, Salmonella Typhimurium ATCC14028 fue la cepa que menos se inhibid
por las diferentes fracciones. Ninguna fraccion de 3 KDa la inhibié y de 30 KDa
solo la fraccién de la cepa 91g caus6é un halo de 6 mm. Las fracciones de 10 KDa
de las cepas 30 y ya1 causaron pequefos halos de inhibicion actuando como
bacteriostaticos contra la cepa, al igual que la fraccidén de la cepa 91g. La cepa 4
en su fraccién de 10 KDa fue la Unica que caus6 un halo de inhibicién de 21 mm

con un efecto bactericida sobre la cepa.
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Debido a que los extractos se habian probado sobre cepas que eran sensibles a
antibidticos nos parecio interesante probar dichos extractos sobre una cepa que
hubiera desarrollado el fendbmeno de multirresistencia a antibiéticos la cual puede

ser mas dificil de combatir.

Para la cepa multiresistente a antibiéticos, se trabajé con una cepa que se aislo en
el laboratorio previamente del microbioma oral humano, se trata de la cepa

Klebsiella oxytoca y es resistente a 7 antibidticos distintos

Figura 7. Halos de inhibicién producidos por el concentrado de 10 KDa de los extractos semi-
purificados sobre una bacteria multiresistente a antibiéticos (Klebsiella oxytoca).

Tabla 7. Didmetros de los halos de inhibicién de los extractos semi-purificados sobre una
bacteria multiresistente a antibiéticos (Klebsiella oxytoca).

Cepa Klebsiella oxytoca
30 7.5 mm
4 8 mm

91g 6 mm

3980 7.5 mm

ya1l 7 mm
8D 7 mm
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De todos los extractos semi-purificados utilizados, las fracciones correspondientes
a 3 y 30 KDa no inhibieron a la bacteria multirresistente, sé6lo algunas fracciones
de 10 KDa lograron inhibirla (Figura 7), fueron las fracciones correspondientes a
las cepas 30, 4, 91g, 3980, ya1 y 8D las que inhibieron. En este caso, los halos de
las cepas 4, 3980 y yal mostraron un efecto bactericida sobre la cepa, mientras
que las cepas 30, 91g y 8D mostraron un efecto bacteriostatico esto puede
deberse a que la cepa cuenta con algin mecanismo de resistencia el cual le

permite crecer (Téllez, 2010).

7.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de los

extractos semi purificados.

Se realiz6 un gel de poliacrilamida (Figura 8) utilizando algunas de las fracciones
de proteinas para determinar el peso molecular de algunas de las proteinas (ver
Anexo peso molecular de las bandas encerradas en recuadros) que teniamos en
la muestra. Se decidi6 utilizar las muestras correspondientes al concentrado que
contenia proteinas de entre 10 a 30 KDa, ya que estas fueron las que presentaron

mayor inhibicién en todas las cepas.
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Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 8. Gel SDS-PAGE de extractos semi-purificados de la fraccién de 10 KDa. Carriles: 1) cepa
92F, 2) Cepa MX, 3) cepa 914, 4) cepa 30, 5) cepa ya1, 6) Marcador de peso molecular, 7) cepa 4, 8) cepa
3980 9) cepa JS, 10) cepa 8D.

En este gel se puede observar que todas las cepas productoras de sustancias
antimicrobianas presentan proteinas cercanas a 15 KDa, ademas de presentar
bandas de peso molecular de 10 KDa. Podemos apreciar que esas bandas tienen
una mayor intensidad en el gel, lo que nos indica que esas proteinas se
encuentran en mayor proporcion en el sobrenadante. No podemos determinar cual
de las bandas es la responsable de la inhibiciébn ya que podria existir sinergismo

(Mulet-Powell et. al., 1998) entre las proteinas y esto provocaria la inhibicion.

7.7 Determinacién de proteina en los extractos crudos

Para determinar la cantidad de proteina presente en los extractos crudos se utilizd
el método de Lowry (Peterson, 1977). Se le determiné la cantidad de proteinas a
las 5 cepas que inhibieron mejor a las cepas tipo y a la cepa multirresistente a

antibidticos y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 8. Cantidad de proteina presente en cada muestra

Cepa mg/mL
ra1 26.23
30 31.08
4 38.07
91g 17.88
3980 21.27

Las cepas 4 y 30 fueron las que presentaron una mayor cantidad de proteina.
Estas mismas cepas fueron las que mejor inhibicibn causaron sobre las cepas
utilizadas. Esto podria significar que mientras mayor sea la cantidad de péptidos
antimicrobianos presentes en el extracto, mayor sera la inhibiciéon de las cepas

tipo.

7.8 Accion de la pepsina sobre extractos crudos

Para determinar que la actividad inhibitoria de los extractos crudos se debia a la
presencia de péptidos se realiz6 un ensayo enzimatico para degradar a dichos
péptidos. En este caso se utilizo a la pepsina, enzima digestiva que se encarga de
la degradacion de proteinas en el estdbmago. Esta enzima tiende a atacar a los
enlaces peptidicos en los cuales se encuentran aminoacidos aromaticos,

principalmente tirosina.
Después de tratar los extractos crudos con la pepsina, se cuantificé la cantidad de

tirosina libre en el medio ya que la presencia de tirosina en el medio estaria

confirmando la naturaleza proteica de los extractos crudos.
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Tabla 9. Concentracion de tirosina libre presente en los extractos
crudos después de tratarse con pepsina

Muestra [Tyr]
pmol/mL

4 0.011

30 0.011

91¢g 0.020

ya1 0.010

3980 0.011

Los valores de concentracion de tirosina obtenidos (Tabla 9) son muy bajos,
pudiendo esto deberse a que no hay mucha tirosina en los péptidos presentes en

los extractos.

Después de haber tratado a las muestras con pepsina se probd si habia algin
efecto inhibitorio de los sobrenadantes sobre cepas tipo (S. aureus, E. coli,

Salmonella Typhimurium)
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Figura 9. Comparacion entre los extractos crudos tratados con pepsinay sin tratar. El nimero 1 corresponde a
la cepa S. aureus ATCC 25923 a) Caja con sobrenadantes sin tratar B) Caja con extractos tratados con
pepsina. 2 corresponde a E. coli ATCC 53868 a) Caja con sobrenadantes sin tratar B) Caja con extractos

tratados con pepsina. 3, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a) Caja con sobrenadantes sin tratar B) Caja
con extractos tratados con pepsina.

Se puede observar que las los extractos tratados con pepsina ya no inhiben a las
cepas tipo como lo hicieron los extractos crudos que no fueron tratados con la

enzima.
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Carriil 1 2 3 4 5 6 7

Figura 10. Gel SDS-PAGE de extractos tratados con pepsina y sin tratamiento Carriles: 1) Marcador de peso
molecular, 2) libre, 3) Cepa ya-1 sin tratamiento, 4) cepa ya-1 tratado con pepsina, 5) libre 6) cepa 3980 sin
tratamiento, 7) cepa 3980 tratado con pepsina.

También se corrié un gel de poliacrilamida comparando las muestras que fueron
tratadas con pepsina y las que no habian sufrido un tratamiento (Figura 10). Se
puede observar en los carriles 3 y 6 la presencia de proteinas pertenecientes a las
cepas vya-1 y 3980 respectivamente. En los carriles 4 y 7 se colocaron las
muestras que fueron tratadas con pepsina, en esos carriles no se aprecia ninguna
banda de las que originalmente se encontraban en el extracto, esto indica que los
péptidos fueron degradados por accion de la pepsina y que la naturaleza quimica
del agente antimicrobiano es polipeptidica.
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7.9 Prueba de inhibicion sobre la microbiota presente en un alimento

Se utiliz6 azul de metileno para determinar cualitativamente mediante su
reduccién, la calidad de una muestra de leche bronca y se utilizaron los
sobrenadantes para ver si tenian algun efecto sobre la microbiota de la matriz
alimenticia utilizada (leche bronca), disminuyéndola y elevando la calidad de la

misma.

Para esta determinacién se utilizaron los extractos crudos de las cepas 4, 91g,
3980, 30, ya1 y 8D (Figura 11) ya que estas fueron las cepas que mejor inhibicién
produjeron sobre las cepas tipo en las distintas pruebas. En un tubo de ensayo se
colocé leche bronca y se le adiciond un volumen del extracto (500uL). Se dejé
incubando a 37°C y se vigilé el cambio en la coloracion.
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Figura 11. Determinacion cualitativa de la actividad antimicrobiana de los péptidos
antimicrobianos sobre microorganismos presentes en leche bronca a distintos tiempos. A: 0
minutos B: 20 minutos C: 60 minutos D: 80 minutos E: 120 minutos F: 150 minutos G: 180 minutos
H: 220 minutos

Se pudo observar que en las muestras de leche a las que se les adicioné el
extracto crudo perdieron la tonalidad azul a mayor tiempo (240 minutos) mientras
gue en la muestra de leche bronca a la que no se le adicioné extracto crudo la

reduccion del azul de metileno fue mas rapido (110 minutos).
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Esto indica que los diferentes extractos probados en la leche bronca estan
actuando como bacteriostatico sobre las bacterias que se encuentran presentes
en la leche, retardando su crecimiento. De los extractos utilizados, fue el de la
cepa 4 el que mas retardo la perdida de color azul de la leche (240 minutos). Con
estos tiempos, podemos decir que la calidad de la leche era mala ya que el azul
de metileno vir6 antes de las dos horas (110 minutos) mientras que la que fue
tratada con el extracto de la cepa 4 tard6 cuatro horas en cambiar el color del azul
de metileno. Esto elevo la calidad de la leche de mala a regular.

7.10 Determinacion de UFC después de emplear los extractos crudos

con actividad antimicrobiana

Se realiz6 una determinacion cuantitativa para corroborar una diferencia en la
carga microbiana presente en la leche entre la muestra a la que se lo coloco
bacteriocina y la que no la tenia. Para esto se realizo la técnica de dilucion y

vertido en placa y conteo de las UFC.

Tabla 10. Cuenta en placa de la prueba de inhibicién de leche bronca.

Dilucion NUmero de colonias

Control | cepa4 Cepa Cepa Cepa | Cepa Cepa

30 yal 91g 3980 8D
101 3722 2634 2866 2755 | 2816 | 2717 | 2911
102 416 343 402 387 391 418 358
1073 246 66 143 82 97 116 106
10~* 61 11 63 19 25 32 27
1075 19 2 16 2 3 7 5

Resultado

estimado 25x10* | 66x103 14x10% | 82x103 | 97x103 | 11x10% | 11x10*
de UFC/mL
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Los datos obtenidos en la cuenta en placa no son concluyentes ya que solo son
una estimacion del numero de UFC, ya que al no reducirse las colonias como
deberia en cada dilucion (reducir un ciclo logaritmico en cada dilucién) no se
puede asegurar que ese sea el valor real. Con esta estimacion se puede decir que
en general todas las muestras que contenian algun extracto crudo redujeron la
cantidad de las UFC presentes en la leche, teniendo un efecto bacteriostatico

sobre los microorganismos presentes.

En este caso la que fue inoculada con el extracto crudo proveniente de la cepa 4
fue la que mostro una mayor reduccion en las UFC. Coincidentemente, este
extracto fue el que logré una mejor inhibicién en todas las pruebas y el que mas
retraso la perdida de color en la leche. El control de leche bronca presenta un
valor estimado de 25 x 10* UFC/mL, mientras que la leche bronca inoculada con

el extracto proteico tiene un valor estimado de 66 x 103UFC/mL.

El extracto de la cepa ya1l fue el segundo mejor en detener el crecimiento de las
bacterias presentes en la leche bronca presentando un valor estimado de 82x103
UFC/mL.

Después fueron los extractos crudos de las cepas 91g, 3980 y 8D los que tuvieron

un efecto inhibitorio que aunque no fue muy significativo, aparentemente.
Es evidente que con esto se puede proponer la utilizacion de estos extractos

proteicos como conservador en la industria alimentaria, aunque se deben realizar

mas estudios para lograr su estandarizacion.
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. Conclusiones

La metodologia empleada al ya estar bien estudiada y estandarizada
permitié aislar y purificar distintas cepas de mixobacteria a partir de la
formacion de cuerpos fructiferos provenientes de diferentes muestras

ambientales.

Se pudo demostrar la produccién de sustancias antimicrobianas en 11 de
las cepas trabajadas, de las cuales 10 eran de las cepas aisladas
previamente en el laboratorio y 1 de las cepas recién aisladas para el

presente trabajo.

Se determind que hay actividad antimicrobiana de los extractos crudos de
las cepas H2, 30, 8D, 91g, JS, 3980, 4, 92F, ya-1. MX y CU sobre cepas
tipo inhibiendo su crecimiento (Escherichia coli ATCC 53868,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC
14028).

Se determiné6 que en los extractos crudos existen proteinas y que
probablemente estas sean las causantes de dicha inhibicion, esto se

demostro utilizando una degradacion con pepsina.

Se logro obtener extractos semi-purificados para determinar la actividad de
las diferentes fracciones sobre las diferentes cepas tipo, siendo las

fracciones de 10KDa las que inhibieron el crecimiento de las cepas.
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. Conclusiones

Ademés las fracciones de los extractos crudos lograron la inhibicion en el
crecimiento de Klebsiella oxytoca (bacteria multirresistente) proveniente del

microbioma oral humano.

Se demostré que los diferentes extractos crudos con los posibles péptidos
antimicrobianos lograron retrasar el efecto de reduccién de los colorantes
de 1 hora 50 minutos a 4 horas, elevando la calidad de la leche bronca de

mala a regular.

La cuenta en placa no fue concluyente, y solo se obtuvieron valores
estimados. Con estas estimaciones se puede observar que, aparentemente,
las UFC disminuyen cuando la muestra de leche fue adicionada con los
extractos crudos de las diferentes cepas.
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9. Perspectivas

v' Debido a que las mixobacterias producen distintos péptidos antimicrobianos
se recomienda que se realice un zimograma, esto con la finalidad de

descartar a la proteina responsable de la actividad antimicrobiana.

v’ Se deben realizar estudios para determinar si las mixobacterias son
completamente inocuas para los seres humanos y que su uso en la

industria alimentaria no afectara de ninguna manera los productos finales.
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11. Anexos

e Elaboracion de placas de Silica gel
Para la elaboracion de la silica gel se preparan las siguientes soluciones:

Tabla 11. Soluciones para preparar la silica gel

Solucion A Solucion B
HCI concentrado | 61 mL | Silicato de Sodio 18 mL
H:0 destilada 39 mL [ H,O destilada 82 mL

Se vierte la mezcla B en la A (Volumenes iguales). Una vez solidificadas se lavan
con agua destilada por 3 dias cambiando el agua cada dia cuando el pH de las
cajas es de 5 se coloca un circulo de papel filtro Whatman del nimero 1 y se

agrega 1 mL de CaCOsal 2% para llevar a pH 7.

e Medio CY
Tabla 12. Proporciones para preparacion de medio CY
Ingrediente Porcentaje
Peptona de caseina 0.3
Extracto de levadura 0.1
CaCl; 2H20 0.1
Agar 1.5

Para la elaboracion de caldo solo se omite la adicion de agar. Para preparar este

medio se utiliza un medio mineral previamente preparado y no agua destilada.

e Medio Mineral

Primero se preparan todas las soluciones necesarias, cada una se guarda en un

frasco ambar etiquetado.

Tabla 13. Proporciones para preparar ingredientes del medio mineral

Ingrediente g/ 100 mL Ingrediente g/100 mL
NH;SO4 20 *H3;BO3 2.86
Ko,HPO4 3.9 *MnCl; 4H,0 0.181

MgSO,4 7H,0O 7.5 *ZnS0O, 7H,0 0.222
NaCO; 2 *NaMoO, 2H,0 0.191

EDTA 0.1 *CuSO,5H,0 0.079
Citrato de sodio 0.6 *Co(NQO3), H,O 0.0494
**FeSO, 0.3
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*Se toma 1 mL de cada una de estas soluciones y se lleva a un volumen final de

100 mL, se guarda en un frasco etiquetado como “Micronutrientes”.

** Se esteriliza por medio de filtracion con membrana de 0.22um ya que con el
calor precipita.
Todos los frascos se esterilizan en autoclave.

En un frasco estéril, colocar las siguientes cantidades de cada stock en zona
aséptica

Para 1L de medio mineral

Tabla 14. Proporciones para preparar medio mineral

Ingrediente mL
NH4SO,4
KoHPO,4

MgSO, 7H,0
NaCO;

EDTA
Citrato de sodio
FeSO,
Micronutrientes
Agua destilada

=
o

o[k |R k[P~

(o]
w

e Curva patron para cuantificacion de proteina
La cuantificacion se realizé por el método de Lowry (Peterson, 1977).
Primero se preparan los reactivos a utilizar, estos deben prepararse en el

momento ya que de lo contrario estos se oxidan y no serviran en la cuantificacion

de la muestra.
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La solucién A: Na,COs3 al 2% en NaOH 0.1N

La solucién B: CuSO,al 1%

La solucion C: Tartrato doble de sodio y potasio al 2% en NaOh 0.1N

Se mezclan en proporciones A 100: B 1: C 1y se agita para homogenizar.

Por otro lado se realiza una dilucion del reactivo de Folin con agua (1:1)

Para la curva patrén se utiliza un stock de Albumina Sérica Bovina (ABS) de

1 mg/mL y se coloca un volumen de muestra y reactivos de la siguiente manera:

Tabla 15. Valores de referencia para elaboracion de curva patron.

Tubo Vol del Agua pl Reactivos Reactivo de Abs. a 660
stock pL Mezcla Folin nm
(A:B:C)

Blanco 0 100 800 100
1 5 95 800 100 0.130
2 10 90 800 100 0.309
3 15 85 800 100 0.455
4 20 80 800 100 0.548
5 25 75 800 100 0.710
6 30 70 800 100 0.834
7 35 65 800 100 0.890
8 40 60 800 100 1.017
9 45 55 800 100 1.090
10 50 50 800 100 1.143
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y=0.0103x + 0.0128
Curva Lowry R?=0.9764
0.6
0.5 e
g
0.4
*
(7]
2 03 * 5
0.2 / &
0.1 e
0
0 10 20 30 40 50 60
C(mg/mL)

Graéfico 2. Curva patrén de proteina

e Curvade calibracion para determinar el peso molecular de las bandas

Se calcul6 el peso molecular de las bandas obtenidas, para esto se realiz6 una
curva de calibracion:

. . s y =-1.7961x + 2.7494
Curva de Calibracidon 20,0887
3
2.5 \
E 2
= 1.5
3
1
0.5
0 T T T T T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Rf

Gréfica 3. Curva de calibracion para determinar el peso molecular de las bandas en el gel.
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De esta curva se utilizé la férmula

y = —1.7961x + 2.7494

Donde x es el Rf de la muestra:

Distancia recorrida de la proteina (mm)

Rf =

Distancia total recorrida (mm)

El tamafio de las proteinas se calculé solo para las bandas que estan en los
recuadros en la Figura 8. Ya que son las bandas mas intensas en el gel lo que
indica que estan en mayor proporcion en el sobrenadante y las que posiblemente

participen en la inhibicion de las cepas.

Tabla 16. Peso molecular de bandas presentadas por los concentrados en gel de

poliacrilamida

Sobrenadante PM
yal(1) 21.26
va1(2) 15.16

4 15.37
3980 15.59

Estos tamafios son coherentes si tomamos en cuenta que las muestras son las

correspondientes al filtro de 10KDa, el cual retiene a proteinas mayores.
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e Curvadetirosina (Técnica de Anson modificada) (Anson, 1938).

Tabla 17. Valores de referencia para elaboracion de curva patron

# Vol stock Vol NaOH | Abs [Tyr]
Tyr pmol/mL
0 0 2.5 0 0
1 0.5 2 0.111 0.0112
2 1 1.5 0.433 0.054
3 15 1 0.724 0.093
4 2 0.5 0.891 0.115
5 2.5 0 1.296 0.17
Curva de tirosina ~ Y=7°%8%0.0168
1.4
1.2 P
1
0.6 /
0.2
0 0.05 0.1 0.15 0.2

Grafica 4. Curva patron de tirosina
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