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1. INTRODUCCION

En la actualidad existe una tendencia importante por parte de los
consumidores en demandar alimentos naturales o que sean minimamente
procesados y sin conservadores sintéticos. Los consumidores consideran que
muchos alimentos procesados presentan una calidad nutrimental 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 de ser inocuos, que cumplan con los parametros de
calidad y seguridad de las normativas aplicables para agentes antimicrobianos y
que ademas presenten alto espectro de efectividad contra microorganismos

patégenos.

En este sentido, las bacterias acido lacticas (BAL), ademas de desempefiar
papeles importantes en la fermentacion de alimentos y que muestran una variedad
de efectos positivos, saludables y nutricionales, son conocidas por la produccién de
compuestos con actividad antimicrobiana. Entre estas actividades, la produccion de
acido lactico y acido acético son claramente las mas importantes, sin embargo,
recientemente existe un gran interés en otro grupo de compuestos con estas
propiedades, siendo las bacteriocinas las sustancias que tienen posibilidad de
minimizar o eliminar el uso de conservadores quimicos que pueden ser un riesgo

para la salud humana (Elegado et al., 2004).

Las bacteriocinas, proteinas biolégicamente activas; exhiben propiedades
antimicrobianas, principalmente hacia bacterias Gram positivo, mientras que las
células productoras son inmunes a su propia bacteriocina (De Vuyst L, 1994;
Klaenhammer, 1988; Cotter, 2005). La mayoria de estas tienen accion contra
microorganismos patdégenos importantes involucrados en enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s), tales como: Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. (Wu et al.,, 2004;

Jeevaratman et al., 2005).
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Por otro lado, la actual expansion agroindustrial ha llevado a una produccion
excesiva de varios subproductos y residuos agroindustriales de bajo. El aumento
de estos residuos conlleva una serie de implicaciones relacionadas con aspectos
de salubridad y medioambientales que son objeto de atencién para las
investigaciones en materia de ecologia y medio ambiente y que aglutinan gran parte
de los esfuerzos de los proyectos relacionados con el desarrollo sustentable
(Basanta et al., 2007). Hoy en dia se sabe que la conduccion en el control
sustentable de los residuos industriales contribuye significativamente en el
desarrollo de la economia de un pais. Por lo que la aplicacién de métodos quimicos
0 procesos biotecnoldgicos para la recuperacion o produccion de metabolitos de
valor agregado a partir de subproductos, residuos y efluentes representa una

alternativa viable y a la vez un enorme reto (Mussatto et al., 2011).

Recientemente se han tenido avances significativos en el empleo de
subproductos o desechos agroindustriales para la obtencién de productos de valor
comercial, como lo son vitaminas, agentes antimicrobianos, antioxidantes naturales,
enzimas, entre otros, los cuales son de gran interés para las industrias

farmacéuticas, cosméticas y de alimentos (Murthy y Madhava Naidu, 2012).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Problemas de ETA asociados al consumo de alimentos

La presencia de microorganismos en los alimentos es un suceso cuya
evidencia se remonta a miles de afos atras, aunque tenemos conciencia de ello
hace apenas poco mas de 120 afios, cuando nace formalmente la microbiologia
como ciencia. Los microorganismos presentes en los alimentos juegan un papel
primordial no sdlo en la produccion de algunos subproductos cuyo valor agregado
justifica generalmente su produccion, sino en su descomposicion y en el potencial
dafio a la salud de quien los consume. Existen grupos bacterianos que tipicamente
forman parte de la microbiota que pueden contribuir a la produccién de diversos
metabolitos y finalmente a las caracteristicas sensoriales tipicas de un alimento. Sin
embargo, existen microorganismos patdégenos como contaminantes tipicos de
diversos alimentos. Estos microorganismos provienen de fuentes externas al
alimento (por ejemplo: suelo, heces, aire, agua de lavado, etcétera) y pueden llevar
a cabo actividades indeseables de manera directa en el alimento promoviendo su
descomposicion y/o produciendo dafios a la salud del consumidor (Macias y Torres,
2014).

Los problemas causados por los microorganismos patdgenos transmitidos por
los alimentos pueden ser graves. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que los alimentos y el agua contaminados son los responsables de la muerte
de 2.2 millones de personas anualmente, y que de éstos, 1.9 millones son nifios. De
acuerdo con el Sistema de Informacién para la Vigilancia de las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (SIRVETA), en México, de 1997 a 2001 ocurrieron 461
brotes, de los cuales se especificaron 37.7%. De éstos aproximadamente la mitad
fueron causados por virus y 26% por bacterias. Dentro de éstas, Staphylococcus
aureus fue la que causé mas brotes, seguida de Clostridium perfringens y

posteriormente Escherichia coli.

Ademas de estos problemas graves, las ETAs causan problemas econémicos,

especialmente en los sistemas de salud, que usan una parte importante de su
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presupuesto para el tratamiento de estas enfermedades. También afecta la
productividad econdémica, tanto de quienes sufren las enfermedades (empeorando
los problemas de la pobreza), como de las compafiias donde se elaboran (Wacher,
2014).

2.1.1. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, con
capacidad de formar biopeliculas y de sobrevivir a diferentes temperaturas (>0-45
°C), pH extremo (9.6) y altas concentraciones de sal (>20%), caracteristicas que le
permiten crecer en suelo, cuerpos de agua, agua residual y alimentos. L.
monocytogenes es altamente resistente a los efectos de la congelacion, el secado
y el calentamiento. Esta ultima caracteristica es especialmente notoria ya que se
trata de una bacteria que no forma esporas. La contaminacion de los alimentos
por L. monocytogenes y su consecuente participacion como agente responsable de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son, por lo general, el resultado
de eventos simultdneos que se presentan en varios puntos de la cadena
alimentaria, entre los que se incluyen: a) alimentos y fuentes de contaminacion del
medio ambiente; b) condiciones que favorecen el crecimiento del patégeno (Lianou
y Sofos, 2007), y c) falta de buenas practicas de higiene y de programas de

monitoreo en la cadena alimentaria (Zunabovic et al., 2001).

La listeriosis es una infeccion bacteriana que se produce en animales y
humanos causada por Listeria monocytogenes. Esta bacteria es una de las ocho
especies del género Listeria (innocua, ivanovii, welshimeri, seeligeri, marthii,
rocourtiae y grayi) y la Unica que se considera un patégeno de impacto para el
hombre (Castafieda et al., 2014).

En México, los estudios epidemiolégicos sobre la incidencia y formas clinicas
de la listeriosis, y sobre la presencia de L. monocytogenes en los alimentos son
escasos. Al respecto, Castafieda y colaboradores (2014) hacen una revisién de
1982 a 2006 de la informacion existente sobre la listeriosis en México, refiriendo el

reporte de 14 casos esporadicos de listeriosis con una letalidad de hasta 50%. Sin
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embargo, la informacion especifica de la fuente de infeccion y la caracterizacion del
microorganismo responsable no se determin6. Aunque se ha realizado la
caracterizacion mediante perfiles genéticos y serotipificacion de cepas de L.
monocytogenes de origen alimentario, no se ha logrado establecer su participacion
como agente responsable de ETA. Los datos de estos estudios sugieren la
necesidad de que el sector salud y la industria alimentaria implementen un marco
legal para la busqueda obligatoria del patégeno, lo cual conlleve al control de éste
en México (Castafieda et al., 2014).

2.2. El uso de Bacterias Acido Lacticas en la Industria

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo de microorganismos
de gran importancia desde el punto de vista aplicado, ya que son los componentes
fundamentales de muchos de los cultivos iniciadores utilizados en la industria
alimentaria. Participan en la transformacion primaria, y en muchos casos en la
maduracién de una gran variedad de alimentos fermentados donde se incluyen,
entre otros, derivados lacteos, vegetales y carnicos, productos de panaderia,

bebidas alcohdlicas y también ensilados (Gilliland, 1986).

Las bacterias lacticas y los productos de su metabolismo han sido
consumidos, desde tiempos prehistéricos, a través de los alimentos fermentados.
Las actividades metabdlicas de las bacterias lacticas no solo contribuyen al
desarrollo de las caracteristicas sensoriales y reoldgicas de los alimentos
fermentados sino que, ademas, permiten preservar el valor nutritivo y la inocuidad
de la materia prima, proporcionando un producto agradable al consumidor y
generando en él un ambiente poco favorable para el desarrollo de patdgenos y
otros microorganismos que pudieran alterarlos. Esta circunstancia, unida al hecho
de que s6lo muy raramente se les ha asociado a procesos patolégicos (Gasser,
1994), ha contribuido a su designacion como bacterias “seguras” o GRAS
(Generally Recognized As Safe).
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2.2.1. Bacterias Acido Lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo de bacterias Gram
positivo, anaerobias aerotolerantes, normalmente no maviles, no formadoras de
esporas, catalasa negativas, con morfologia de coco, coco-bacilo o bacilo, que
fermentan hidratos de carbono para formar principalmente acido lactico (Axelsson,
2006).

Las BAL son mesdfilas, generalmente su temperatura Optima se encuentra
entre 25°C y 30°C; y pH de 5.5 a 5.8. Otra caracteristica de las BAL es que son
débilmente proteoliticas y lipoliticas. La tolerancia a la sal (6.5% NaCl) puede ser
utilizada para distinguir a los Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus (Santillan,
2004; Axelsson, 2006).

Debido a su limitada capacidad biosintética son muy exigentes
nutrimentalmente y requieren factores de crecimiento complejos como
aminodcidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Dellaglio et al., 1994). Uno de los
rasgos fisiolégicos mas caracteristicos de las bacterias lacticas es su tolerancia al
acido como consecuencia obligada de su metabolismo, lo cual les ofrece una gran
ventaja selectiva para desarrollarse en los habitats donde se encuentran (Gilliland,
1990).

2.2.2. Metabolismo de los hidratos de carbono de las Bacterias Acido

Lacticas

La energia celular de las BAL procede de la fermentacion de los hidratos de
carbono para producir acido lactico. Para llevar a cabo esta fermentacion utilizan
dos vias diferentes para la glucdlisis: el esquema de Embden — Meyerhof - Parnas
(EMP), con generacion casi exclusiva de acido lactico y la via 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa, del que resultan otros productos finales como etanol,

acido acético y diéxido de carbono (CO>).
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Las BAL se clasifican como homofermentativas o heterofermentativas de
acuerdo con su capacidad para fermentar glucosa unicamente a acido lactico o a

productos adicionales (Bibbins, 1992).
2.2.2.1. Homofermentativas

Los homofermentadores (Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, y algunos Lactobacillus) producen lactato puro o casi puro (90%).
Ellos metabolizan la glucosa a través de la via EMP para producir dos moléculas
de lactato por una molécula de glucosa. En la figura 1 se observa que el acido
lactico es el producto de esta fermentacion. Las bacterias homofermentativas
poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, pero carecen de fosfocetolasa.
La reaccion global para la homofermentacién de glucosa puede escribirse como

sigue:

CoHy,0 — 2 CHy — CHOH — COOH + 2 ATP

2.2.2.2. Heterofermentativas

Heterofermentadores (Leuconostoc, Weisella, Carnobacterium y algunos
Lactobacillus), convierten la glucosa en una mezcla equimolar de lactato, COg,
etanol y/o acetato, a través de la via de las pentosas-fosfato (figura 1). Se inicia por
oxidacion de la glucosa 6-fosfato seguido de descarboxilacion y division de la
pentosa 5-fosfato resultante en un resto C-2 y C-3. Asi, cantidades equimolares de
COg, lactato y acetato o etanol se forman a partir de hexosas (Kandler, 1983). La

reaccion global para la heterofermentacion de glucosa puede escribirse como sigue:
CsHy,05 = CH; — CHOH — COOH + CH3CH,0H + CO, + ATP

Las bacterias heterolacticas son mas importantes que las homolacticas desde
el punto de vista de la produccion de componentes de aroma y sabor, tales como

acetaldehido y el diacetilo (Casp y Requena, 1999; Lyhs, 2002).
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Aunque no tiene una consecuencia bioenergética directa, debe observarse

que las BAL tienen la capacidad de fermentar una amplia gama de sacaridos

incluyendo fructosa, galactosa, manosa, sacarosa, lactosa, maltosa y diversas

pentosas.

glucose
A) ATP

ADP
glucose-6-phosphate

fructose-6-phosphate
ADP

fructose-1,6-biphosphate

glyceraldehyde-3-phosphate < - —ahydroxy-acetone

2 NAD E -phosphate
2Pi

2 NADH I

2 1,3-diphosphoglyceric acid
2 ADP

2 ATP
2 3-phosphoglyceric acid

HO
2 phosphoenolpyruvic acid

2 ADP

2 ATP

2 pyruvic acid
' 2 NADH

2 NAD'
2 lactic acid

glucose

B) ATP
"ADP

glucose-6-phosphate

NAD+

N NADH

6-phosphogluconic acid

o, ribulose-5-phosphate
Pi
glyceraldehyde-3-phosphate acetyl-p
NAD+ . NADH
D/?_ :
NADH P NAD
1,3-diphosphoglyceric acid acetaldehyde
| — app NADH
v\ ATP NAD*
3-phosphoglyceric acid
ethanol

2HP
phosphoenolpyruvic acid

ADP

ATP

pyruvic acid
NADH

NAD *
lactic acid

Figura 1. Asimilacion de la glucosa por las bacterias &cido lacticas: A)
Homofermentacién y B) Heterofermentacion (Stainer et al., 1987).
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2.2.3. Géneros de bacterias acido lacticas (BAL)

Las BAL comprenden los cuatro géneros tradicionales: Streptococcus
(actualmente subdividido en Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus Yy
Enterococcus), Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, a los que se han
anadido otros como: Weissella, Oenococcus, Alloicoccus, Aerococcus,
Tetragenococcus y Carnobacterium. Asi pues, la identificacion e inclusion de las
BAL en los diferentes géneros se basa en las caracteristicas fenotipicas y
morfologicas tradicionales, rutas de fermentacién de la glucosa, desarrollo a
diferentes temperaturas, configuracién del acido lactico producido, desarrollo a
diferentes concentraciones de sal y tolerancia a pH &cido y alcalino, composicién
de acidos grasos, homologia ADN-ADN, secuencia del ARNr 16S y patrones de

proteinas solubles (Fernandez, 2000).

Los géneros que se describen a continuacion son los que tienen mayor

importancia en la microbiologia de los alimentos:
Lactobacillus

El género comprende bacterias Gram positivo, con forma bacilar, catalasa
negativa, aerotolerantes o anaerobios, acidofilos (pH entre 1.0 y 5.0), con

requerimientos nutrimentales muy complejos.

Los limites de temperatura para desarrollar van de 2 a 53°C con 6ptima de 30
a 40°C. Se aislan facilmente de productos carnicos, lacteos, de pescaderia, agua,
frutas, verduras y ensilaje. Los miembros de este género pueden ser
homofermentativos y heterofermentativos, ademas producen mayor cantidad de
acido lactico que los Streptococcus y tienen una intensa actividad proteolitica, la

cual se aprovecha en la maduracion de los quesos (Casp y Requena, 1999).
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Lactococcus

Son bacterias homofermentativas, microaerofilicas Gram positivo, el rango de
temperatura 6ptima de crecimiento es de 20 a 35°C mientras que el pH de
crecimiento optimo es de 6.0 a 6.5. Se caracterizan por ser células ovoides que
aparecen de forma individual, en parejas o en cadenas. Para su nutricidon necesitan
diversos aminoacidos y dependen también de diversas vitaminas (Stiles y Holzapfel,
1997). Son utilizados para la produccion de lacteos. Dentro de las especies de L.
lactis, dos subespecies, lactis y cremoris son las mas ampliamente encontradas en
las fermentaciones de productos lacteos. Este género tienen influencia en la calidad

sensorial del queso durante su manufactura y maduracién (Sanchez, 2003).
Streptococcus

Son cocos esféricos u ovoides de 0.8-1.2 um, Gram positivo, tipicamente
dispuestos en pares o en cadenas, y son anaerobios facultativos. Este género
fermenta un pequefio numero de hidratos de carbono (Hassan et al., 2001) y
soporta una concentracion maxima de NaCl de 2.5% (Fox et al., 2000). Crece a un
pH o6ptimo de 6.5 (Hassan et al., 2001). Son mas sensibles al oxigeno y poseen una
considerable actividad superoxido dismutasa. Estas bacterias tienen en general una
completa necesidad de factores de crecimiento: vitamina B, aminoacidos, péptidos,
bases puricas y piridimicas. Esta es una de las razones por las que abundan en un

medio rico como la leche (Casp y Requena, 1999; Charles, 1998).
Enterococcus

Son células esféricas en forma de cocos, Gram positivo, dispuestas en pares
o cadenas cortas, y son catalasa negativa. Son organismos que crecen entre 10 a
45°C, en 6.5% de NaCl y un pH de 9.6. Pueden sobrevivir a temperaturas de 60°C
por 30 min. Son muy comunes en quesos, se detectan en mas del 96% de
variedades diferentes de quesos italianos. En muchos quesos se utilizan como

cultivos iniciadores y las células que sobreviven a la pasteurizacion permanecen
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activas y participan en la generacion de aromas (Fernandez, 2000; Stiles y
Holzapfel, 1995).

Leuconostoc

Bacterias Gram positivo, de forma esférica o lenticular, en pares o cadenas,
no moviles, no esporuladas, catalasa negativas y anaerobias facultativas. Crecen
en rangos de temperatura de 20 a 37°C. Fermentan la glucosa a acido lactico, COz,
etanol o &cido acético, reduciendo el pH a 4,5-5,0. Se encuentra involucrado en el
deterioro de alimentos ricos en carbohidratos simples, pero utilizados en forma
controlada, se usan en la elaboracion de algunos quesos debido a la generacién de

aromas que pueden ser muy apreciados (Jay, 1992; Stiles y Holzapfel, 1995).
Pediococcus

Son cocos esféricos de 1.0-2.0 um, Gram positivo, anaerobio facultativo; algunas
cepas son inhibidas en presencia de oxigeno. Los pediococos estan formados por
células agrupadas en pares o tetradas. Son homofermentativos que fermentan los
azucares produciendo acido lactico DL o L (+). Sus exigencias nutricionales, su débil
actividad proteolitica y en la mayor parte de las especies su incapacidad para utilizar
la lactosa, no les permite acidificar y coagular la leche. Las especies se diferencian

por su tolerancia a la temperatura, al pH y al NaCl (Charles, 1998).
2.3. Potencial antimicrobiano de las bacterias acido lacticas

La capacidad de producir grandes cantidades de acidos (lactico, acético) por
fermentacion de los hidratos de carbono presentes y la consecuente caida del pH
son los factores primarios en los que se basa la actividad antimicrobiana de las
bacterias lacticas. Sin embargo, otros metabolitos inhibitorios también contribuyen
significativamente a los fendmenos de antibiosis. Entre ellos cabe destacar la
produccion de H202, compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados
deshidratados del glicerol (reuterina), benzoato, enzimas bacterioliticas,
antibioticos y bacteriocinas (Lindgren y Dobrogosz, 1990; Piard y Desmazeaud,
1991, 1992) .
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Han sido muchas las estrategias desarrolladas por la industria alimentaria
para explotar convenientemente el potencial antimicrobiano de las bacterias
lacticas en todas sus facetas (Babel, 1977; Lingred y Dobogrosz, 1990), sin
embargo actualmente existe un creciente interés por la utilizacion de las
bacteriocinas como agentes antimicrobianos, teniendo implicacién directa en la
inhibicion especifica de microorganismos patégenos y/o alterantes asociados a los
alimentos (Pucci et al., 1988; Berry et al., 1990; Ruiz-Barba et al.,1994; Yang y Ray,
1994).

La creciente demanda del consumidor por productos naturales ha favorecido
qgue las bacteriocinas producidas por BAL reciban atencion en la investigacion,
debido a su aplicacion potencial como sustancias conservadoras naturales en la
industria de alimentos (Ten Brink et al., 1994; Martinez et al., 2000; Zhu et al., 2000),
por lo que ademas de provocar una reduccién en los organismos de deterioro, y
proporcionar alimentos saludables, las aplicaciones de las bacteriocinas incluyen
la disminucién de ETA’s (Enfermedades Transmitidas por Alimentos) , la mejora de
la vida util del producto y el mantenimiento del valor nutrimental de los alimentos
(Galvez et al., 2007, 2011; Robertson et al., 2004; Thomas et al., 2000).

2.4. Bacteriocinas
2.4.1. Definicién

Las bacteriocinas producidas por BAL son sintetizadas ribosomalmente y
secretadas extracelularmente, son pequefios péptidos o proteinas cationicas (30 a
60 residuos aminoacidicos) con un alto punto isoeléctrico y caracteristicas
anfipaticas (Nes y col., 1996; Stiles, 1996).

La funcién biolégica de las bacteriocinas es antimicrobiana, permitiendo a sus
productores competir con otras bacterias para sobrevivir (Nes y col., 1996; Toit y
col., 2000). Poseen actividad hacia bacterias Gram positivo estrechamente
relacionadas, mientras que las células productoras son inmunes a su propia
bacteriocina (Klaenhammer, 1988; De Vuyst L, 1994; Cotter, 2005;). El espectro

antibacteriano incluye con frecuencia los organismos de descomposicion y los
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patdgenos transmitidos por los alimentos, tales como Bacillus cereus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Staphylococcus

aureus, eftc.

Numerosas bacteriocinas son termoestables, siendo factible su aplicacién en
combinacion con tratamientos térmicos; parecen tener un modo de accion
bactericida e irreversible, son biodegradables, digeribles, seguras para la salud y
activas a bajas concentraciones (De Vuys & Vandamme, 1994). Sin embargo, la
Unica bacteriocina que se comercializa es la nisina, siendo util en la prevencion y

proteccion contra microorganismos patdégenos (Blackburn y de la Harpe, 1998).
2.4.2. Nisina

Es una bacteriocina producida por cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis.
Inhibe una amplia gama de bacterias Gram positivo, especialmente de los géneros
Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria (Maldonado y Llancas, 2007).

La nisina (figura 2) fue aprobada en 1961 por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como aditivo para alimentos. En 1988 fue aprobada por la FDA con
su consecuente introduccion en el mercado americano. Su utilizacion ha sido
exitosa, por lo cual se viene estudiando la posibilidad de explotar comercialmente
otras bacteriocinas (O’ Keeffe y Hill, 2000). En industrias alimentarias, donde L.
monocytogenes prevalece en el ambiente de proceso, se puede utilizar nisina para
el control del desarrollo de biopeliculas de este patdgeno en las areas de proceso
(Guerra et al, 2005), proporcionando una alternativa segura para el ser humano en

comparacion al alto nivel de desinfectantes quimicos necesarios para eliminarlos.

La nisina se acompafa de otros compuestos para su comercializaciéon. El
producto mas conocido que contiene nisina es Nisaplin®, la cual es una
preparacién que contiene nisina (2.5 %), NaCl como soporte (7.5 %) y leche seca
sin grasa (12 % de proteina y 6 % de carbohidrato). El concentrado de nisina es

estable a temperatura ambiente y estable al calentamiento bajo condiciones acidas.
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2.4.3. Clasificacién de las bacteriocinas

Como se desprende de su propia definicidn, las bacteriocinas son compuestos
inhibidores de naturaleza peptidica. De hecho, la inactivacion por proteasas es uno
de los primeros criterios para definir una sustancia antimicrobiana como

bacteriocina.

Actualmente se conoce la estructura primaria de numerosas bacteriocinas
producidas por bacterias lacticas, bien por secuenciacion directa de los péptidos
purificados o por traduccion del correspondiente ADN. Aungque la mayoria de ellas
estan constituidas por aminoacidos bioldgicos, es de destacar la presencia de
aminoacidos modificados (lantionina y B-metil lantionina y sus precursores
dehidroalanina y dehidrobutirina) en la forma activa de aquéllas que reciben el
nombre genérico de lantibidticos. Incluso se ha identificado la presencia de D-
alanina en la lactocina S, lantibiético producido por Lb. sake (Skaugen et al., 1994).
No obstante, independientemente de su composicidon, las bacteriocinas son
péptidos cationicos (de 3 a 10 kDa), con un punto isoeléctrico alto, que comparten

un marcado carécter hidrofébico (Oscériz y Pisabarro, 2001).

Teniendo en consideracion sus propiedades fisico-quimicas, tamafio, espectro de
inhibicion y presencia de aminoacidos modificados, las bacteriocinas de las
bacterias lacticas se han clasificado en 4 grandes clases (Klaenhammer, 1993):
Clase | (Lantibidticos): Son llamadas asi porque son modificadas post-
traduccionalmente por contener aminoacidos semejantes a lantionina y [3-

metionina, tienen un peso menor a 5 kDa.

e Se distinguen 2 tipos de lantibiéticos, basados en sus caracteristicas
estructurales y mecanismos de accién bactericida.

)] Tipo A, péptidos de 2.1 a 3.5 kDa, de estructura terciaria tipo

sacacorchos, anfipaticos y que actian mediante la formacién de

poros al desporalizar la membrana citoplasmatica. La nisina,

producida por L. lactis subsp. lactis ha sido la mas estudiada y
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utilizada a nivel mundial por haber sido aprobada por la FDA y la

OMS para su uso como bioconservador en alimentos.

Leu

Ala Met 2
. His Val

Leu lle
‘ Gly Gly (Dha

Ala W Ala ((Abu) WA Ser
Ab Lys Ala Lys

u Ala D> Asn Met| Lys @ Ala Ala
Pro | Gly E8Y - > His
‘b

Hinge region

Figura 2. Estructura primaria de la nisina A (Zhou et al., 2015).

Tipo B, péptidos de estructura globular, con tamafios comprendidos
entre 1.9 y 2.04 kDa, sin carga o cargados negativamente. Su
mecanismo de accion es mediante la inhibicion de enzimas de la
bacteria blanco, un ejemplo es la mersacidina producida por Bacillus
spp. La cual interfiere con la biosintesis de la pared celular (Heng et
al., 2007).

Clase Il (No lantibidticos): péptidos con un peso menor a 10 kDa, estables

al calor y que no contienen aminoacidos modificados en su estructura

primaria. Junto con los lantibidticos es la clase mas numerosa de

bacteriocinas. Esta clase se encuentra organizada en subgrupos:

)

Tipo A: péptidos activos frente a Listeria que comparten una
secuencia consenso en la region NHz-terminal: -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-
Xaa-Cys-. Al igual que el tipo A de lantibitticos, esta clase actua
formando poros en la membrana citoplasmatica. Sus representantes
caracteristicos son la pediocina PA-1 y la sakacina P.

Tipo B: bacteriocinas cuya actividad bioldgica depende de la accién
complementaria de dos péptidos distintos. En este grupo se

encuentran la lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.
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iii) Tipo C: Su actividad biolégica depende del estado reducido de un
residuo de cisteina al igual que ocurre con ciertas toxinas tiol-
activadas (Boulnois et al., 1991).

e Clase lll (Grandes péptidos): proteinas de mas de 30 kDa que estan
constituidas exclusivamente por aminoacidos no modificados y son

sensibles al calor.

e Clase IV (Bacteriocinas complejas): Son péptidos con una parte proteica
y una o mas fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad
biolégica. Por tanto, esta clase incluye bacteriocinas que se consideran

como glicoproteinas (lactocina S) o como lipoproteinas (mesenterocina 52).
2.4.4. Mecanismo de accion

En general, los agentes antimicrobianos, de acuerdo a su modo de accién
sobre un cultivo bacteriano, se pueden clasificar como bacteriostaticos, bactericidas
o bacterioliticos. Los agentes bacteriostaticos suelen ser inhibidores de la sintesis
de proteinas y actian uniéndose a los ribosomas. Si disminuye la concentracion del
agente, el antimicrobiano se libera de los ribosomas y se reanuda el crecimiento.
Los agentes bactericidas se unen fuertemente a sus células diana, provocan la
muerte de la célula y no se eliminan por dilucion. No obstante, las células muertas
no se destruyen, y el nimero total de células se mantiene estable. Algunos
bactericidas son también bacterioliticos, que provocan la muerte celular por lisis y
por liberacién de contenidos citoplasmaticos. La lisis provoca una reduccion del

namero de células y también de la turbidez del cultivo (Madigan et. al., 2009)

Diversos factores como la concentracion de bacteriocina y el grado de
purificacion, el estado fisiolégico de las células indicadoras y las condiciones
experimentales afectan el modo de accién bactericida o bacteriostatico de las

bacteriocinas (Cintas et al, 2001).
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Tabla 1. Clasificacion de las bacteriocinas (Tomada y modificada de Ramirez,

Clase

l:

Lantibioticos
Contienen
aminoacidos
poco comunes
como
lantionina, metil
lantionina,
dehidrobutirina

y
dehidroalanina.

I No
lantibiéticos
Péptidos
termistables
(110°C-121°C)
con masas
moleculares de
10 kDa.

No contienen
aminoacidos
modificados

"

Péptidos
grandes
termolabiles

v
Bacteriocinas
complejas

Subclase

lla

b

lla

b

llc

2005)

Caracteristicas

ePéptidos
pequefios,
cationicos en
forma de espiral.

ePéptidos
anionicos 0
neutros de forma
globular.

ePéptidos activos
contra Listeria.
eTienen la
secuencia en la
region N-terminal
TGNGVXG.

e Requieren de
dos péptidos
diferentes para
una mejor
actividad
antimicrobiana

eSe transportan
mediante
péptidos lider

ePoseen una
masa molecular
mayor de 30 kDa
eLa mayoria son
producidos por el

género
Lactibacillus
eSon proteinas
con lipidos y/o
hidratos de
carbono

asociados para
ser activas.

Ejemplos
Nisina Ay Z

Plantaricina

Mersacidina
Mutacina A

Cinamicina

Pediocina PA-1

Sakacina Ay P

Lantococcina G

Plantaricinas EF y JK

Divergicina A
Acidocina B

Helveticina J
Acidofilicina A

Lactacinas Ay B

Leucocina S

Lactocina 27

Microorgansmo
productor

L. lactis subsp lactis
Lb. plantarum C11
Bacillus sp. HILY-
85.54728
Streptococcus
mutans

Streptomyces
cinnamoneus

P. acidilactici PAC-
1.0

Lb. sake LB706 y
LTH1147

L. lactis LMG2081

Lb. plantarum C11

C. divergens LV13
Lb. acidophilus M46
Lb. helveticus 481
Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp.

Leu.
paramesenteroides

Lb. helveticus LP27
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El modo de accion de las bacteriocinas es relativamente comun para todas las
bacteriocinas estudiadas hasta el momento. El sitio primario de accion se encuentra
en la membrana celular de las bacterias sensibles a las que se adhieren de manera
especifica 0 no. Por lo general, actian destruyendo la integridad de la membrana
citoplasmatica a través de la formacién de poros, lo que provoca la salida de
compuestos pequefios o0 altera la fuerza motriz de protones necesaria para la
produccion de energia y sintesis de proteinas o acido nucléicos (Chikindas et al.,
1993; Montville y Chen, 1998).

Abbe (1995) y Gonzéalez (2003), con sus respectivos colaboradores, sefialan
que 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 composicién 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 proton motriz (FPM), salida de ATP y aminoacidos.
La fuerza proton motriz 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 producciéon de energia dando como resultado la muerte celular.

Aunque es comun la formacién de poros y la disipacién de la fuerza proton
motriz en el modo de accién de las bacteriocinas, existen algunas particularidades
en cada clase. En la clase I, la nisina no requiere de un receptor unido a la
membrana de la célula blanco ya que reconoce la composicion fosfolipidica de la
célula (Abee et al., 1994). En cambio, para la accién de la lactococina A y la
lactoestrepcina se requiere de la unién a receptores membranales (Kok et al., 1993).
Para las bacteriocinas de la clase lla se ha sugerido que la region consenso amino
terminal tiene un papel importante en la capacidad de reconocimiento de la
membrana de la célula blanco (Bruno y Montville, 1993; Eijsink et al., 1998). En las

de la clase llb, las plantaricinas EF y JK dependen de la accién de dos péptidos a 'y
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b para la formacién de poros y consecuente disipacion del potencial de membrana
(Moll et al., 1999). La clase llI, tiene un modo de accidn y una estructura compleja.
Su mecanismo de accion es diferente al de otras bacteriocinas. Su porcion N-
terminal es homologa a una endopeptidasa implicada en la sintesis de la pared
celular, mientras que la parte C-terminal es responsable del reconocimiento de la

célula blanco (Lai et al., 2002).

En general, es probable que las estructuras secundarias de los péptidos
activos tengan un papel importante en la actividad biolégica ya que las a-hélices y
laminas B plegada son anfifilicas, lo que sugiere una oligomerizacion de los
monomeros en las membranas de acuerdo al mecanismo de formacién de poros
denominado "barrel-stave” con los lados hidrofébicos hacia parte lipidica de la
membrana y los hidrofilicos formando el poro del canal. En la figura 3 se muestran
diferentes ejemplos de las clases de bacteriocinas, asi como su probable modo de
accion (Cotter et al., 2005).

Class Il Class | Bacteriolysins
(Sakacin) (Nisin) (Lysostaphin)

~ /,.A\‘
>
AN b 2 A, o i

Figura 3. Mecanismo de accion de las diferentes clases de bacteriocinas (Cotter et
al., 2005).
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2.5. Tecnologia de fermentaciones
2.5.1. Fermentacion

Una disciplina central de la biotecnologia tradicional, y parte clave de toda la
biotecnologia de hoy, es la fermentacion. Sin embargo, el término ha llegado a tener
diferentes significados para los bioquimicos y para los microbi6logos industriales.
Su significado bioquimico se refiere a la generacion de energia en el que los
compuestos organicos actian tanto como donadores de electrones o receptores
terminales. La fermentacién es menos eficiente en la generacion de energia que la
respiracion (oxidacién) debido a que el sustrato inicial no esta completamente
reducido, y por lo tanto toda la energia en el sustrato no se libera. Su significado en
la microbiologia industrial tiende a ser mucho mas amplio, en donde el término se
usa para describir cualquier proceso para la produccion de algin metabolito por el

crecimiento de los microorganismos.

Originalmente, los productos de fermentaciébn microbiana que utilizamos se
derivaron de una serie de reacciones enzimaticas catalizadas que los
microorganismos utilizan para metabolizar la glucosa. En el proceso de
metabolizacion de la glucosa para adquirir energia, los microrganismos sintetizan
los subproductos que podemos utilizar: didxido de carbono para levadura de pan,
etanol para preparar vino y cerveza, acido lactico para hacer yogur, y acido acético.
Cuando se lleva a cabo la fermentacion, se acumula en el medio una mezcla de
productos finales (tales como lactato, butirato, etanol y acetoina), sustancias
responsables de los diferentes atributos en los alimentos fermentados, tales como

sabor, vida media, textura y beneficios a la salud (Sobti y Pachouri, 2009).
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2.5.2. Componentes de un proceso de fermentacién

Independientemente del tipo de fermentacién, un proceso establecido puede

dividirse en seis componentes bésicos (figura 4) (Stanbury, 1995):

) La formulacion del medio a utilizar en el cultivo del organismo durante el
desarrollo del indculo y en el fermentador de produccion.

1)) La esterilizacion del medio, fermentadores y equipos auxiliares.

i) La produccién de un cultivo puro y activo en cantidad suficiente para
inocular el recipiente de produccion.

V) El crecimiento del organismo en el fermentador de produccién en
condiciones 6ptimas para la formacion del producto.

V) La extraccion del producto y su purificacion.

Vi) La disposicion de efluentes producidos por el proceso.

INOCULUM DEVELOPMENT
. Biomass
Production fermenter
Stock Shake Seed - Culture fluid —e= CELL
culture flask fermenter SEPARATION
[ /
Cell -free
MEDIUM STERILIZATION PRODUCT /supernatant
t / EXTRACTION
MEDIUM FORMULATION / AN
PRODUCT EFFLUENT
PURIFICATION TREATMENT

Medium raw materials
PRODUCT PACKAGING

Figura 4. Representacion generalizada de un proceso de fermentacion (Stanbury,
1995).
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2.6. Produccién de bacteriocinas

La produccion de las bacteriocinas ocurre de forma natural durante la fase
logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando una relacién
directa con la biomasa producida. La produccién de bacteriocinas depende del
crecimiento y la actividad fisiolégica de la cepa productora. En este sentido, aunque
la produccién de estos péptidos esta generalmente asociada a la produccién de
biomasa, su clasificacion como metabolitos primarios o secundarios no es clara
(Guerra y Pastrana, 2002). Las principales variables que afectan la produccion de
bacteriocinas son la temperatura, el pH, la composicién del medio de cultivo y la
presencia de inductores (Guerra y Pastrana, 2002; Khay et al., 2013). La
temperatura tiene un efecto importante en la produccion de bacteriocinas, existen
reportes para valores de temperaturas de incubacién entre 20 a 50 °C, en la
mayoria de los casos se encuentra una coincidencia entre la temperatura 6ptima
de crecimiento y de produccién de bacteriocinas (Kim et al., 2006; Khay et al., 2013;
Leroy y de Vuyst, 1999); no obstante, algunos autores también han demostrado
que la produccion de bacteriocinas puede darse en una temperatura alejada de la

temperatura 6ptima de crecimiento (Faye et al., 2002).

La mayoria de las bacteriocinas se han producido en sistemas por lotes (Leal-
Sanchez et al., 2002; Khay et al., 2013; Gui y Li, 2013). Sin embargo, esta
fermentacion es ideal para estudiar la produccion de bacteriocinas a nivel laboratorio
pero no es econOmicamente viable a escala comercial. Por otro lado, la
fermentacion por lote alimentado o de alimentacion discontinua, es una forma
modificada de la fermentacion por lote mediante la cual los sustratos que limitan el
crecimiento se introducen en el fermentador a una velocidad controlada, lo cual
permite un estricto control sobre la tasa de crecimiento, por ejemplo, la alimentacion
de la fuente de carbono controlada facilita una maxima tasa de crecimiento sin
inhibicion de sustrato que tiene un impacto en la tasa de produccion de

bacteriocinas.

El costo es uno de los factores importantes que afectan a la produccién de

bacteriocina y, por lo tanto, restringe la aplicacion de la misma como un aditivo
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alimentario (Hann et al., 2011; Makar et al., 2011). Para que el proceso o producto
de fermentacidén sea econdémicamente viable, pueden emplearse diversos métodos.
La sobreproducciéon de bacteriocina puede obtenerse mediante la mejora o
modificacion de la cepa, optimizando diversos parametros del proceso incluyendo
componentes de los medios, temperatura, pH, etc. (Vera Pingitore et al., 2009;
Abbasiliasi et al., 2011; Saeed y Salam, 2013; Garsa et al., 2014) haciendo el
procesamiento mas rentable. Como el costo del medio cominmente utilizado es
bastante alto, otro enfoque involucrado en la produccion barata de bacteriocina es
el uso de sustratos crudos (subproductos industriales con un valor minimo o nulo),
con cantidades adecuadas y suficientes de nutrimentos balanceados necesarios

para el crecimiento y la formacién del producto (Guerra et al., 2001).

Segun el informe sobre el mercado de conservantes alimentarios: la tendencia
mundial y prondéstico para 2018, el mercado mundial crecerd a una tasa de
crecimiento anual de 2.4% demanda compuesta mayormente de conservadores
naturales debido a las preferencias de los consumidores por conservadores seguros
(http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/foods-preservatives-market-
420.html), confirmando lo atractivo que resulta la produccibn masiva de

bacteriocinas.
2.6.1. Crecimiento bacteriano

En microbiologia, el crecimiento se define como un aumento en el nimero de
células microbianas de una poblacion. El aumento de masa, por si solo, podria no
indicar un crecimiento real, ya que las células podrian estar incrementando su
contenido Unicamente en productos de reserva, tales como el glucégeno o el poli-
B-hidroxibutirato. En un medio adecuado, y al cual se han adaptado perfectamente,
las bacterias se encuentran en un estado de crecimiento equilibrado, durante el cual
la duplicacion de la biomasa va acompafiada de una duplicacion de todas las demas
propiedades medibles de la poblacion, por ejemplo, proteinas, ARN, ADN y agua
intracelular. En otras palabras, los cultivos en crecimiento equilibrado mantienen

una composicion quimica constante (Stainer, 1996).
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En el caso de un cultivo en donde se posee un volumen de medio dado y no
sea retirado medio agotado ni sea afiadido nuevo medio (cultivo discontinuo), se
obtiene una tipica curva de crecimiento. Esta curva se representa normalmente
como el namero de células en una escala logaritmica frente al tiempo de cultivo
(figura 5). Tal representacién muestra el estado de las poblaciones bacterianas y no
de microorganismos individuales. Esta curva de crecimiento se divide en fases

llamadas fase lag, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

Fase Lag o de latencia: en esta fase los microorganismos se adaptan al medio
y condiciones de cultivo. Los microorganismos van a producir los sistemas de
transporte y enzimaticos necesarios para el medio y las condiciones de cultivo. Se
caracteriza por no haber un aumento en nimero de células aunque la masa celular
si puede aumentar, pero es minimo. La duracién de esta fase depende de las
condiciones fisiol6gicas y de la concentracion del inéculo. La duracion de esta fase
va a redundar en el rendimiento final de una fermentacién y, por lo tanto, en su

productividad.

Fase logaritmica o exponencial: en esta fase los microorganismos ya
adaptados al medio, alcanzan la mayor velocidad de crecimiento en esas
condiciones. Mientras haya sustrato en exceso y no se acumulen ningun metabolito
toxico, el aumento de la cantidad de células o la biomasa sera exponencial y
constante. La actividad metabdlica es méxima, el tamafio bacteriano se reduce, las
estructuras (pared celular, membrana) presentan un espesor minimo, la sensibilidad
a los agentes fisicos, quimicos, antibacterianos y fisiolégicos son mas evidentes.
Por lo anterior, también es durante esta fase cuando las bacterias sintetizan
compuestos de defensa, tal es el caso de las bacteriocinas. En la fase log se alcanza
la tasa méxima de crecimiento (Umax). La pmaxdepende de las condiciones de cultivo

por ejemplo la temperatura y del sustrato.

Fase estacionaria: en esta fase no se incrementa el nimero ni la masa de
bacterias. La lisis de las primeras células ayuda a mantener a otras. Las células en
fase estacionaria desarrollan un metabolismo diferente al de la fase exponencial y,

durante ella, se produce una acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios
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que pueden tener importancia industrial. Los microorganismos entran en fase
estacionaria porgue se agota algun nutriente esencial del medio o la acumulacion
de productos finales del metabolismo (4cidos organicos o alcoholes) obtenidos a
partir de la degradacion de los hidratos de carbono y enzimas autocataliticas del

tipo de las proteasas y de las nucleasas actian como inhibidores de crecimiento.

Fase de muerte: agotadas las reservas de energia se genera la muerte y lisis
celular en forma exponencial, la duracién de esta fase depende del microorganismo.
Desde el punto de vista microbiolégico, un microorganismo muere cuando pierde de

forma irreversible la capacidad de dividirse (Quesada, 2013).

Fases de crecimiento

Latencia | Exponencial Estacionaria  Muette

9.0

Turbidez
(densidad optica)

8.0 Viables

Log;,0rganismos
viables/ml

1 9-59 pensidad
optica

7.0

6.0

5.0

0.1

Tiempo

Figura 5. Curva tipica de crecimiento de wuna poblacion bacteriana
(microbiologia3bequipo5.blogspot.mx/2014/10/curva-del-crecimiento.html).

2.6.2. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrimentos, factores de crecimiento y
otros componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de
microorganismos. La diversidad metabdlica de estos es enorme. Por ello, la
variedad de medios de cultivo es también amplia, y no existe un medio de cultivo

universal adecuado para todos ellos.
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De manera inicial se necesita establecer el medio mas adecuado para llevar
a cabo el proceso de fermentacion con el objetivo de asegurar la productividad del
mismo. Ciertos requisitos basicos se deben cumplir para cualquier medio. Todo
microorganismo requiere agua, fuentes de energia, carbono, nitrégeno, minerales
y vitaminas, y oxigeno, en el caso de que sea aerdbico. Los medios de cultivo deben
ser optimizados para cada proceso fermentativo, asi como también se hace con
otros parametros como temperatura y pH; con el fin de obtener la maxima

produccion.

A pequeiia escala es relativamente sencillo idear un medio que contiene
compuestos puros, pero el medio resultante, aunque ofrece un crecimiento
satisfactorio para el organismo de interés, puede ser inadecuado para su uso en un
proceso a gran escala. Para este caso, se debe utilizar normalmente fuentes de
nutrientes para crear un medio que satisfaga al maximo posible los siguientes

criterios:

)] Producira el rendimiento maximo de producto o biomasa por gramo de
sustrato utilizado.

i) Producira la concentracion maxima de producto o biomasa.

i) Permitira la maxima tasa de formacion del producto.

iv) Habra el minimo rendimiento de productos no deseados.

V) Seréa de una calidad constante y estara disponible a lo largo del afio.

Vi) Causara problemas minimos durante la fabricacién de los medios y la
esterilizacion.

vi)  Causara problemas minimos en otros aspectos del proceso de
produccion, particularmente aireacion y agitacion, extraccion, purificacion

y tratamiento de residuos.

Las BAL se asocian a habitats ricos en nutrimentos, como son diversos
productos alimenticios tales como leche, carne, bebidas, granos y vegetales,
aungue también a la superficie de las mucosas de animales (Barak et al., 2000). El

medio de cultivo MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe (1960) como un
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medio de enriquecimiento, cultivo y aislamiento de Lactobacillus y otras bacterias
acido lacticas de diferentes tipos de muestras, tanto clinicas como provenientes de
alimentos (Nilsson et al., 2002; Leal-Sanchez et al., 2002). Sobre sus constituyentes
se puede decir que la fuente de carbono, nitrégeno y otros se encuentra en la
presencia de glucosa, peptona y extracto de carne, los cuales son elementos
necesarios para el crecimiento bacteriano. EI magnesio, el manganeso, polisorbato
y acetato son los cofactores presentes en el medio, mientras que el citrato de

amonio es un inhibidor de microorganismos Gram negativos.

Para la produccion de bacteriocinas, la composicion del medio de cultivo
también afecta a la produccion de estas sustancias (Wescombe y Tagg, 2003; Zalan
et al., 2005). En general los medios complejos que contienen una fuente rica en
nitrbgeno son Optimos para el aumento de produccion de bacteriocinas
(Kemperman, 2003; Kawai, 2003). La produccion de bacteriocinas también puede
verse afectada por la facilidad con que estas son excretadas al medio de cultivo,
para favorecer este aspecto se ha empleado la adicion de surfactantes tales como
Tween 80 que estimula la secrecion de péptidos al influenciar la fluidez de la
membrana celular (Khay et al., 2013; Monroy et al., 2009; Taheri et al., 2012).

La produccion de bacteriocinas se realiza normalmente en medios de
crecimiento complejo: de Man, Rogosay Sharpe (MRS), de uso multiple con Tween
(APT), Elliker, infusién cerebro corazén (BHI), Extracto triptona glucosa (TGE),
Caldo de soya Tripticasa (TSB) y Caldo de soya tripticasa extracto de levadura
(TSBY). A pesar de que estos medios promueven un abundante crecimiento y
niveles relativamente altos de bacteriocina, su elevado costo los hace inadecuados
para una produccion a gran escala. Ademas, algunos componentes del medio, por
ejemplo grandes cantidades de proteinas, que no son totalmente consumidos por
las cepas productoras al final de la fermentacion, puede interferir con la purificacion

posterior de la bacteriocina (Barefoot y Klaenhammer, 1984).

Se han explorado varios subproductos industriales de las industrias de
procesamiento de alimentos, ricos en fuentes de carbono y nitrogeno como medio

nutritivo de bajo costo para la produccion de bacteriocina. Como ya se habia
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sefialado en la seccion 3.5.2, la viabilidad de la produccion biotecnolégica de
metabolitos de interés esta sujeta a que las materias primas cumplan una serie de
caracteristicas, ademas también deben de ser baratas, producir bajos niveles de
contaminantes, capacidad para ser fermentado con poco o0 ningun pre-tratamiento
y disponibilidad durante todo el afio. El uso de la melaza de cafia, melaza de
remolacha, cereales, almidon, glucosa, sacarosa y lactosa como fuente de carbono,
han tendido a satisfacer la mayor parte de los criterios anteriores para los medios

de produccién, ya que son sustratos baratos.

2.7. Residuos agroindustriales

Los residuos agroindustriales son materiales en estado sélido o liquido que
se generan a partir del consumo directo de productos primarios o de su
industrializacion, y que ya no son de utilidad para el proceso que los generé, pero
que son susceptibles de aprovechamiento o transformacion para generar otro
producto con valor econémico, de interés comercial y/o social. Las caracteristicas
de los residuos agroindustriales son muy variadas, dependen de la materia prima y
del proceso que los generd, no obstante, comparten una caracteristica principal que
es el contenido de materia organica. El problema al que se enfrentan estos residuos
agroindustriales, es que no existe una clara conciencia ambiental para su manejo,
ademas de que falta capacidad tecnolégica y recursos econdmicos para darles un
destino final, asi como una legislacién especifica para promover la gestion de este
tipo de residuos, que asegure un buen manejo desde su generacion hasta su

disposicion final (Wang et al., 2008).

Los residuos agroindustriales pueden ser de origen animal o vegetal, y se
pueden dividir en siete grupos: (I) cereales, (ll) raices y tubérculos, (lll) plantas
oleaginosas, (IV) frutas y verduras, (V) productos carnicos, (VI) pescados y
mariscos y (VII) productos lacteos (Galanakis, 2012). El Cuadro 2 muestra la
clasificaciébn de la industria alimentaria en México, segun el INEGI en 2012,

relacionada con residuos agroindustriales con potencial para su aprovechamiento.
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Aspectos medioambientales y econémicos tales como: la necesidad de utilizar
subproductos o desechos industriales para disminuir las emisiones contaminantes,
ademas el ahorro que representa utilizar los residuos para la obtencion de
productos de valor comercial evidencian la importancia de los residuos

agroindustriales como materia prima para la produccion de metabolitos de interés.

2.7.1. Melaza

La melaza es el residuo de cristalizacion final del azlcar, del que no se puede
obtener més azucar por métodos fisicos. Se elabora mediante la coccion del jugo
de la cafia de azlcar hasta la evaporacion parcial del agua que éste contiene,
formandose un producto meloso semi cristalizado. Se describe por lo general como
no comestible porque no se usa para consumo humano. Es uno de los residuos
con mayor potencial de valorizacion y aprovechamiento por lo que frecuentemente

se le considera otro producto de la fabricacion o refinacién de azucar.

o \
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Tabla 2. Residuos agroindustriales de interés para su aprovechamiento (INEGI,
Sistema de Cuentas Nacionales de México (SCNM) y SIREM, Sistema de
Informacién Regional de México (2014).

Fuente

Elaboracion de alimentos

animales

para

Elaboracion de productos lacteos

Molienda de granos y semillas y
obtencién de grasas y aceites

Elaboracion de azlUcares, chocolates,
dulces y similares

Conservacién de frutas, verduras y
alimentos preparados

Matanza, empacado y procesamiento
de carne de ganado, aves y otros
animales comestibles

Elaboracion  de
panaderiay tortillas

productos de

Otras industrias alimentarias

Industria de las bebidas y del tabaco

Tipos de residuos

Pastas proteicas
Estiércol (explotaciones ganaderas)
Lodos

Suero

Lodos de aguas residuales

Pastas solidas proteicas

Residuos liquidos con alto contenido de
grasa

Cafa de azucar (bagazo, melazas,
cachaza, cenizas, residuales liquidos,
paja, cogollo)

Residuos de material
hojas)
Residuos
lavado
Sangre
Contenido ruminal

verde (tallos,

liquidos de procesos de

Salvado

Destilerias (mostos residuales, vinaza)

Residuos liquidos de proceso de lavado
Residuos de material verde (cascaras,
hojas, tallos, bagazo de frutas)
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2.7.1.1. Composicion

La melaza es una mezcla que contiene sacarosa, azucar invertido, sales y
otros compuestos solubles en alcali presentes en el jugo de
cafia. Aproximadamente el 60% de los soélidos estd compuesto por sacarosa,
glucosa y fructosa. Los principales componentes de la melaza son el agua y los
hidratos de carbono, pero se encuentran ademas compuestos no azucares de
origen organico como: aminoacidos, acidos carboxilicos alifaticos y olefinicos,
vitaminas, proteinas y fenoles, entre otros. La composicion de la melaza es en
extremo variable por lo que no es posible formular un analisis tipico. Aun asi, la
composicién promedio porcentual de sus macro componentes se muestra la tabla
3.

Tabla 3. Composicion Promedio de la Melaza. (ICIDCA-GEPLACEA-PNUD, 1990)

Componente Base seca
(%)
Agua 13.9
Sacarosa 36.2
Glucosa 4.5
Fructosa 6.4
Cenizas 124
Coloides 9.6
Otros no azucares 17.0

Existen estudios donde se ha utilizado medios a base de melaza (3% p/v) para
analizar el potencial de bacteriocinas producidas por Lactobacillus plantarum BN
como bioconservante de carne cruda, prologando la vida Gtil de la carne de 3 a 9
dias (Fiorentini et al., 2001). De igual forma se observo un crecimiento comparable
de Lactobacillus plantarum AMA-K, productor de bacteriocina; en medios basados
en melaza (10% p/V) en comparacion con MRS (Todorov, 2008). Por lo que es
evidente que por su alto contenido de azucares (Cuadro 3) resulta muy apropiado

Su uso en los procesos fermentativos.
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2.7.2. Lactosuero

El lactosuero, suero lacteo o suero de queso es el liquido que se separa de la leche
cuando ésta se coagula para la obtencion del queso, son todos los componentes
de la leche que no se integran en la coagulacion de la caseina. La calidad y el tipo
de suero de la produccion de queso difieren segun el tipo de queso que se produzca

y el control del proceso del queso (Tetrapak®).

Figura 7. Generacibn de lactosuero en la elaboracion de queso
(www.hablemosclaro.org/noticias/suero-de-leche.htmy
azdiario.mx/2017/06/13/contaminan-al-rio-naolinco-con-lactosuero).

2.7.2.1. Composicion

Al representar cerca del 90% del volumen de la leche, contiene la mayor parte
de los compuestos hidrosolubles de ésta, el 95% de lactosa (azUcar de la leche), el
25% de las proteinas y el 8% de la materia grasa de la leche. Existen dos tipos de
lactosuero, el lactosuero dulce y el lactosuero &cido, el primero se obtiene en la
elaboracion de lacteos en donde se utiliza la coagulacién enzimatica con un pH
cercano a 5.6. El lactosuero acido se produce cuando la coagulacién es por
acidificacion a un pH de 5.1 o menor (Arrojo et al., 2003). La composicion del suero

dulce y &cido se indica en la tabla 4.

Por su alto contenido en lactosa, ademas por su contenido en minerales,
vitaminas y proteinas solubilizadas en agua, el lactosuero puede ser utilizado como

medio de cultivo para la produccion de biomasa (proteina unicelular como la
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levadura para panificacion), metabolitos (lipidos, pigmentos, alcoholes, acidos

organicos, biopolimeros) y enzimas (Valencia y Ramirez, 2009).

Tabla 4. Composicion del suero dulce y &cido, por ciento m/m (Kirk et al., 2009).

Constituyente Suero dulce Suero acido
Solidos totales 6.35 6.9
Humedad 93.65 93.5
Grasa 0.3 0.04
Proteinas 0.8 0.75
Lactosa 4.65 4.9
Minerales 0.5 0.8
Acido lactico 0.05 0.4

El lactosero es una materia prima prometedora para la produccién biotecnol6gica
de polihidroxialcanoatos (PHAS), bioetanol y otros compuestos de valor agregado
(Povolo et al., 2010; Cota-Navarro et al., 2011; Dragone et al., 2011; Prazeres et al.,
2012). Sin embargo, solo se han descrito algunos estudios que describen el uso de
este subproducto industrial como sustrato para la produccién de bacteriocinas
(Cladera-Oliviera et al., 2004; Leaes et al., 2011).

2.8. Problematica ambiental.

La importancia que tiene la conservacion de los recursos naturales ha
despertado en la sociedad la busqueda de soluciones para cuidarlos y recuperarlos
con el fin de que sean aprovechados por los seres vivos. Cuando los residuos
agroindustriales son dispuestos sobre el suelo sin ningan tratamiento previo y
permanecen a la intemperie, su descomposicién los puede convertir en residuos
peligrosos principalmente por la presencia de agentes infecciosos, por el dafio que

pudieran causar a humanos, animales y a los recursos naturales.
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Los sélidos y las aguas residuales derivados del procesamiento de productos
lacteos son, en su mayoria, de origen organico (proteinas, carbohidratos, lipidos,
aceites y grasas), con una alta demanda quimica y bioquimica de oxigeno (DQO y
DBO), alta concentracion de soélidos suspendidos y contenido de nitrito (Britz et al.,
2006). A pesar de la riqueza nutrimental del lactosuero, potencialmente utilizable,
el 47% de lactosuero es descargado al drenaje y llega a rios y suelos, causando un
problema serio de contaminacion.

La descarga continua de suero en estos ecosistemas altera sus propiedades
fisicoquimicas. En el caso de los suelos, disminuye el rendimiento de las cosechas,
pero ademas se observa el fendmeno de lixiviacién. Este fendmeno se presenta
porque el lactosuero contiene nitrégeno soluble en agua, el cual es arrastrado a
través de diversas capas llegando hasta los mantos freéticos y convirtiéndose en
un peligro para la salud de los animales y humanos.

Casos de contaminacion se han reportado en México, en 2009 Guerrero y
colaboradores evidenciaron el desecho de lactosuero al medio ambiente en la zona
lechera del municipio de Acatlan, Hidalgo lo cual ha provocado la afectacion en los

cuerpos receptores de agua y terrenos de cultivo.

Figura 8. Descarga de suero en presa el Sabino, Hidalgo (izquierda) y arroyo
(derecha) (Guerrero, 2009).
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De igual forma, la melaza en la produccion de cafia de azucar puede llegar a
representar un problema de contaminacién ambiental por los ingenios azucareros.
La materia organica presente en la melaza se oxida en el agua. Para los
microorganismos de los rios, la melaza resulta un excelente alimento, activa su
metabolismo y deja sin oxigeno a todo ser acuatico. Esto provoca la obstruccion
de las branquias de los peces y demas animales que ya no pueden extraer el
oxigeno del agua y mueren por asfixia.

En 2013, se present6 un derrame de més de tres mil toneladas de melaza en
la Presa del Hurtado en el municipio de Tlajomulco de Zufiga en el estado de
Jalisco, el cual provocé la muerte de miles de peces, entre 200 y 500 toneladas
(Osorio, 2013). Otro caso de incidente se registré en mayo de 2016 en El Salvador,

donde un derrame de 1.3 millones de galones de melaza contamind un rio de la

periferia norte de la capital salvadorefia con una pérdida del 100% de la fauna en
un tramo de 12 km del rio (figura 9) (ContraPunto, 2016).

Figura 9. Muerte de peces por derrame de melaza en presa del Hurtado, Jalisco
(izquierda) y contaminacioén del rio Las Cafas por derrame de melaza, El Salvador
(derecha). (Osorio, 2013 y ContraPunto, 2016).
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3. JUSTIFICACION

El uso de antimicrobianos es una practica comun en la industria de los
alimentos, por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados
quimicamente, que en algunos casos han causado dafio en la salud de los
consumidores, redundando en un rechazo por parte de los mismos en los 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). De todas las
sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las bacteriocinas
aparecen como las mas adecuadas desde un punto de vista tecnolégico para ser
utiizadas como conservantes de grado alimenticio, ademas sus propiedades
fisicoquimicas las hacen resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de pH
gue sufren los alimentos durante su fabricacion y almacenamiento y, ademas, su
pequefio tamafio permite la difusidn en sistemas semisolidos, propios de la mayoria

de los productos alimenticios.

Sin embargo, el costo es uno de los factores importantes que afectan a la
produccion de bacteriocina y, por lo tanto, restringe la aplicacion de la bacteriocina
como aditivo alimentario (Han et al., 2011; Makkar et al., 2011). La produccion de
bacteriocinas se realiza normalmente en medios de crecimiento complejos, como el
de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). A pesar de que este medio promueve un
abundante crecimiento y niveles relativamente altos de bacteriocina, su elevado
costo los hace inadecuados para una produccion a gran escala. Ademas, algunos
componentes del medio, por ejemplo grandes cantidades de proteinas, que no son
totalmente consumidos por las cepas productoras al final de la fermentacién, puede
interferir con la purificacion posterior de la bacteriocina (Barefoot y Klaenhammer,
1984). Para una aplicacion exitosa en la industria alimentaria, las bacteriocinas
deben producirse a una alta concentracion con alta productividad y rendimiento a

bajo costo (Guerra y Pastrana, 2003).
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Para este proposito, el uso de fuentes de carbono mas baratas, especialmente
aquellas generadas por procesos industriales o agricolas, puede por lo tanto
proporcionar una manera de reducir los costos de produccion de bacteriocina, y
dado que en México, los residuos generados del procesamiento de alimentos
provenientes de la industria azucarera y lactea son considerados como
contaminantes del medio ambiente, representan una buena opcion. La generacion
de estos residuos es considerable, en nuestro pais la produccion de melaza durante
la zafra 2012/2013 fue de 2.3 millones de toneladas de melaza (CONADESUCA),
mientras que el lactosuero producido es de cerca de 1 millébn de toneladas

conteniendo 50 mil toneladas de lactosa y 5 mil toneladas de proteina.

Lamentablemente, a pesar de la rigueza nutrimental del lactosuero,
potencialmente utilizable, el 47% es descargado al drenaje y llega a rios y suelos,
causando un problema serio de contaminacion. Mientras que la melaza como
subproducto de la molienda de la cafia de azucar tiene una multitud de usos. No
obstante, es la elaboracién de alimentos para ganado bovino (carne y leche) donde

Se usa como insumo mayormente.

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se plantea el uso de melazas
y lactosuero como ingredientes principales de medios de cultivo alternativos para la
produccion de bacteriocina por una cepa de Streptococcus, aislada del pozol, a nivel

de matraz.
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4. HIPOTESIS

Ya que tanto el lactosuero como la melaza de cafia poseen un alto contenido de
azucares fermentables entonces su uso en la formulacion de medios de cultivo
resultara Optimo para el crecimiento de una cepa de Streptococcus spp. y la

produccion de sustancias similares a bacteriocinas.

5. OBJETIVOS

General

Obtener sustancias similares a bacteriocinas de una cepa de Streptococcus spp. en

medios de cultivo no convencionales a base de lactosuero y melazas de cafa.

Especificos

e Evaluar el crecimiento de una cepa de Streptococcus spp. en medio MRS y
en los medios de cultivo alternativos propuestos a base de lactosuero y
melaza de cafia realizando fermentaciones a nivel de matraz.

e Estudiar la produccion de sustancias similares a bacteriocinas para cada uno
de los medios propuestos (MRS y alternativos) a través de pruebas de

difusion en agar.
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6. METODOLOGIA

La metodologia seguida en el presente trabajo esta dividida en 3 partes principales

gue a continuacion se describen:

e En la primera parte se realizaron fermentaciones de cepas de BAL en el
medio MRS para evaluar el crecimiento y la actividad antimicrobiana de
éstas con el fin de seleccionar la cepa que tuviera un mayor espectro de

inhibicion frente al microorganismo patégeno indicador.

e La segunda parte consistié en realizar los procesos de fermentacion en los
medios de cultivo alternativos a base de lactosuero y melazas de cafia con
la cepa que mostré una buena actividad antimicrobiana cultivada en el medio
MRS. Evaluar el efecto de modificar la concentracion de hidratos de carbono
de estos residuos agroindustriales observando los cambios en el crecimiento
bacteriano, consumo de la fuente de carbono y produccion de las sustancias

similares a bacteriocinas, durante la fermentacion.

e La tercera parte tuvo como proposito observar el efecto de inhibicion por
separado de un producto comercial (Qualact N: Nisina), cuyo compuesto
activo es la nisina, bacteriocina natural producida por Lc. lactis, frente a L.
monocytogenes y comparar los resultados de este producto comercial con

los obtenidos con la cepa de BAL aislada.

En la figura 5 se muestra un diagrama de flujo donde se resume de manera general
la metodologia experimental seguida, desde la reactivacion y conservacion de las
cepas de BAL, una prueba para evaluar el uso de la lactosa por estas cepas y las
fermentaciones llevadas a cabo. Ademas, se incluyen los andlisis fisicoquimicos y

microbioldgicos efectuados en las muestras de la fermentacion.
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Figura 10. Esquema general de la metodologia empleada en el desarrollo del
proyecto.
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6.1. Microorganismos.
6.1.1. Microorganismos productores de sustancias similares a

bacteriocinas: cepas de BAL.

Para producir las sustancias similares a bacteriocinas se utilizaron cuatro
cepas de BAL, aisladas de alimentos fermentados tradicionales, pozol y atole
agrio, denominadas como 103, 115, 119 y A45212 (Valderrama, 2012; Diaz-
Ruiz et al., 2003). Estas cepas fueron seleccionadas como productoras de
sustancias antimicrobianas en un trabajo previo (Maldonado, 2016). Hasta el
momento estas cepas fueron identificadas como bacterias pertenecientes al

género Lactococcus.

Las cepas se conservaron a largo plazo, en medio MRS (BD Difco®)
con glicerol (al 20% v/v). Para lo cual, las cepas se reactivaron en medio
liguido MRS estéril, inoculando al 1% v/v el cultivo original conservado en
glicerol e incubandose a 30°C durante 24 h. Dichos cultivos se centrifugaron,
se lavaron las células con solucion salina (0.8%) y se resuspendieron en el
medio MRS con glicerol. Los cultivos se congelaron a -70°C. Para la activacion
de las cepas de BAL, el cultivo original fue inoculado (1% v/v) en 5 mL de

caldo MRS estéril e incubandose por 24 h a 30°C.
6.1.2. Microorganismo indicador: Listeria monocytogenes.

En un estudio previo (Tavera, 2010), se observé que algunas bacterias
aisladas del pozol producian sustancias similares a bacteriocinas, que inhibian
a Listeria monocytogenes, por lo que se utilizd una cepa de este
microorganismo proporcionada por el cepario de la FQ-UNAM registrada con
la clave CFQ-103 para observar si estas cepas de BAL cultivadas en medios
no convencionales eran capaces de inhibir a dicho patbégeno. Esta se
conservé a -70°C, en viales con caldo BHI al 20% de glicerol (v/v). Para la
activacion de L. monocytogenes, el cultivo original fue inoculado al 1% v/iv en
5 mL de caldo BHI estéril e incubandose por 24 h a 35°C un dia antes de

realizar la prueba de actividad antimicrobiana.




Metodologia |42

6.2. Efecto de modificar la concentracién de la fuente de carbono de los

medios de cultivo en el crecimiento de las cepas de BAL.

6.2.1. Medios de cultivo

Caldo MRS (BD Difco®) usado como medio de referencia para el cultivo

de las cepas de BAL y producciéon de sustancias antimicrobianas.

Se propusieron dos medios de cultivo alternativos: Medio MCE-1 (50%
MRSy 50% Lactosuero en polvo) y Medio MCE-2 (Melaza de cafa (4% p/v),
Extracto de levadura (0.5% p/v), Caldo de soya tripticaseina (2% p/v),
MnCI2+4H20 (0.1% p/v) y Tween 80 (0.3% p/v) (Lopez, 2014).

Aunque una caracteristica para la seleccion de residuos con fines de
aprovechamiento es que no requiera ningun pretratamiento, para poder estudiar
y comparar el efecto que tiene la fuente de carbono sobre el crecimiento y
la actividad antimicrobiana, se realizd el ajuste de la concentracion de hidratos
de carbono en cada medio de cultivo alternativo a probar, tomando como
base el contenido de glucosa en el medio MRS comercial; obteniendo asi los
medios de cultivo ajustados: MCA-1 (base lactosuero) y MCA-2 (base melaza

de cafia).

Todos los medios se prepararon con agua destilada, se ajustaron a
pH=6.5 y fueron esterilizados a 121°C durante 15 minutos en autoclave. En
el caso de los medios MCE-1 y MCA-1 para remover las proteinas precipitadas
se centrifugd a 12000 RPM por 15 minutos, se filtr6 y los sobrenadantes

fueron esterilizados a 121°C por 15 minutos.




Metodologia |43

6.3. Evaluacion del uso de la lactosa por las cepas de BAL.

Para identificar si las cepas de BAL tenian la capacidad de fermentar
la lactosa se inocul6 cada cepa, previamente reactivadas en medio liquido
MRS; al 1% v/iv en 5mL de caldo rojo de fenol con lactosa (DIBICO®),
incubandose a 30°C durante 24 horas. Cepas de Salmonella Nitra y Escherichia
coli 27377, controles negativo y positivo, respectivamente; se reactivaron en
medio BHI (OXOID) incubandose a 37°C durante 24 horas. Los controles se
inocularon al 1% v/v en 5 mL de caldo rojo de fenol con lactosa llevandose
a incubacién a 37°C por 24 horas. La presencia de un color amarillo indica

una reaccion positiva para la fermentaciéon de la lactosa.

6.4. Fermentacion por lote nivel de matraz.
6.4.1. Fermentacién de cepas de BAL en medio MRS comercial y medios

de cultivo alternativos.

Para las cuatro cepas de BAL seleccionadas, se evalu6é el medio de
cultivo MRS comercial (BD Difco®) para su crecimiento y produccion de
sustancias antimicrobianas. En este trabajo se trabajaron las cepas A45212 y 119,
mientras que las cepas 103 y 115 fueron evaluadas en un trabajo paralelo por Lara

(comunicacién personal).

Las cepas conservadas en congelacion y reactivadas en medio liquido
MRS fueron inoculadas al 1% v/v en 250 mL de medio MRS comercial, el
cual seincub6 durante 24 horas a 30°C con agitacion orbital de 150 RPM.
La fermentacién se realiz6 por duplicado. Al tiempo cero se inoculo el matraz
y comenzé el muestreo. La fermentacibn se monitoreo cada 3 horas hasta
las 12 h, y wuna Jultima a las 24 horas para evaluar los cambios en la
concentracion de la fuente de carbono, la actividad antimicrobiana y el crecimiento

celular. De igual manera, cada hora y media, se monitoreo el pH.

Las fermentaciones con los medios de cultivo alternativos (MCE-1, MCE-

2, MCA-1 y MCA-2) (figura 11) se realizaron con la cepa que presento un mayor
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espectro de inhibicion frente a L. monocytogenes en la prueba de difusion en agar.
Siguiendo la metodologia descrita anteriormente se realizo el cultivo en los medios
propuestos (pH=6.5 y 30°C), se evalud la actividad antilisteria y de igual forma se
monitoreo el pH.

A) B)

Figura 11. Fermentaciones a nivel de matraz en medios de cultivo
alternativos: A) MCE-1y B) MCE-2

6.5. Metodologias de anélisis.
6.5.1. Muestreo.

Durante el muestreo cada matraz fue agitado con el fin de homogenizar el
medio de cultivo. En cada tiempo de muestreo se tomaron 500 pL que se utilizaron
para la determinacion de las cuentas microbianas en placa y 5ml para medir el pH.
Ademas se tomaron 1.5 mL para la cuantificacion de hidratos de carbono totales y
reductores y 1.5 mL para determinar la actividad antimicrobiana. Todo esto por
duplicado para cada repeticién de cada fermentacion realizada. Las muestras se
guardaron en congelacion (-20°C) hasta su analisis.
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6.5.2. Analisis microbiolégicos.
6.5.2.1. Evaluacién del crecimiento.

6.5.2.1.1. Cuenta en placa.

Para monitorear el crecimiento bacteriano se utilizé el método de cuenta en
placa por extension. La cuenta en placa se llevd a cabo considerando las
diluciones pertinentes para cada tiempo. Se inocularon por duplicado 0.1 mL
de cada una de las muestras previamente homogeneizadas en placas con
medio MRS. Las cajas se incubaron a 30°C por 24 horas. Para el conteo
en placa, se tomaron en cuenta las colonias blancas y aquellas placas que
tuvieron entre 30 y 300 colonias (Tavera, 2010). Con los datos de la
cuantificacion se realizaron graficas con respecto al tiempo para obtener el

comportamiento del crecimiento.
6.5.2.1.2. Determinacion de la concentracion de biomasa. Peso seco.

Para estimar el nimero de microorganismos totales o el numero de
microorganismos viables de las fermentaciones llevadas a cabo en los medios
MCA-1 y MCA-2 serealiz6 una curva de calibracién relacionando los datos
de cuenta en placa vs. peso seco.

Para determinar el peso seco, las fermentaciones se realizaron por
duplicado en volumenes de 30 mL de medio directamente en tubos de
centrifuga. Cumplido los tiempos de fermentacién (mismos para determinar la
cuenta en placa), los tubos se centrifugaron a 12000 RPM durante 15 minutos
a 4°C para separar los caldos de fermentacién de las células, el sedimento
fue resuspendido en solucién isoténica (0.8% NaCl) y se centrifugdb a las
mismas condiciones anteriormente mencionadas; el sobrenadante se decanto

en cada lavado. Este lavado se llevd a cabo dos veces.

Por otra parte, se secaron membranas de 0.45 y y 45 mm de diametro
(Millipore) hasta peso constante en un horno a 60°C. Las membranas se

colocaron en el equipo de filtracion (Millipore) y se humedecieron
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uniformemente con agua destilada. Las células a filtrarse se homogeneizaron
y se procedio a filtrar. Al final, se adicionaron 20 mL de agua destilada para
lavar la membrana. Las membranas con las células se llevaron a un horno
a 60°C hasta peso constante. La concentracion de biomasa se calculé con

la siguiente ecuacion:

Donde X es la concentracibn de biomasa (g/L), Pm es el peso de la
membrana (g), Pm+x es el peso de la membrana con biomasa (g) y Vm es
el volumen de la muestra (L). Estos datos se graficaron en funcion del

tiempo (Lopez, 2014).
6.5.2.1.3. Parametros cinéticos.

Se determind la velocidad especifica de crecimiento (umax), durante la fase
exponencial; obtenida a partir de la pendiente resultante de graficar el logaritmo
natural de UFC/mL en funcion del tiempo. El rendimiento de crecimiento (Y X/s)
relativo al sustrato se calculé como la pendiente de la regresion lineal de la biomasa
vs. sustrato residual (Diaz-Ruiz, 2003). Este calculo se realiz6 con los datos
obtenidos durante la fase exponencial de crecimiento. El consumo de sustrato (Qs)
se calculd de acuerdo con Pirt (1985): qs = u /Y x/s.

6.5.2.2. Evaluaciéon de actividad antimicrobiana.
6.5.2.2.1. Método de Difusion en agar.

La actividad antimicrobiana se determind mediante la técnica de difusion
en agar (Nufiez et al., 1996). Se inici6 la prueba con la obtencion de los
sobrenadantes, para lo cual se centrifugd 1.5 mL de cada muestra recolectada
a 8000 RPM durante 10 minutos para separar las células del sobrenadante,
el cual contiene las bacteriocinas y demas compuestos producidos por las
BAL. Los sobrenadantes obtenidos se transfirieron a otro tubo para realizar

las pruebas de difusibn en agar.
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Por otro lado, se realiz6 la activacion de Listeria monocytogenes CFQ-103
inoculando el cultivo congelado al 1% v/v en 5 mL de medio BHI, incubandose
a 37°C por 24 horas; posteriormente, se tomaron 50 yL de este caldo para
inocular 5 mL de caldo BHI estéril e incubar por 6 h a 37°C (esto resulta
en un cultivo de L. monocytogenes en fase log, con una concentracion de
1x10° UFC/mL).

Se prepararon placas con medio BHI tamponado (BHI-T), aligual que
una sobrecapa del mismo medio (ver anexo 1) donde se inoculd6 50 uL de
una dilucion del cultivo de Listeria monocytogenes CFQ-103 (0.5 mL del cultivo
en 4.5 mL de solucién salina estéril 0.8%). Para montar las placas de BHI-T,
sobre las placas de medio soélido (BHI-T) se colocaron, en condiciones
asépticas, torres de vidrio estériles para formar los pozos. La sobrecapa se
vertio en la placa con el medio y las torres de vidrio puestas. Se retiraron las
torres de vidrio y se verific6 la formacion de los pozos donde se colocaron
80 upL del sobrenadante de cada muestra. Como control positivo se utilizd el
sobrenadante de la cepa 33 de Streptococcus spp. descrita en un trabajo
previo como productora de bacteriocina (Tavera, 2010) y como control negativo
se utilizé solucion salina estéril al 0.8% (figura 12). Las cajas se incubaron
durante 24 horas a 37°C, transcurrido este tiempo se midieron los diametros
de los halos de inhibiciébn y se reportaron en milimetros. Esto se realizd por

duplicado para cada muestra tomada durante las fermentaciones .
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Figura 12. Colocacion de torres de vidrio para formar los pozos en la placa BHI-
Tamponado (lzquierda). Halo de inhibicion de la cepa control (Derecha).

6.5.3. Andlisis fisicoquimicos.
6.5.3.1. Determinacién de pH.

Para esta evaluacion se tomaron muestras bajo condiciones asépticas e

inmediatamente se midié el pH con un potenciometro calibrado (OAKTON pH 700).
6.5.3.2. Cuantificacion de azucares.

La concentracion de hidratos de carbono en los medios de cultivo se determind
por los métodos colorimétricos acido dinitrosalicilico DNS y fenol-sulftrico. Las
muestras colectadas se descongelaron y se centrifugaron a 10,000 RPM por 10
minutos, se separaron los sobrenadantes y se realizaron las diluciones pertinentes

para determinar los azlcares presentes en cada tiempo de muestreo.

Para calcular los azucares reductores en los medios MRS, MCE-1 y MCA-1 se
prepard una solucién patrén de glucosa al 0.1 % (p/v) para realizar la curva
estandar. Se realizaron las diluciones a concentraciones conocidas que fueron de
0.1 a 0.6 mg/mL. De cada concentracion se tomo 1 mL y se coloco en un tubo de
ensaye, agregandose 1.5 mL del reactivo de DNS (ver anexo 2). Los tubos se
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calentaron a bafio maria por 5 minutos, enfriandose posteriormente en un bafio de
hielo. Finalmente se agregaron 5 mL de agua destilada y se homogeneizaron
perfectamente. Se procedié a tomar lectura en un espectrofotometro a una longitud
de onda de 540 nm (Miller, 1959).

Para la determinacion de azlcares totales en los medios MCE-2 y MCA-1 se
preparo una solucién patron de 1000 pg/mL de glucosa. Se realizaron las diluciones
a concentraciones conocidas que fueron de 10 a 100 ug/mL. A 1 mL de cada dilucién
se le agreg6 0.5 mL de una solucion de fenol (Sigma) al 80% p/v y se homogenizé
en vortex. En una campana de extraccion se agregdé directamente sobre la muestra
2.5 mL de acido sulfarico concentrado (Merck, Alemania), se homogenizo en vértex
y se llevo a un bafio de hielo. Después de 15 min se leyo la absorbancia a 480 nm

(Dubois et al., 1956). En el Anexo 2 se muestran las curvas de calibracion obtenidas.

En ambos métodos se tomaron alicuotas de las muestras por triplicado para
realizar las determinaciones y se leyé en un espectrofotometro (Genesis 10S UV-

VIS) frente a un blanco de reactivos.
6.5.3.3. Cuantificacion de proteina de los sobrenadantes.

La cantidad de proteina producida, como una forma indirecta de sugerir la
presencia de bacteriocinas en los sobrenadantes (Maldonado, 2016), por la cepa de
BAL fue medida por el método de Bradford (1976). Para calcular la concentracion
de proteinas en las muestras se preparé una solucién patron de 2 mg/mL de
albumina de suero bovino (BSA) para realizar la curva estandar. Se realizaron las

diluciones a concentraciones conocidas que fueron de 1.25 a 25 pg/mL.

De cada concentracion se tom6 1 mL y se le adicioné 1 mL de colorante, azul
de Coomassie del sistema para medicion de proteina Quick Start Bio-Rad® Protein
Assay en un tubo de ensaye, se dej6 incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Enseguida se leyo la absorbancia en un espectrofotometro (Genesis 10S UV-VIS)
a una longitud de onda de 595 nm. En el anexo 2 se muestra la curva de calibracion

obtenida.
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Para realizar las mediciones en las muestras de los medios de cultivo MRS,
MCA-1 y MCA-2 se realizaron las diluciones pertinentes y se procedio a realizar el
ensayo como anteriormente se describi6. Como control se cuantifico el contenido
proteico en los medios de cultivo sin inocular. Finalmente, la concentracién de cada
una de las muestras se calcul6 por interpolacion de la absorbancia obtenida en la

curva de calibracion.

6.6. Estudio del comportamiento de nisina frente a Listeria

monocytogenes.

Para estudiar el efecto inhibitorio de nisina sobre L. monocytogenes se
diluyeron 800 mg de Qualact N: Nisina en 20 mL de HCI 0.02N, solucién stock, con
pH cercano a 2.0. El pH se ajusto a 3.0 con NaOH 0.5N y se mantuvo en agitacion
por 20 minutos. Pasado este tiempo, la solucion se filtré a través de una membrana
de 0.22 py (Millipore).

A partir de esta solucién madre de nisina y diluyendo en caldo BHI estéril, se
prepararon 9 tubos, conteniendo 1 mL de concentraciones de nisina de 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 y 80 (mg/mL). Los tubos fueron utilizados inmediatamente para el
ensayo de actividad antimicrobiana descrito en la seccion 6.5.2.2.1.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Prueba de fermentacion de lactosa por las cepas de BAL.

La prueba del uso de la lactosa se realizé con la finalidad de corroborar que
las cepas de BAL en estudio tienen la capacidad de fermentar este disacarido, ya
que uno de los medios de cultivo que se formularia tendria lactosuero como
ingrediente. La figura 13 muestra los resultados obtenidos de la prueba, donde se
aprecia que las cuatro cepas evaluadas tienen la capacidad de fermentar dicho
carbohidrato por lo que seria posible su crecimiento en un medio de cultivo donde
hubiera lactosa como carbohidrato fermentable, como el suero de leche. Tal como
se esperaba, la prueba fue negativa para la cepa de Salmonella Nitra y positiva para
la cepa de E. coli 27377(figura 13).

Figura 13. Prueba de uso de la lactosa. Medio: Caldo rojo de fenol con lactosa.
Prueba positiva: vire a color amarillo. Prueba negativa: sin cambio de color. De
izquierda a derecha: Salmonella Nitra (control negativo), E. coli (control positivo),
Lactococcus lactis cepas 103, 115, 119y A45212.
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7.2. Fermentacion de cepas de BAL en medio MRS comercial (pH 6.4, 30°C).

Al inicio del presente trabajo, las cuatro cepas de BAL habian sido identificadas
como Lactococcus lactis (Valderrama, 2012; Diaz-Ruiz et al., 2003). Sin embargo,
en un estudio paralelo dentro del grupo de trabajo, se corroboré la identidad de las
cepas mediante la comparacion de las secuencias del gen rRNA16, teniendo que
para el caso de las cepas 119, 103 y 115 aisladas del atole agrio, coincide con la
identidad inicialmente descrita como Lactococcus lactis, mientras que para la cepa
A45212, aislada del pozol, no se encontré concordancia con la identificacion previa
ya que se describié como Streptococcus lutetiensis (Maldonado, 2016).

7.2.1. Crecimiento celular y comportamiento del pH.

Con fines comparativos posteriores y para tener un modelo base, se realizo
el cultivo de las cepas 119, 103, 115y A45212 en medio MRS comercial apH 6.4y
30°C. Los resultados presentados en la Figura 14 muestran el crecimiento como el
descenso de pH de las cepas 119 y A45212. En ambas se observa un aumento
gradual de la cuenta bacteriana desde el inicio de la fermentacién, sin embargo cada
una entra a la fase estacionaria a distintos tiempos, la cepa A45212 inicia esta fase
a la hora 9 mientras que la cepa 119 lo hace desde la hora 12. El crecimiento
maximo durante la fermentacion se obtuvo después de 12 horas para ambas cepas,
después de este tiempo el crecimiento fue mas lento. Para el caso de la cepa 119
se tiene que su velocidad especifica de crecimiento maxima (umax) fue de 0.32 ht
y para la cepa A45212 de 0.45 h1. Teniendo estos valores fue posible comparar el
medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento de las cepas de BAL durante las

fermentaciones con los medios formulados con lactosuero y melaza de cafia.
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Figura 14. A) Cinéticas de crecimiento de cepas de Lc. lactis y S. lutetiensis en

medio MRS comercial a 30°C y pH 6.4 B) Evolucion del pH durante la fermentacion
de cepas de L. lactis y S. lutetiensis en medio MRS comercial.
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En la literatura existen algunos reportes acerca de la velocidad especifica de
crecimiento maxima de algunas cepas de Lactococcus lactis y Streptococcus spp.
Por ejemplo, Akerberg y colaboradores (1998) realizaron un estudio para modelar
la influencia de la concentracion de glucosa en la cinética de produccién de acido
lactico por Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 19435 , obteniendo una pmax de 0.403
ht en un medio con harina de trigo a 30°C. Por otro lado, Lépez (2014) realiz6 la
fermentacion de una cepa de Streptococcus spp. a nivel de matraz en medio MRS,
revelando que la uymax promedio de esta BAL es 0.33 h1, por lo que se observa que
la umax de la cepa de Streptococcus lutetiensis obtenida en el presente trabajo es

mayor.

La figura 14B representa el cambio del pH durante las fermentaciones de las
cepas de Lc. lactis 119 y S. lutetiensis A45212; el pH al iniciar la fermentacion fue
de 6.21 y 6.44, respectivamente; el cual descendié gradualmente con el transcurso
de la fermentacién hasta valores de 4.52 para la cepa 119 y de 4.44 para la cepa
A45212, a las 24 horas del proceso. Parinaz y colaboradores (2012) estudiaron la
produccion de una bacteriocina de Lactococcus lactis subsp lactis ST1 aislada de
leche de cabra y el efecto que tienen las condiciones atmosféricas de incubacion.
El medio de cultivo usado para la produccion de la bacteriocina fue MRS
incubandose a 37°C, al final de la fermentacion registraron un valor de pH de 4.6
después de 20 h de incubaciébn en condiciones aerobias; mientras que en
condiciones de microaerofilia y capnofilia se alcanz6 un pH de 3.9 y 4.1,
respectivamente. Se ha encontrado que el estrés oxidativo puede, en general, tener
un ligero impacto en el crecimiento de BAL, ya que se definen como
microorganismos aerotolerantes, por lo que se han detectado comportamientos
diferentes para la produccién de bacteriocina en diversas condiciones atmosféricas
de incubacién (Hirsch, 1951; Cabo et al., 2001; Leroy et al., 2003; Sousa et al.,
2010). Por otra parte, Kabuki y colaboradores (2006) evaluaron la actividad
inhibitoria y la influencia del medio de cultivo sobre el crecimiento y la produccion
de bacteriocina de una cepa de Streptococcus thermophilus SBT1277 aislada de la
leche cruda de vaca. Uno de los medios de cultivo usado para la produccion de

bacteriocina fue MRS incubandose a 37°C durante 16 h, el pH al final de la
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fermentacion fue de 4.79, por lo que la cepa de S. lutetiensis evaluada disminuye

aun mas el pH del medio.
7.3. Evaluacion del efecto antimicrobiano de los sobrenadantes.

Las pruebas de actividad antimicrobiana se realizaron en medios BHI
amortiguados con la finalidad de tener la seguridad de que la inhibicion fuera llevaba
a cabo por las posibles bacteriocinas y no por la accion de algun acido organico
generado por las cepas de BAL (Daba et al., 1991; Rodriguez, 2011). La actividad
antimicrobiana se evalué mediante la prueba de difusion en agar utilizando a Listeria
monocytogenes CFQ-103 como microorganismo indicador. En la figura 15 se
representan los resultados de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos con
los sobrenadantes de cada tiempo de fermentacion de la cepa de Lactococcus lactis
119 y Streptococcus lutetiensis A45212. Para el caso de la cepa de S. lutetiensis
A45212, el rango del didmetro durante la fermentacion fue 19-23 mm. Es importante
destacar que los halos fueron translucidos, indicando un efecto bactericida (Tavera,
2010), en todos los tiempos. Para la cepa de Lc. lactis 119, durante las primeras 3
horas no se observd inhibicién, la cual fue observable hasta las 6 horas con un
diametro 11 mm, mismo que se reportd a las 9 y 12 horas, presentando halos
opacos, indicando un efecto bacteriostatico. A las 24 horas presenté su maximo de
inhibicion con un halo 12 mm de diametro, siendo este transldcido (Figura 16). El
grado de inhibicion fue inferior al presentado por la cepa A45212. Por lo tanto los
resultados de maxima actividad antimicrobiana a las primeras horas de
fermentacion se relacionan con la produccion de bacteriocina, ya que estas se

sintetizan durante la fase exponencial de crecimiento (Cotter et al., 2005).

En un trabajo paralelo, Lara (comunicacion personal) realiz6 la fermentaciones
de las cepas de Lactococcus lactis 103 y 115, asi como el ensayo de inhibicion
frente a Listeria monocytogenes CFQ-103 obteniendo halos de inhibicion de 14y 13
mm, respectivamente a las 6 horas de fermentacion, valores inferiores a los

obtenidos con la cepa de S. lutetiensis A45212.
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Figura 15. Actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes CFQ-103 obtenidos
durante el crecimiento de las cepas de BAL A45212 y 119 en el medio MRS
comercial a 30°C.

El ensayo de actividad antimicrobiana en las muestras de la fermentacién de
las cepas de Lc. lactis (103,115 ,119) y S. lutetiensis A45212 en el medio MRS
comercial indicaron que esta ultima cepa, presentd los mayores diametros de
inhibicién frente a Listeria monocytogenes CFQ-103. Por lo tanto, para la
continuacion de este trabajo se eligi6 a la cepa de Streptococcus lutetiensis A45212,
ya que fue la que present6é un mayor espectro de inhibicion frente al microorganismo

indicador.
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ten

Figura 16. Prueba de difusion en agar (medio BHI amortiguado) de los
sobrenadantes de las cepas de BAL a las 0 y 6 horas de fermentacion frente a
L. monocytogenes CFQ-103. A) Lc. lactis 119. B) S. lutetiensis A45212. En
circulo amarillo se indica el halo de inhibicion de la cepa control.

7.4. Fermentaciones de la cepa de Streptococcus lutetiensis A45212 en los
medios de cultivo alternativos. Efecto de modificar la concentracion de la

fuente de carbono de los medios de cultivo.

Se investigaron los efectos de cuatro medios de cultivo (MCE-1, MCE-2, MCA-
1 y MCA-2) sobre el crecimiento y la produccion de posibles bacteriocinas por S.
lutetiensis A45212.

7.4.1. Crecimiento celular y comportamiento de pH.

Los resultados cinéticos de S. lutetiensis A45212 cultivados sobre medios de

cultivo a base de lactosuero y melaza de cafia, y MRS se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Rendimientos y cocientes metabdlicos para Streptococcus lutetiensis
A45212 en medios de cultivo comercial y no convencionales.

MEDIO DE CULTIVO

LACTOSUERO MELAZA DE CANA
SUPLEMENTADO

Parametro MRS MCE-1 MCA-1 MCE-2 MCA-2
Rendimiento Yys (g ND ND 0.2 ND 0.09
g?)
Velocidad de 0.452 0.512 0.88° 0.532 0.68°
crecimiento
especifica max (h™?)
Azlcares totales 39.02 32.16 34.27 54.88 64.22
consumidos (%)
gs [g(g células peso ND ND 4.52 ND 10.17
seco)th]

Yws, rendimiento de crecimiento relativo al sustrato; umax, velocidad especifica de
crecimiento; gs, velocidad especifica de consumo de sustrato; ND, no determinado.
ab | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
medios de cultivo (p<0.05).

A partir de los resultados cinéticos se puede observar que todos los medios
utilizados demostraron ser adecuados para el crecimiento de la cepa de BAL en
estudio. En las fermentaciones realizadas, los azUcares se catabolizaron
parcialmente y se convirtieron en los productos finales de la via homofermentativa,

ocasionando el descenso del pH del medio (Figura 18).

La figura 17 muestra las cinéticas de crecimiento de la cepa de S. lutetiensis
en los medios a base de lactosuero y melaza de cafa, y se comparan con la cinética
obtenida en el medio MRS comercial. Como puede observarse el crecimiento se
detuvo después de las 12 h de incubacion.
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Figura 17. Cultivos de S. lutetiensis A45212 en medios MRS, y a base de lactosuero
(superior) y melaza de cafa (inferior). Los datos reportados son medias *
desviaciones estandar de dos experimentos y tres replicas. En paréntesis se indica
la concentracion de la fuente de carbono. MCE-1: lactosuero suplementado sin
ajuste de la fuente de carbono; MCA-1: lactosuero suplementado con ajuste de la
fuente de carbono; MCE-2: melaza sin ajuste de la fuente de carbono; MCA-2:
melaza con ajuste de la fuente de carbono.
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En primer lugar, se hicieron dos fermentaciones con la cepa de Streptococcus
y dos medios a base de lactosuero suplementado con medio MRS, en uno se afiadio
la misma cantidad en porcentaje peso volumen de lactosuero y caldo MRS (MCE-
1), y en otro cantidades calculadas de lactosuero y caldo MRS para obtener una
concentracién final de hidratos de carbono de 20 g/L. Como ya se menciond, para
una aplicacion exitosa en la industria alimentaria, las bacteriocinas deben
producirse a una alta concentracion con alta productividad y rendimiento a bajo
costo (Guerra y Pastrana, 2003). En este sentido, los medios de cultivos preparados
con suero de leche se han utilizado como medios mas baratos para la produccion,
por ejemplo, de nisina (Amiali et al., 1998; Guerra et al., 2001; Guerra y Pastrana,
2003; Gonzélez et al.,, 2010). Sin embargo, la produccion de esta bacteriocina
obtenida en suero de leche (Guerra et al., 2001) ha sido relativamente baja en
comparacion con los niveles obtenidos en medios complejos, como el MRS (Guerra
y Pastrana, 2002), por lo que para optimizar el crecimiento y la produccién de
bacteriocina en presencia de suero por la cepa A45212, ademas se adiciono el
medio MRS.

La poblacion bacteriana de la cepa A45212 en el medio MCE-1 tuvo un
maximo de 9.02 log UFC/mL a las 24 horas. Para el caso del medio MCA-1 se tiene
gue la maxima poblacion alcanzada fue de 9.0 log UFC/mL a las 12 horas. La Pmax
obtenida para la cepa A45212 en los medios MCE-1 y MCA-1 fue de 0.51 h'ty 0.88
h-, respectivamente. En la produccién de sustancias antimicrobianas es importante
la estimacion de la maxima velocidad de crecimiento en los cultivos microbianos, ya
que, como algunos autores sugieren en la literatura, la produccion de estas
sustancias antimicrobianas esta ligada al crecimiento celular debido a que son
consideradas como metabolitos primarios (Gobetti et al., 2005; de Arauz et al., 2011;
Stoyanova et al., 2012). A pesar de que la glucosa es una fuente de carbono éptima
para el crecimiento de cepas de BAL por encima de la lactosa, en las
fermentaciones no se describié un crecimiento diauxico. La diferencia entre las
velocidades especificas de crecimiento de estos dos medios puede deberse a un

exceso de fuente de carbono lentamente metabolizado (Garries et al., 1997, Guerra
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y Pastrana, 2003), dado que en el medio MCE-1 la concentracion inicial de hidratos

de carbono fue de 55.7 g/L.

En los ultimos afios, ha habido muchos informes sobre bacteriocinas que son
producidas por bacterias acido lacticas. Sin embargo, en la mayoria de los reportes
las bacterias productoras pertenecen a los géneros Lactococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus y Lactobacillus (Moll et al., 1999, Ennahar et al., 2000;
McAuliffe et al., 2001). La informacion es limitada sobre el efecto de los nutrimentos
y las condiciones de crecimiento en la produccién de bacteriocina para el género
Streptococcus en medios suplementados con glucosa o lactosa (Renye et al., 2016).
En esta busqueda, Lépez (2014) realizé la fermentacion de una cepa de
Streptococcus spp. a nivel de matraz en un medio con 50% lactosuero en polvo y
50% MRS para producir sustancias con actividad antimicrobiana, reportando que la
Mmax promedio de esta BAL fue de 0.40 h1, valor menor al obtenido en los medios

de fermentacion a base de lactosuero de este trabajo.

Comparando la cinética (Figura 17) y el valor de la velocidad especifica de
crecimiento (Tabla 5) entre el medio MRS comercial y los medios de cultivo MCE-1
y MCA-1, se observa que en las primeras 6 horas (fase exponencial) los valores de
UFC mL? obtenidas con estos ultimos medios son ligeramente mayores que las
obtenidas con el medio MRS, mismo comportamiento se observa con el valor de
Mmax Obtenida entre estos medios. Estas observaciones indican no solo que MCE-1
y MCA-1 resultan adecuados para el desarrollo de S. lutetiensis A45212 sino

también muestran la conveniencia de afadir MRS al medio.

En la literatura existen algunos reportes acerca de la velocidad especifica de
crecimiento maxima de algunas cepas productoras de bacteriocinas en medios con
lactosuero. Por ejemplo, Pifia y colaboradores (2011) realizaron un estudio para
evaluar la produccion en lote y lote repetido de nisina en biorreactor por Lactococcus
lactis UQ2 usando suero lacteo suplementado a pH controlado (5.5, 6.0 y 6.5)
adicionando cantidades sub inhibitorias de nisina comercial para promover la sobre-
expresion de esta bacteriocina, obteniendo una pmax de 0.86 h' a 30°C. Las

condiciones de fermentacion empleadas por Pifia y colaboradores fueron diferentes
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a las usadas en este trabajo, la fermentacion fue realizada en un biorreactor y
utilizan nisina dentro de la formulacion del medio como inductor. Por lo que es claro
gue el crecimiento se ve influenciado por factores como composicion del medio de

cultivo y condiciones de operacion (Black y Black, 2012).
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MCE-2 (42.96 g/L) —a—MCA-2 (20.81 g/L)

Figura 18. Evolucion del pH durante la fermentacion de la cepa de S. lutetiensis
A45212 en medios MRS, y a base de lactosuero y melaza de cafia. Los datos
reportados son medias * desviaciones estandar de dos experimentos y tres replicas.
En paréntesis se indica la concentracion de la fuente de carbono. MCE-1: lactosuero
suplementado sin ajuste de la fuente de carbono; MCA-1: lactosuero suplementado
con ajuste de la fuente de carbono; MCE-2: melaza sin ajuste de la fuente de
carbono; MCA-2: melaza con ajuste de la fuente de carbono.

La figura 18 representa el cambio del pH durante las fermentaciones de las
cepas de Streptococcus lutetiensis A45212 en los medios MCE-1, MCA-1, MCE-2y
MCA-2; el pH al iniciar la fermentacion fue de 6.07, 6.42, 591 y 6.67,
respectivamente; los cuales descendieron gradualmente con el trascurso de las

fermentaciones hasta valores de 4.40, 4.16, 3.75 y 3.90 para cada medio.
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Los miembros del género Streptococcus son organismos heterétrofos que
fermentan azucares para producir acido lactico, sin gas, como el producto
mayoritario por lo que es légico esperar un descenso en el pH en el desarrollo de
las fermentaciones como resultado principal de la acidificacién producida por la

liberacion de acido lactico.

Por otro lado, se realizaron dos fermentaciones con la cepa de Streptococcus
y dos medios de cultivo a base de melaza de cafia, en uno se afiadié melaza al 4%
p/v (MCE-2) y en otro se realiz6 un ajuste de tal manera que se afiadio la cantidad
necesaria para obtener una concentracién de hidratos de carbono en el medio de
20 g/L (MCA-2). De igual manera se evalu6 la diferencia del comportamiento
cinético del metabolismo microbiano en funcion de la fuente de carbono utilizado
como sustrato. Es importante sefialar que la melaza, que es uno de los
subproductos mas importantes derivados del proceso de produccién de azucar, rara
vez se ha utilizado como sustrato para la produccion de bacteriocinas (Todorov et
al., 2004; Todorov y Dicks, 2005). El crecimiento de la poblacion en ambos medios
tuvo su méximo a las 12 horas de iniciada la fermentacién con valores de 9.07 log
UFC/mL para MCE-2 y de 9.12 log UFC/mL para MCA-2. En ambas fermentaciones
se presentd una disminucién del crecimiento a las 24 horas de transcurrida la
fermentacion. Aunque las BAL son acido tolerantes pudiendo crecer algunas a
valores de pH bajos como 3.2 (Carr y col., 2002), la cepa A45212 presentd cierta
susceptibilidad al pH alcanzado a las 24 horas, donde su crecimiento se vio inhibido.
Con respecto a lo anterior, en otras cepas de BAL se ha observado lo siguiente,
Akerberg y colaboradores (1998) habian reconocido que el efecto inhibidor que
produjo el acido lactico sobre el crecimiento de una cepa de L. lactis ATCC 19435
se debi6 tanto a las formas no disociadas como disociadas del acido. Estos
investigadores también mostraron que este efecto inhibidor dependia del pH del
cultivo ya que las concentraciones de acido lactico que inhibian completamente el
crecimiento de la cepa ATCC 19435 eran de 32, 16 y 74 g L a valores de pH
constantes de 4, 5 y 6, respectivamente. Sin embargo, Bouguettoucha y
colaboradores (2011) indicaron que, para las cepas de Lactobacillus, la forma

disociada de los acidos organicos produjo un mayor efecto sobre la produccion de
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biomasa que la forma no disociada. Este diferente efecto se relaciona con la mayor
solubilidad de la forma no disociada dentro de la membrana citoplasmatica, lo que
provoca la acidificacion del citoplasma, el colapso de la fuerza motriz y la inhibicion

del transporte de nutrimentos.

Las pmax obtenidas para la cepa A45212 en los medios MCE-2 y MCA-2 fueron
de 0.53 h' y 0.68 h?, respectivamente. Aunque la velocidad especifica es
importante  para caracterizar y controlar procesos de fermentacion,
lamentablemente se encuentran pocos valores reportados por otros autores del
crecimiento de cepas de Streptococcus en medios a base de melaza de cafa.
Lépez (2014) realizo la fermentacidon de una cepa de Streptococcus spp. a nivel de
matraz en un medio melaza de cafia para producir sustancias con actividad
antimicrobiana, reportando que la umax promedio de esta BAL fue de 0.38 h%, valor
menor al obtenido en los medios de fermentacion a base de melaza de cafia de este
trabajo. En la literatura existen algunos reportes donde se estudio la dinamica de la
produccion de bacteriocinas por una cepa de Leconostoc mesenteroides E131
(Metsoviti et al., 2011), donde se utilizdO melaza de cafia como fuente de carbono.
En este trabajo se reportdé una pmaxde 0.17 h™* en un medio con melaza a una

concentracién de 20 g L't a 25°C y pH de 6.

En resumen, en la tabla 5 se puede ver que los medios MCA-1 y MCA-2
exhibieron Pmax mayores, comparadas con las obtenidas en los medios MRS y
MCE-1 y MCE-2, lo cual sugiere que el ajuste de la fuente de carbono incremento
la velocidad especifica de crecimiento, por lo que se evidencia la conveniencia de
obtener la mejor concentracion de la fuente de carbono en los medios de
fermentacion. Posteriormente, se determind la biomasa en los medios MCA-1 y
MCA-2 obteniendo curvas de calibracion donde se relacion6 el crecimiento celular,
log UFC mL™1, y el peso seco (g/L) (Figura 19). En estas se calculé la pendiente de

cada curva que equivale a una constante (K).
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Figura 19. Relacién Log UFC/mL vs biomasa medida por peso seco para MCA-1
(superior) y MCA-2 (inferior).
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Los rendimientos de biomasa (Yws) relativos al sustrato fueron de 0.2 para el
cultivo en MCA-1, y 0.09 en MCA-2, ambos valores reportados en g de biomasa/g
de sustrato. Existen parametros descritos para bacterias lacticas como L. lactis
CECT 539 (Costas, 2016), con rendimientos de 0.07 g de biomasa/g de azucares
en un medio a base de lactosuero. De igual forma Metsoviti (2011) reporta un
rendimiento para una cepa de Leuconostoc mesenteroides E131 en un medio a
base de melaza de cafia de 0.07 g de biomasa/g de azlUcar consumido. La
conversion de energia en biomasa, indicada por los rendimientos de crecimiento
relativos al sustrato da mayor eficiencia en la fermentacién realizada en el medio

MCA-1, a base de lactosuero, dato que coincide con el mayor valor de pmax.

Se realiz6 el analisis de varianza (ANEXO 4) para identificar diferencias
significativas en el crecimiento y el descenso de pH de la cepa de Streptococcus
lutetiensis A45212 en los cinco medios de cultivo propuestos (MRS, MCE-1, MCA-
1, MCE-2 y MCA-2). Los resultados indican que existe diferencia significativa sobre
el efecto del medio de cultivo en el crecimiento de la cepa de BAL y diferencia
altamente significativa entre los medios de cultivo evaluados para disminuir el pH.
Se realizaron pruebas de rangos mudltiples (Duncan) para identificar el medio de
cultivo que generd un mayor crecimiento de la cepa de Streptococcus lutetiensis
A45212 y un mayor descenso de pH. Se obtuvo mejor crecimiento en las
fermentaciones con los medios a base de melaza de cafia y lactosuero
suplementado con MRS, ambos con ajuste de la fuente de carbono, MCA-1 y MCA-

2. Pero que el medio MRS da una mejor respuesta en el descenso de pH del medio.
7.4.2. Evaluacion de la concentracién de la fuente de carbono.

Como se vera en seccion 7.5, la fuente de carbono resulta un factor de suma
importancia, ya que algunos reportes indican que la maxima produccion de
bacteriocinas se ve favorecida en concentraciones iniciales de glucosa de 20 g/L
(Olvera, 2010). Todorov y Dicks (2005) al tratar de identificar la fuente de carbono
para la produccion Optima de bacteriocina, concluyeron que con 20g/L de glucosa

se daban los mejores resultados de actividad. Es por ello que se realiz6 el ajuste de
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la fuente de carbono de los medios MCE-1 y MCE-2 para obtener los medios MCA-

1 y MCA-2 con una concentracion inicial a la reportada por Todorov y Dicks (2005).

Para evaluar la concentracion de azucares reductores en los medios MRS,
MCE-1 y MCA-1 se empled el método colorimétrico DNS, mientras que para los
medios MCE-2 y MCA-2 se empled el método Fenol- Sulfurico. En la figura 20 se
presenta el consumo de azucares totales en los cinco medios de fermentacion de la
cepa A45212. Es evidente la disminucion en la concentracion de azucares conforme
avanza el proceso fermentativo, resaltando que el comportamiento no fue el mismo

en los medios experimentales.
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Figura 20. Cinética de consumo de azucares por parte de Streptocccus lutetiensis
A45212 creciendo los medios de cultivo evaluados. En paréntesis se indica la
concentracion de la fuente de carbono. MCE-1: lactosuero suplementado sin ajuste
de la fuente de carbono; MCA-1: lactosuero suplementado con ajuste de la fuente
de carbono; MCE-2: melaza sin ajuste de la fuente de carbono; MCA-2: melaza con
ajuste de la fuente de carbono.
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En la tabla 6 se resumen los datos de las concentraciones de azucares
iniciales, finales y el consumo total durante la fermentacion en los medios de cultivo
experimentales de la cepa de Streptococcus utilizada. En los medios MRS, MCE-1
y MCA-1 se consumieron menos de la mitad de azUcares fermentables, mientras
que para el medio MCE-2 y MCA-2 el consumo fue de mas de la mitad de los
azucares iniciales. La determinacion de azucares fue de importancia como un
indicativo de que las células que se encontraban en el matraz de fermentacion
estaban en desarrollo, el consumo de este nutrimento indicd el crecimiento del
microorganismo y mediante la cuenta de la bacteria se observé que rapidamente
entré en fase exponencial. En términos generales, la relacidon entre el aumento de
la poblacién bacteriana y el consumo de azucares es mayor. En cuanto a la
velocidad de consumo, esta fue mayor en los medios MCE-2 y MCA-2 que en los
medios MCE-1 y MCA-1 (incluido el medio MRS); esto se puede explicar por la
adaptacion de la cepa a entornos con altas concentraciones de sacarosa, ya que
este microorganismo cuenta con el sistema enzimatico para hidrolizar el disacarido
y metabolizar luego la glucosa por la via glicolitica (Salminen, 1993). Mientras que
para metabolizar la lactosa, donde el gen responsable del desglose de lactosa
(pldsmido Lac) codifica las enzimas que transportan la lactosa a la célula (McKay et
al, 1976; McKay y Baldwin, 1978; Crow et al., 1983.) para hidrolizarla y generar

glucosa y galactosa.

Se determiné la velocidad especifica de consumo de sustrato (gs) en los
medios MCA-1 y MCA-2 para representar la velocidad de consumo de la fuente de
carbono por unidad de masa celular (Tabla 6). En el medio MCA-1 el consumo de
la fuente de carbono durante la fase de crecimiento fue de 34.27% y la velocidad
especifica de consumo de azlcar fue de 4.52 [g(g células peso seco)*h], mientras
que para MCA-2 el consumo fue de 45.12% con una velocidad especifica de

consumo de 10.17 [g(g células peso seco)*h].
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Tabla 6. Concentracion de azlcares, consumo total y velocidad de consumo en los
medios experimentales por Streptococcus lutetiensis A45212.

Medio de Concentracion Concentracion Consumo Velocidad
Cultivo inicial de final de total de de
azucares azucares azucares consumo
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L*h)
MRS 20.45+0.48 12.47+0.59 7.98 0.692
MCE-1 55.73+0.52 37.81+1.24 17.92 0.89d
MCA-1 20.31+0.58 13.35+0.17 6.96 0.57°
MCE-2 42.96+1.78 15.37+0.27 27.60 0.91¢
MCA-2 20.81+0.37 9.39+0.62 11.42 1.462

MCE-1: lactosuero suplementado sin ajuste de la fuente de carbono; MCA-1:
lactosero suplementado con ajuste de la fuente de carbono; MCE-2: melaza sin
ajuste de la fuente de carbono; MCA-2: melaza con ajuste de la fuente de carbono.
abed | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
medios de cultivo (p<0.05).

A pesar de los resultados obtenidos, realizado el analisis de varianza para
identificar diferencias significativas en el consumo de la fuente de carbono de la
cepa de Streptococcus lutetiensis A45212 en los cinco medios de cultivo propuestos
(MRS, MCE-1, MCA-1, MCE-2 y MCA-2), se vio que existe diferencia altamente
significativa en el consumo de la fuente de carbono por efecto del tipo de sustrato y
realizada las prueba de rangos mudltiples, Duncan (Anexo 4); para identificar el
medio de cultivo que generd el mayor cambio en el consumo de la fuente de
carbono, se vio que la mejor respuesta se obtuvo con el medio a base de lactosuero
suplementado sin ajuste de la fuente de carbono (MCE-1) y que los medios a base
de melaza de cafia con ajuste de la fuente de carbono (MCA-2) y MRS resultan

estadisticamente muy semejantes.
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7.5. Evaluacion del efecto antimicrobiano de los sobrenadantes producidos
por la cepa de Streptococcus lutetiensis A45212 en los medios de cultivo

alternativos.

La produccion de sustancias con actividad antimicrobiana por la cepa A45212 en
los medios MCE-1, MCA-1, MCE-2 y MCA-2 se realiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita en la seccion 6.4.1; posteriormente se evaluo la actividad antimicrobiana
por la técnica de difusion en agar usando a Listeria monocytogenes CFQ-103 como

indicador.

En la figura 21 se muestra la evolucion de la actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes CFQ-103 de los sobrenadantes de la cepa A45212 crecida en
medios a base de lactosuero, melaza de cafia y MRS. En general, los medios
elaborados a base de residuos agroindustriales fueron capaces de soportar el
crecimiento bacteriano y la produccién de antimicrobianos por la cepa de BAL
ensayada. Fue evidente que la cepa secretd diferentes cantidades de posibles
bacteriocinas segun el medio de cultivo utilizado, pero la simple capacidad de poder
producir estos metabolitos da evidencia de la habilidad de S. lutetiensis A45212 de

utilizar estos sustratos como fuente de carbono.

Se destacan diferencias importantes de actividad entre los sustratos, para el medio
MCE-1, el maximo valor del diametro de halo de inhibicion se alcanzo a las 6 horas
de proceso, siendo este de 21 mm; de igual forma el valor maximo obtenido en el
medio MCA-1 fue de 22 mm de diametro en el halo de inhibicion a las 6 horas. Para
los medios MCE-2 y MCA-2, los valores maximos de didmetros de inhibicion fueron
de 19 mm a las 9 horas y de 23 mm a las 12 horas, respectivamente; por lo que el
medio de cultivo influyé en la produccion de posibles bacteriocinas. En todos los
medios de cultivo los halos obtenidos fueron translicidos indicando un efecto
bactericida (Figuras 22 y 23).
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Figura 21. Evolucion de la actividad antimicrobiana de posibles bacteriocinas de S.
lutetiensis A45212 en los medios formulados usando a Listeria monocytogenes
CFQ-103 como microorganismo indicador. En paréntesis se indica la concentracién
de la fuente de carbono. MCE-1: lactosuero suplementado sin ajuste de la fuente
de carbono; MCA-1: lactosuero suplementado con ajuste de la fuente de carbono;
MCE-2: melaza sin ajuste de la fuente de carbono; MCA-2: melaza con ajuste de la

fuente de carbono.

Como se observa en la figura 21, las mayores actividades antimicrobianas se
registraron después de las 6 horas de fermentacion o después de este tiempo,
siendo notablemente mayores las exhibidas en el medio MRS y MCA-1. Como se
menciond anteriormente, la produccion de sustancias antimicrobianas esta
relacionada con el crecimiento del microorganismo, lo cual se observa claramente,
ya que conforme avanza el tiempo de fermentacion la producciéon de estas
sustancias se incrementa, viéndose favorecida la actividad antilisteria. Sin embargo,
en el caso de los medios MCE-2 y MCA-2 la actividad antimicrobiana disminuye

considerablemente con sobrenadantes obtenidos a las 24 horas de iniciada la
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fermentacion. Se ha informado de una disminucion de la actividad bactericida
durante la fase de crecimiento estacionaria de la cepa productora. Esto se ha
atribuido a varios mecanismos, como la agregacion de proteinas, degradacion
proteolitica por una enzima especifica o inespecifica, y la adsorcion a células
productoras (De Vuyst y Vandamme, 1992; Parente et al., 1994). Otros autores
proponen diversas razones para explicar el cese del crecimiento y la produccion de
bacteriocinas: (i) el agotamiento de la fraccién de proteinas facilmente asimilables
por la cepa de BAL, debido al efecto de su consumo y extraccibn de muestras
(Guerra y Pastrana, 2003; Guerra et al., 2001, 2007), (ii) el agotamiento de algun
micronutrimento (vitamina o mineral) o aminoacido esencial para el crecimiento de
la bacteria (De Vuyst, 1995) y/o (iii) a la acumulacion de acido lactico en el medio,
como se explicé en la seccion 7.4.1 (Akerberg et al., 1998; Bouguettoucha et al.,
2011).

Como se esperaba, la produccion optima, observada en el mayor espectro de
inhibicion, se vio en el medio MRS después de las 6 horas de incubacion, ya que
este medio contiene componentes que influyen en la produccion de bacteriocina en
otras especies de BAL, como lo son la proteosa peptona No. 3, polisorbato 80,
fosfato dipotasico y sulfato de manganeso (Cheigh et al., 2002; Todorov et al., 2012,
2013). De igual manera se observo algo similar en el medio MCA-1, ya que a las 6
horas se presentd el mayor espectro de inhibicion, la produccion de bacteriocina
fue estimulada usando lactosuero en polvo suplementado con medio MRS con el
ajuste correspondiente. El efecto del tipo y concentracién inicial de azucar sobre la
produccion de bacteriocina ha sido demostrado y reportado (Metsoviti, 2011). Las
fuentes de carbono se pueden dividir en aquellos que aumentan el crecimiento y los
gue mejoran la produccion de bacteriocina (Biswas, et al., 1991; Cheigh et al., 2002;
Kim et al., 2006). En este trabajo, los medios con glucosa (MRS) y donde se
suplemento a través de la adicion de caldo MRS (MCE-1 y MCA-2) se favorecio la
acumulacion de posibles bacteriocinas en el medio de cultivo, mientras que la

melaza (MCE-2 y MCA-2) en mayor medida favorecio la produccion de biomasa.
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Por otra parte, el efecto inhibitorio que las altas concentraciones de fuente de
carbono ejercen sobre el crecimiento y la produccion de posibles bacteriocinas
podrian deberse a la inhibicion del sustrato o también asociarse a la regulacion de
la fuente de carbono en la sintesis o0 en las modificaciones de los precursores, como
ocurre con la nisina (De Vuyst, 1995; Guerra et al., 2001). Para evitar este efecto
inhibitorio de las altas concentraciones de la fuente de carbono en la produccion de
posibles bacteriocinas se realizo el ajuste de la fuente de carbono. Metsoviti (2011)
reporta que para una cepa de Leuconostoc mesenteroides E131, la cinética de la
biomasa no aumentd significativamente cuando se incrementd la concentracion
inicial de melaza en el medio (de 20 a 30 g/L), pero la concentracion de bacteriocina
aumento significativamente, por lo que para algunas cepas el tener un exceso de la
fuente de carbono puede resultar 6ptimo. Sin embargo, para cultivos discontinuos
de L. lactis CECT 539 (Costas et al., 2016) se observo un efecto inhibitorio cuando
se incremento la concentracion de glucosa en la suplementacion de lactosuero para

la produccién de nisina.

Renye y colaboradores (2016) realizaron un estudio para determinar si
diversos medios de cultivo, entre ellos M17 suplementado con 0.5% de lactosa y
MRS, alterarian la producciéon de bacteriocinas por cepas de Streptococcus
thermophilus. Los resultados presentados muestran halos de inhibicion maximos de
15.2 mm en el medio M17 con lactosa a las 24 h y de 14 mm en MRS al mismo
tiempo de incubacion. Los resultados obtenidos del ensayo de actividad
antimicrobiana de la cepa de S. lultetiensis A45212 son considerablemente mayores

que los descritos previamente.

Guerra y colaboradores (2001) estudiaron el comportamiento cinético de la
produccion de bacteriocinas por cepas de Lc. lactis subsp.lactis CECT 539 en suero
de leche. Los resultados muestran que el medio fue capaz de soportar el
crecimiento y la produccion de bacteriocina, y que las maximas producciones fueron
obtenidas a las 12 h, después de ese tiempo las tasas de produccion fueron mas
lentas, mientras que la cepa de BAL estudiada en el presente trabajo present6 una
maxima actividad antilisteria a las 6 horas en los medios MRS, MCE-1 y MCA-1.




Resultados y Discusion |74

Los resultados previos indican que la complementacion con medio MRS, que
contiene glucosa como fuente de carbono, produce una mayor estimulacion en la
produccion de posibles bacteriocinas. Esto fue observado también por Costas y
colaboradores (2016), cuando la produccion de nisina se realizé en cultivos
discontinuos usando suero suplementado con distintas concentraciones de glucosa
para seleccionar el mejor medio de fermentacion para una cepa de Lactococcus
lactis CECT 539. Se mostro la conveniencia de afiadir los suplementos de glucosa
en los medios de cultivo ya que se obtuvieron mayores rendimientos de Ynisix €n el

cultivo con suero de leche cuando se suplementd con glucosa.

De igual forma, como en los demas parametros evaluados, se realizo el
analisis de varianza (ANEXO 4) para identificar diferencias significativas del efecto
del medio de cultivo en la actividad antimicrobiana. Se obtuvo diferencia altamente
significativa entre los cinco medios de cultivo probados. Se realizd la prueba de
rangos multiples (Duncan) para determinar el medio de cultivo con el cual se obtuvo
el mayor espectro de inhibicion frente a Listeria monocytogenes. Se encontrd la
mayor actividad antimicrobiana con el medio MRS, lo cual era de esperarse ya que
el medio fue utilizado como referencia y esta reportado que es el medio que
promueve un abundante crecimiento y niveles relativamente altos de bacteriocina.
Sin embargo los medios a base de melaza de cafia y lactosuero, ambos con ajuste
de la fuente de carbono (MCA-1 y MCA-2), mostraron buenos resultados,
comportamiento que se correlaciona con el crecimiento ya que son los que muestran
la mayor umax. Sin embargo, habria que analizar el impacto del factor tiempo, ya que
la mayor actividad, y quizas también la mayor produccién de sustancias
antimicrobianas en el medio MCA-1, se obtiene a las 6 horas de fermentacion,
mientras que en el medio MCA-2, ocurre a las 12 horas.
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Figura 22. Prueba de difusibn en agar (medio BHI amortiguado) de los
sobrenadantes de S. lutetiensis A45212 cutivada en medios MCE-1 (A) y MCA-1 (B)
a las 0 y 6 horas de fermentacion frente a L. monocytogenes CFQ-103. En letra
amarilla se indica el halo de inhibicion de la cepa control.
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Figura 23. Prueba de difusibn en agar (medio BHI amortiguado) de los
sobrenadantes de S. lutetiensis A45212 cutivada en medios MCE-2 (A) alas 0y 9h,
y MCA-2 (B) a las 0 y 12 horas de fermentacién frente a L. monocytogenes CFQ-
103. En letra amarilla se indica el halo de inhibicion de la cepa control.
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7.6. Cuantificacion de proteina.

Dado que en los medios MCA-1 y MCA-2 se observaron las mayores
actividades antimicrobianas, observaciones corroboradas con el analisis
estadistico, se cuantifico la cantidad de proteina en estos medios. En la figura 24 se
representan las concentraciones de proteina de cada uno de los sobrenadantes
producidos a diferentes tiempos por la cepa Streptococcus lutetiensis A45212, en
los medios MRS, MCA-1y MCA-2.

12

10

Proteina Total (mg/mL)
(o)}

0 5 10 15 20
Tiempo (h)

—8— MCA-1(2031g/Ll) —A—MCA-2(20.81g/L) —@— MRS (20.45 g/L)

Figura 24. Determinacion de proteinas por método de Bradford en los
sobrenadantes del medio de crecimiento de la cepa S. lutetiensis A45212 en los
medios MRS y alternativos seleccionados. En paréntesis se indica la concentracion
de la fuente de carbono. MCA-1: lactosuero suplementado con ajuste de la fuente

de carbono; MCA-2: melaza con ajuste de la fuente de carbono.
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Como se puede observar, la concentracibn de proteina presente en los
sobrenadantes de los 3 medios es diferente. Las diferencias podrian deberse a
varias razones: la influencia del medio de cultivo en la sintesis de proteinas o la
concentracién de proteina perteneciente a cada medio (Olvera, 2010). Los niveles
de este nutrimento disminuyeron en las primeras horas de fermentacion, debido a
su consumo por la cepa de BAL, sin embargo en los tres casos se observan
aumentos de las cantidades de proteinas a determinados tiempos. Estos aumentos
coinciden con los tiempos a los cuales la cepa de Streptococcus registré las
mayores actividades antimicrobianas frente a L. monocytogenes CFQ-103, por lo
que fue en estos lapsos, pertenecientes a la fase exponencial, cuando se produjo
la mayor cantidad de posibles bacteriocinas. Con estos resultados, se muestra que
los medios de cultivo probados favorecieron la sintesis de proteinas, entre ellas,
probablemente, las posibles bacteriocinas.

7.7. Estudio del comportamiento de nisina frente a Listeria

monocytogenes.

Mediante un ensayo de actividad antimicrobiana con diluciones seriadas de
nisina (Nisaplin N: nisina) se buscé establecer una relacion entre la concentracion
que inhibiese a L. monocytogenes CFQ-103 con el halo de inhibicidon que genera.
Se realizaron tres experimentos con tres replicas cada uno, en todos los casos se

observo la formacion de halos definidos y translicidos (figura 25).

Como se aprecia en la tabla 7, el efecto de la nisina dependi6 de las
concentraciones de esta. La nisina fue efectiva con las concentraciones estudiadas,
sin embargo mediante multiples repeticiones se vio que los halos de inhibicidon
generados no aumentaban a concentraciones superiores de 80 mg mL™, por lo que,
probablemente, la cepa de Listeria evaluada sea resistente a esta bacteriocina
comercial (Vignolo et al., 2000) o en la formulacion comercial haya presentes otros

componentes distintos a la bacteriocina disminuyendo su eficacia.
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Tabla 7. Diametros de halos de inhibicién frente a L. monocytogenes a distintas
concentraciones de nisina por el método de difusion en agar.

Concentracion (mg/mL) Diametro de halo de

inhibicion (mm)

5 13
10 14
20 14.5
30 15
40 15.5
50 16
60 16.5
70 17
80 18

Comparando estos resultados con los obtenidos del ensayo de actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes de S. lutetiensis A45212 en los medios
alternativos evaluados, se hubiera esperado que el efecto antimicrobiano de la
nisina comercial, al ser una sustancia purificada, fuera mas drastico; sin embargo
esto no fue asi. Se considerd establecer la relacion entre la concentracidn de nisina
comercial con los diametros de halo de inhibicibn generados y asociar los
resultados de la actividad antimicrobiana de este trabajo con una concentracion
aproximada de nisina comercial, sin embargo, esto no fue posible ya que los valores
de los diametros de halo de inhibicion generados por los sobrenadantes de la cepa
de BAL en cada uno de los medios alternativos fue mayor al intervalo de diametros
de inhibicién obtenidos con el ensayo de nisina. De esto podemos observar que la
actividad de las posibles bacteriocinas de S. lutetiensis A45212 en los medios de
cultivo ensayados resultd mas efectiva frente a Listeria monocytogenes CFQ-103
que la del producto comercial, por lo que se esperaria que su actividad
antimicrobiana aumentara considerablemente una vez aplicado los procedimientos
de purificacion, dando evidencia del gran uso potencial de las posibles bacteriocinas

de esta cepa de BAL a nivel industrial.
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Figura 25. Inhibicion de distintas concentraciones de nisina comercial contra Listeria
monocytogenes.
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Se utilizaron azucares baratos procedentes de la industria lactea y azucarera
como fuentes de carbono para el cultivo de Streptococcus lutetiensis A45212
evaluando el comportamiento cinético asi como la produccion de posibles
bacteriocinas. Por un lado, este trabajo representa un enfoque en el que se llevé a
cabo la biovalorizacion de compuestos de bajo costo para la produccién de
metabolitos de valor afiadido Utiles para la industria alimentaria. Los resultados de
este estudio demuestran el beneficio de utilizar residuos agroindustriales para la
produccion rentable de bacteriocinas para sustituir otro tipo de compuestos usados
actualmente, sin embargo las evaluaciones tecnoeconémicas seran las encargadas
de determinar la viabilidad real de ambas perspectivas con el fin de desarrollar
procesos baratos y eficientes para la produccién a gran escala de bactericionas para
Su uso en la industria de alimentos. Por otro, se da evidencia de que esta posible
bacteriocina, producida por una cepa de BAL proveniente de un alimento
fermentado tradicional mexicano, es una opcion atractiva como conservador natural
para el desarrollo de alimentos minimamente procesados, ya que posiblemente
tenga una mejor actividad antimicrobiana que la nisina que actualmente se

comercializa (Qualact N: nisina).
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8. CONCLUSIONES

Los medios alternativos propuestos a base de lactosuero y melaza de cafa
soportaron tanto el crecimiento de S. lutetiensis A45212 como la produccion

de sustancias con actividad antimicrobiana.

El medio MRS comercial confirmé ser el ideal para el desarrollo de S.

lutetiensis A45212 y la produccion de sustancias antimicrobianas.

Con base en el andlisis estadistico, los medios MCA-1 y MCA-2 representan
una opcioén viable para producir biomasa y sustancias antimicrobianas, por lo
gue existe la posibilidad de sustituir los medios convencionales, haciendo los

procesos mas baratos.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar la purificacion y caracterizacion de las posibles bacteriocinas
producidas por S. lutetiensis A45212 en estos medios de cultivo

alternativos.

Analizar el efecto de otros factores tales como la temperatura y el pH
sobre el crecimiento y la produccion de sustancias antimicrobianas por
S. lutetiensis A45212 en estos medios para tener un conocimiento mas
detallado del proceso fermentativo.

Llevar el estudio al siguiente nivel, en biorreactor, para sentar las bases
tecnolégicas para la produccion de sustancias con actividad
antimicrobiana por S. lutetiensis A45212, y darle una aplicacion

comercial.

Ahondar més en la dinamica de produccion de posibles bacteriocinas de
esta cepa de BAL, y seguir explorando mas materiales de desecho para
la produccion de bio moléculas que reduzcan la contaminacion

ambiental.
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10.ANEXOS
Anexo 1

A. Medios de cultivo

1. Medio BHI amortiguado (placay sobrecapa)
Medio utilizado en la prueba de difusion en agar. El fosfato monobasico vy el

fosfato dipotasico mantienen la estabilidad del pH en el medio.

Tabla A.1. Medio BHI amortiguado (placa)

Compuesto g/L
BHI (OXOID®) 37
Agar bacteriolégico (BD Bacto®) 17
Fosfato monobasico de potasio (J. T. 4.3
BAKER®)
Fosfato dipotésico (J. T. BAKER®) 10

Tabla A.2. Medio BHI amortiguado (sobrecapa)

Compuesto g/L
BHI (OXOID®) 15
Agar bacteriolégico (BD Bacto®) 8
Fosfato monobésico de potasio (J. T. 4

BAKER®)
Fosfato dipotasico (J. T. BAKER®) 10
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Anexo 2

A. Preparacion del reactivo de DNS

El reactivo de DNS se prepard de la siguiente manera: en un vaso de
precipitados de 1000 mL se disolvieron 3.75 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
y 50 g de tartrato de sodio y potasio en 350 mL de agua agitando
constantemente. Posteriormente la solucion preparada se mezclé con 7
g de NaOH, 2.7 g de fenol y 2.95 g de metabisulfito de sodio. La solucion
se vertid a un matraz aforado de 500 mL y se aforo con agua destilada
hasta completar el volumen total. El reactivo se guardd en un frasco color

ambar para su proteccion de la luz.

B. Curva Patron de glucosa

B.1. Método de DNS (azucares reductores)
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B.2. Método Fenol- Sulfurico (azucares totales)
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C. Determinacion de proteina mediante el método de Bradford

Fundamento: Este método depende de la interaccion relativamente inespecifica
entre un colorante hidrofébico (azul brillante de coomasie G-250) y las proteinas
en sus residuos basicos y aromaticos. Hay un cambio en el maximo de absorcion
del colorante de 465 a 595 nm, pasando de un color rojo a azul, y es este
aumento en la absorcibn a 595 nm el que se mide (Bradford, 1976). Es
relativamente sensible a la presencia de contaminantes tales como restos de
detergente y liquidos organicos como el metanol. Su principal ventaja es que

resulta mas rapido y facil de emplear que otros métodos alternativos.
C.1. Curva patrén de Bradford

Se utilizé el microensayo estandar de diluciones para obtener la curva patron de
Bradford partiendo de un stock de albumina de suero bovino (BSA) Bio-Rad®

estandar de 2 mg/mL. Se realizaron las diluciones a concentraciones conocidas




Anexo |87

que fueron de 1.25 a 25 yg/mL. Las preparaciones se realizaron por triplicado y
se leyo la absorbancia de cada solucion en el espectrofotometro Genesis 10S

UV-VIS a 595 nm y se obtuvo la curva patron.
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Tabla A.3. Datos obtenidos de la fermentacion de la cepa de Streptococus
lutetiensis A45212 en el medio MRS.

Tiempo Log UFC/mL pH Azlcares Actividad Proteina
(h) Totales (g/L) antimicrobiana (mg/mL)
Diametro de halo
de inhibicién
(mm)

0 7.28 +0.084 6.54+0 20.45+0.476 19+0.816 6.28 +0.125
3 8.29 +0.041 5.94 +0.012 19.33 £ 0.507 22 +0.479 5.14 +0.207
6 8.65 £ 0.059 5.00+£0.010 16.31+0.463 23.3+0.645 5.82+£0.141
9 9.21 +0.025 4.70 £ 0.005 15.23 £ 0.586 23+0.5 5.50+0.140
12 9.23 £ 0.063 4.58 +0.010 14.67 £0.410 23+0.5 5.25+0.166
24 9.24 +0.045 4.56 £ 0.006 12.47 £ 0.588 23+0.5 4.71+0.146

Nota: los valores obtenidos son el promedio de dos fermentaciones con dos replicas

cada una * desviacion estandar.

Tabla A.4. Datos obtenidos de la fermentacion de la cepa de Streptococcus
lutetiensis A45212 en el medio MCE-1 (Lactosuero suplementado con MRS sin
ajuste de la fuente de carbono).

Tiempo Log UFC/mL pH Azlcares Actividad
(h) Totales (g/L) antimicrobiana
Diametro de halo
de inhibicién (mm)
0 7.35+0.060 6.07%0 55.73 £0.520 18 £0.577
3 8.29+0.118 5.77 £0.010 54.57 £1.202 19+0.577
6 8.67 +0.035 4.95 +0.040 50.34 £ 0.183 21+0.5
9 8.74 £ 0.067 4.67 £0.024 48.14 +0.521 21+ 0.5
12 9.01+0.116 4.52 +0.013 47.26 +0.739 21+0.5
24 9.02 £0.113 4.40 +£0.015 37.81+1.240 21+0.5

Nota: los valores obtenidos son el promedio de dos fermentaciones con dos replicas

cada una * desviacion estandar.
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Tabla A.5. Datos obtenidos de la fermentacion de la cepa de Streptococcus
lutetiensis A45212 en el medio MCA-1 (Lactosuero suplementado con MRS con
ajuste de la fuente de carbono).

Tiempo Log pH Azlcares Actividad Proteina Biomasa
(h) UFC/mL Totales antimicrobiana (mg/mL) (g/L)
(g/L) Diametro de
halo de
inhibicién (mm)
0 7.38 £0.065 6.42+0 20.31+0.583 170 8.82+0.382 0.0410.014
1 7.43£0.104 0.09 +0.014
2 7.81+0.043 0.18 +0.042
3 8.52+0.046 5.68+0.005 19.45+0.336 21+0.577 8.78 £0.425 0.37+0.014
6 8.90+0.043 4.70+0.005 17.49 +0.482 22+0.5 8.96+0.221 0.6310.014
9 8.96+0.061 4.44+0.005 15.29+0.757 22+ 0.5 7.58+0.217 0.92+0.219
12 9.00+0.082 4.34+0.006  14.79 +0.863 22+0.5 6.52+0.855 1.33+0.021
24 8.82+0.053 4.16+0.005 13.35+0.168 21+0.5 5.37+0.187

Nota: los valores obtenidos son el promedio de dos fermentaciones con dos

replicas cada una + desviacion estandar.

Tabla A.6. Datos obtenidos de la fermentacion de la cepa de Streptococcus
lutetiensis A45212 en el medio MCE-2 (Melaza de cafia sin ajuste de la fuente de

carbono).
Tiempo Log UFC/mL pH AzlUcares Actividad
(h) Totales (g/L) antimicrobiana
Diametro de halo
de inhibicién (mm)

0 7.36 £0.045 5.91 +0.040 4296 +1.778 11+0.816

3 8.48 +0.041 5.31+0.010 33.51+0.769 15+0.5
6 8.70+0.039 4.21 +0.005 30.65 +£0.816 18 £0.957
9 8.97 £ 0.069 3.90+0.015 23.23£0.166 19+0

12 9.07 +£0.022 3.82+0.035 19.99 £ 0.375 19+0.816

24 8.78 £ 0.045 3.75+0.010 15.37 +0.270 17 +0.500

Nota: los valores obtenidos son el promedio de dos fermentaciones con dos

replicas cada una + desviacién estandar.
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Tabla A.7. Datos obtenidos de la fermentacion de la cepa de Streptococcus
lutetiensis A45212 en el medio MCA-2 (Melaza de cafia con ajuste de la fuente de

carbono).
Tiempo Log pH Azlcares Actividad Proteina Biomasa
(h) UFC/mL Totales antimicrobiana  (mg/mL) (g/L)
(g/L) Diametro de
halo de
inhibicion (mm)
0 7.35+0.064 6.67+0.017 20.81+0.374 12.3+0.5 10.88+0.229 0.065+0.035
1 7.52 £0.025 0.12+0.028
2 7.78 £ 0.048 0.2+0.064
3 8.64+0.068 5.56+0.026  18.01+1.957 17 +0.5 10.46+0.216  0.35+0.007
6 9.02+0.092 4.26+0.008  15.33+0.760 22+0.5 9.90+0.152  0.51+0.078
9 9.06 +0.029  4.00+0.006  12.69+ 1.207 220 9.92+0.113  0.72+0.064
12 9.12+0.032 3.95+0.006 11.58+1.386 23+0 10.38+0.201  0.98+0.247
24 8.6+0.117  3.90+0.012  9.39+0.618 16 +£0.577 4.80+0.134

Nota: los valores obtenidos son el promedio de dos fermentaciones con dos replicas

cada una * desviacion estandar.
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Anexo 4

Analisis estadistico

ANOVA, utilizando el programa Statistical Packagefor the Social Science (SPSS
10.0 para Windows)

Tabla A8. Anadlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
disminucion de pH considerando las variables: medios de cultivo (MRS, MCE-
1, MCE-2, MCE-3, MCE-4) y fermentaciones realizadas (2 fermentaciones en

cada medio).

Fuente de Sumade G. | Cuadrado | F F tablas Interpretacion
Variacién cuadrados | L. | medio calculada | (a)
0.05 | 0.01

Medios 2.207 | 4 0.552 | 2128.673 | 3.18 | 5.21 | **
Fermentacion 0.002 | 1 0.002 7.715| 4.67 | 9.07 | *
Repeticiones 8x107° 8x107° 0.309 | 4.67 | 9.07 | NS

Error 0.003 | 13 0
Total 2.213 | 19

*Diferencia significativa (P<0.05)

**Diferencia altamente significativa (P<0.01)

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

MCE-1 Medio con lactosuero suplementado con MRS SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-2
Medio con lactosuero suplementado con MRS CON ajuste de la fuente de carbono, MCE-3 Medio
con melaza de cafa SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-4 Medio con melaza de cafia CON
ajuste de la fuente de carbono

La evidencia indica que hay diferencia altamente significativa en el analisis de
varianza entre los medios de cultivo evaluados para disminuir el pH, entre las
mismas fermentaciones realizadas en cada medio existe diferencia significativa. Por
otro lado, no existe evidencia suficiente que sugiera interaccion entre las variables
utilizadas. Para un mejor analisis se requiere ampliar el nUmero de repeticiones. Se
realizaron las pruebas de rangos mdltiples (prueba de Duncan) para determinar el

medio de cultivo con el que se obtuvo la mayor disminucién de valor de pH.
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Tabla A9. Prueba de Duncan para la comparacién del efecto de los medios

Clasificacion con el paquete SPSS

Medio de Cultivo

Interpretacion

Melaza sin ajuste 4.21+0.08

Melaza con ajuste 4.26+0.008°
LS con ajuste 4.70+0.005°¢
LS sin ajuste 4.95+0.040¢
MRS 4.99+0.010¢

abcde ) otras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los medios de cultivo.

LS lactosuero

El paquete reportd 5 grupos. Para su identificacion se asigné una letra diferente a

cada grupo. Para identificar el medio de cultivo con el cual se obtuvo un mayor

disminucién de los valores de pH se consider6 el medio de cultivo donde termina el

ultimo grupo, el cual corresponde a la letra e. Asi se concluye que la mejor respuesta

se obtuvo con el medio MRS.

Tabla A10. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el
consumo de hidratos de carbono considerando las variables: medios de
cultivo (MRS, MCE-1, MCE-2, MCE-3, MCE-4) y fermentaciones realizadas (2

fermentaciones en cada medio).

Fuente de Sumade G. | Cuadrado | F F tablas Interpretacién
Variacion cuadrados | L. | medio calculada | (a)
0.05 | 0.01

Medios | 3577.854 | 4 894.463 | 1978.942 | 3.18 | 5.21 | **
Fermentacion 121 1 1.21 2.678 | 4.67 | 9.07 | NS
Repeticiones 005| 1 0.05 0.111 | 4.67 | 9.07 | NS

Error 5.876 | 13 0.452

Total 3584.99 | 19

*Diferencia significativa (P<0.05)
**Diferencia altamente significativa (P<0.01)
NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

MCE-1 Medio con lactosuero suplementado con MRS SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-2
Medio con lactosuero suplementado con MRS CON ajuste de la fuente de carbono, MCE-3 Medio
con melaza de cafa SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-4 Medio con melaza de cafia CON
ajuste de la fuente de carbono
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Los resultados indican que hay diferencia altamente significativa en el andlisis de
varianza del consumo de la fuente de carbono por efecto del medio de cultivo, sin
que haya diferencia significativa entre las fermentaciones y las repeticiones. Para
un mejor andlisis se requiere ampliar el nGmero de repeticiones. Se llevé a cabo la
prueba de rango multiple (Duncan) para identificar el medio de cultivo que generd

el mayor cambio en el consumo de la fuente de carbono.

Tabla All. Prueba de Duncan para la comparacién del consumo de la fuente
de carbono en los diferentes medios de cultivo.

Clasificacion con el paquete SPSS

Medio de Cultivo Interpretacion
Melaza con ajuste 15.33+0.76%
MRS 16.31+0.65
LS con ajuste 17.49+0.31°
Melaza sin ajuste 30.65+£1.11°
LS sin ajuste 50.34+0.23¢

abed | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los medios de cultivo.
LS lactosuero

El paquete reporté 4 grupos. Para su identificacion se asigno una letra diferente a
cada grupo registrado. Asi, para identificar el medio de cultivo con el cual se obtuvo
el mayor consumo de la fuente de carbono por parte de la cepa de BAL se consideré
el medio donde termina el Ultimo grupo, el cual corresponde a la letra d. Asi se
concluyd que la mejor respuesta se obtuvo con el medio a base de lactosuero
suplementado sin ajuste de la fuente de carbono. Con base en este parametro, los
medios a base de melaza de cafa con ajuste de la fuente de carbono y MRS

resultan estadisticamente muy semejantes.
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Tabla A12. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el
crecimiento de la cepa de BAL considerando las variables: medios de cultivo
(MRS, MCE-1, MCE-2, MCE-3, MCE-4) y fermentaciones realizadas (2
fermentaciones en cada medio).

Fuente Sumade |G.|Cuadrado |F F tablas Interpretacién
de cuadrados | L. | medio calculada | (a)
Variacion
0.05 | 0.01
Medios 0.212 | 4 0.053 4.374 | 3.06 | 4.89 | *
Error 0.182 | 15 0.012
Total 0.393 | 19

*Diferencia significativa (P<0.05)

**Diferencia altamente significativa (P<0.01)

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

MCE-1 Medio con lactosuero suplementado con MRS SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-2
Medio con lactosuero suplementado con MRS CON ajuste de la fuente de carbono, MCE-3 Medio
con melaza de cafa SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-4 Medio con melaza de cafia CON
ajuste de la fuente de carbono

Los resultados indican que hay diferencia significativa en el analisis de varianza del
efecto del medio de cultivo en el crecimiento de la cepa de BAL. Se llevo a cabo la

prueba de rango mdltiple (Duncan) para identificar el medio de cultivo que generé
un mayor crecimiento de la cepa de Streptococcus lutetiensis A45212.

Tabla A13. Prueba de Duncan para la comparacion del crecimiento en los
diferentes medios de cultivo.

Clasificacion con el paquete SPSS

Medio de Cultivo Interpretacion
LS sin ajuste 8.66+0.0352
MRS 8.69+0.0652
Melaza sin ajuste 8.70+£0.0392
Melaza con ajuste 8.84+0.228°
LS con ajuste 8.89+0.041°

ab | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los medios de cultivo.
LS lactosuero
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El paquete report6é 2 grupos. Para su identificacion se asigné una letra diferente a
cada grupo y para identificar el medio de cultivo que dio lugar a un mayor
crecimiento de la cepa de Streptococcus lutetiensis A45212 se consideré el medio
donde termina el dltimo grupo, el cual corresponde a la letra b. Asi se concluye que
el mayor crecimiento se dio en las fermentaciones con los medios a base de melaza

de cafa y lactosuero suplementado, ambos con ajuste de la fuente de carbono.

Tabla 14. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
actividad antimicrobiana considerando las variables: medios de cultivo (MRS,
MCE-1, MCE-2, MCE-3, MCE-4) y fermentaciones realizadas (2 fermentaciones
en cada medio).

Fuente de|Suma de|G. | Cuadrado |F F tablas | Interpretacion
Variacion cuadrados | L. | medio calculada | (a)

0.05 | 0.01
Medios 505| 4 12.625 84.167 | 3.18 | 5.21 | **
Fermentacion 005| 1 0.05 0.333 | 4.67 | 9.07 | NS
Repeticiones 125] 1 1.25 8.333 | 4.67 | 9.07 | *
Error 19513 0.15
Total 53.75 | 19

*Diferencia significativa (P<0.05)

**Diferencia altamente significativa (P<0.01)

NS No hay diferencia significativa (P>0.05)

MCE-1 Medio con lactosuero suplementado con MRS SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-2
Medio con lactosuero suplementado con MRS CON ajuste de la fuente de carbono, MCE-3 Medio
con melaza de cafa SIN ajuste de la fuente de carbono, MCE-4 Medio con melaza de cafia CON
ajuste de la fuente de carbono

La evidencia indica que hay diferencia altamente significativa en el analisis de
varianza del efecto del medio de cultivo en la actividad antimicrobiana y no existe
diferencia entre las fermentaciones. Por otro lado se presenta diferencia significativa
entre las repeticiones. Se realizd la prueba de rangos mdultiples (Duncan) para
determinar el medio de cultivo con el cual se obtuvo el mayor espectro de inhibicién

frente a Listeria monocytogenes por efecto del medio del cultivo.
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Tabla A15. Prueba de Duncan para la comparacion de la actividad
antimicrobiana en los diferentes medios de cultivo.

Clasificacion con el paquete SPSS

Medio de Cultivo

Interpretacion

Melaza sin ajuste

18.5+0.0352

LS sin ajuste

20.75+0.065°

Melaza con ajuste

21.75+0.039¢

LS con ajuste

22+0.228°

MRS

23.25+0.0414

abed | etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los medios de cultivo.
LS lactosuero

El paquete report6 4 grupos. Para su identificacion se asign6 una letra diferente a
cada grupo. Para identificar el medio de cultivo con el cual se obtiene la mayor
actividad antimicrobiana se considero el medio de cultivo donde termina el dltimo
grupo, el cual corresponde a la letra d. Asi se concluye que la mayor actividad
antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes se obtiene con el medio MRS, lo
cual era de esperarse ya que el medio fue utilizado como referencia y esta reportado
gue es el medio que promueve un abundante crecimiento y niveles relativamente
altos de bacteriocina. Sin embargo los medios los medios a base de melaza de cafa
y lactosuero, ambos con ajuste de la fuente de carbono, muestran buenos
resultados, comportamiento que se correlaciona con el crecimiento ya que son los

gue muestran un éptimo crecimiento.
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