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—Tienes que ser un hombre fuerte, y tu vida tiene que ser verdadera.

—¢Que es una vida verdadera?

—Una vida que se vive con la cereza nitida de estar viviéndola; una vida buenq,
fuerte.

—Mira cada camino de cetca y con intencidn, luego hazte a ti mismo, y a ti solo, una
pregunta........ iHene corazdn este camino?

—Debes tener siempre presente que un camino es sélo un camino; si sienfes que no
deberias seguirlo, no debes seguir en el bajo ninguna condicién.....tv decision de
seguir en el camino o de dejario debe estar fibre de miedo y ambicion.

——Tiene corazén este camino?

—Si fiene, el camino es bueno; si no, de nada sirve. Ningin camino lleva a ninguna
parle, pero uno tiene ¢orazdn y el otro no. Uno hace gosozo el vigje, mientras lo sigas,
eres uno con él. El otfro te hard maldecir tu vida. Uno te hace fuerte, el otro te debliita.

—Antes de embarcarte en cualquier camino tienes que hacer la pregunta: ¢tlene
corazdén este camino? Si la respuesta es no, tu mismo lo sabrds, y deberds entonces
escoger ofro camino.

—Un camino sin corazén nunca es disfrutable. Hay que trabajar duro tan sélo para
tomarlo. En cambio, un camino con corazdn es fdcil: no te hace trabajar por tomarle
gusto.

—Para mi sélo recomer los caminos que tienen corazén, cualquier camino que tenga
corarén... nada mds puede intentarse que establecer el principlo y la diteccién de un
camino Infinltamente largo....

Carlos Castaneda
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Resumen

La cepa de Pediococcus acidilactici 8042 se utilizd en estudios previes como cuttivo iniciador en
la elaboracién de embutidos madurados, en los que se obtuve una mejor calidad santtaria al comparar
con los no inoculades. En virtud de que otras cepas de Pediococcus acidilacticl producen bacteriocinas,
moléculas responsables del confrol de la flora normal y de algunos microorganismos patégenos, se
planted la posibilidad de que esta cepa produjera este fipo de moléculas.

Se estudié la actividad de bacteriocina de la cepa Pediccoccus acidilactici ATCC 8042 en la
Inhibicién de Staphylococcus aureus ATCC 4538p, para evaluar el efecto se aplicaron tanto pruebas
cudlifativas de difusion en agar como cuantifativas (turbidimétricas, curvas de inhibicién o muerte y
concentracién minima inhibitoria).

ta prueba de difusién en agar evidencié una zona de inhibicion de crecimiento del
microoiganismo de prueba en un medio libre de carbohidiatlos y en anaerobiosis, lo que pemmitic
eslabiecer que se encontraba actividad de bacteriocina. La naturalera proteica del compuesto se
detects al inhibir su actividad por fratamiento con tipsina.

Las pruebas cuaniitativas permitieron establecer una curva de muerte, y se cuantificé un menor
numero de células viables (UFC/mI) cuando se adicioné mayor canfidad de sobrenadante. Se logré la
inhibicién de 44% de las células de S. aureus en 10 horas. La Concenhacién Minima Inhibitoria se
encontré al adicionar 0.5 ml de sobrenadante:2.5 ml de BHl y 0.1 ml de cepa Indicadora.

Enhre las pruebas realizadas para caracterizar a ta cepa se detecto la presencia de un plasmido
con peso molecular de 2,700 kDa, que no coincide con los reportados en la literatura para ofras cepas de
Pediococcus acidilactici.

Se estudio también el efecto de la formulacién del medioc de crecimlento en ki produccién de
bacterdocinas mediante un diseiio orfogonal Ls en donde se modificaron los niveles de la fuente de
carbono (sacarosa), de los requermientos especiales (dcido ascérbico y sultato de manganesc) y del
agente nevhalizante (carbonato de calclo). Como variables de respuesta se analizaron la velocidad de
crecimiento y la produccion de bacteriocina.

El andlisis estadisico con el Programa SPSS aplicande un ANOVA de dos vias demostré una
diferencia allumente significativa (p< 0.01) enfre los resultados de crecimiento medido (u) por
Absorbancia de los diferentes fratamientos. La prueba de Duncan (p< 0.01) establecié la formacién de 4
subgrupos donde resalta que el mayor etfecto se debié al MnSO.. El mejor medio para producir ia mayor
¢ fue ol MRS modificado con 2% de sacarosa, 0.1% de dcido ascérbico, 0.025% de MnSOs, 0.002% de
CaCOa. La produccién de bacteriocina mosté independencia entre los resultados de Absorbancia, g de
las cinélicas y los halos de inhibicion de cada sobrenadante no existlendo comelacién. Existe una
relacién inversa entre i y produccidén de bacteriocina. La formulacién que produjo los hales de inhibicién
mas grandes fue el MRS modificado con 1% de sacarosa, 0.15% de dcldo ascorbico, 0.02% de MnSOs,
0.002% de CaCOs.

Finaimente se estudié el comporfamiento de la cepa ante diferentes condiciones de Hofillzacién
Yy se empled MRS modificado como contol. Las variantes probadas fueron la adicién o no de
crioprofector y neutralizante y se determiné el efecto de los mismos en la viabilidad, en el perfil de
fermentacion de carbohidratos y en la actividad de bacteriocina.

Los resultados obtenidos sefialan que ki cepa liofilzada en MRS modificado adicionado de
crioprotector y neutralizante conservé una mayor viabilidad (74.34%) cuando se adicioné croprotector y
neutralizante. Se observé que ki lofillzacién no modificé el perfil de fermentacién de los carbohidratos al
utilizar ) MRS modificado solo o con adicién de crioprotector y neutralizante. El medio de suspensién si
tuvo una influencia atamente significativa (p<0.01) en la produccion de bacteriocina evaluada port halos
de inhibicion mediante ki prueba de difusién en agar, ya que fueron mayores los obtenidos de los lotes
con adicion de crioprotector y nevhalizante.



JUSTIFICACION

Las Bacterias Acido-Lacticas (BAL) han demostrado producir sustancias inhibidoras tales
como perdxido de hidrégeno, bacteriocinas y dcido iactico, los cuadles tienen actividad
bactericida y/o bacteriostdtico sobre bacterias susceptibles. Esto asegura su dominio sobre la fiora
natural y/o patégena cuando se les utiliza como cultivo iniciador. La aplicacion de iniciadores en
dlimentos fermentados en combinacién con los propios controles del proceso, garantizan mejores
caracteristicas sensoriales y sanitarias comparados con sus comespondientes productos no
fermentados, por lo que son de considerable interés sanitario, tecnoldgico y econémico.

Las BAL tienen una condicién GRAS (generally regarded as safe), situacion que agiliza el
proceso regulatorio y facilita la aprobacién de su uso en dlimentos. la produccién de
bacteriocinas de cuitivos lacticos y el interés en el desarollo de las bacteriocinas como
conservador en alimentos se ha incrementado debido a la autorizacion por parte de la FDA-USDA,
para usar la nisina {(bacteriocina producida por Lactococcus lactis), como conservador, abriendo
la puerta a la aplicacién potencial de bacteriocinas en dlimentos. La produccién de
bacteriocinas (pediocinas) por Pediococcus acidilactici ha sido reconocida por diversos grupos
de investigacidn, quienes han demostrade que las pediocinas estudiadas inhiben bacterias
patégenas de interés sanitario en la industria alimentaria, tales como Staphylococcus aureus, L.
monocytogenes, C. botulinum, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
efc. Bste rabagjo busca demostrar que ta cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es productora
de pediocinas al utilizar como cepa indicadora Staphylococcus aureus ATCC 6538p, adecuando
para ello la metodologia propuesta en la literatura.

Muchos de los estudios redlizados en el drea se cenfran en el dislamiento de
microorganismo productores y en la purificacidn y caracterizacion de los compuestos
antibacterianos, sin embargo, existe poca informacién sobre las condiciones de produccion, por
lo que en este frabagjo se pretende confribuir al respecto vy se investigan factores del medio de
cultivo que inciden en la produccidn de estos metabolitos. Por ofro lado cabe resaltar que debido
a la poca informacién que existe en cuanto a la conservacién de BAL hay muchos problemas de
inestabilidad, recordando que de una adecuada conservacion depende el éxito de los procesos
tecnoldgicos en que se empleen. Ante ello se exploran diversas estrategias de conservacion de la

cepa con el objetivo de asegurar la produccidn de bacteriocinas.



1.0 MARCO TEGRICO

1.1. Bacterias Acido-Ldcticas

La descripcidn general de las Bacterias Acido-Lacticas (BAL) en la edicion del Manual
Bergey's (1986) indica que son cocos o bacilos Gram-positivos, agrupados en téfradas y/o pares,
no formadoras de esporas, no poseen actividad de catalasa, ni poseen citocromos, producen
Gcido lactico como producto mayoritario durante la fermentacidn de carbohidratos. Incluye los
géneros que poseen la descripcion general de las BAL fipicas: Aerococcus (A.), Lactobacillus {Lb.),
Leuconostoc {Ln.), Pediococcus {P.), Streptococcus (S.). La mayoria de los géneros son
filogenéticamente grupos distintos, en parficular Lactobacillus y Leuconostoc son  muy
heterogéneos y la cercania flogenética no corelaciona con la clasificacién basada en las

caracteristicas fenotipicas.

Se emplean actualmente nuevas heramientas para la clasificacién e identificacion de BAL. Las
subdivisiones entre los géneros y especies relacionadas han sido determinadas usando taxonomia
numérica y métodos quimiotaxonémicos; la técnica mas prometedora consiste en la hibridizacion
del DNA vy la secuenciacion de los genes del RNAr, en particular la fraccidn 16S. La comparacion
de estas secuencias es la técnica mas poderosa y mas segura para determinar las relaciones
flogenéticas de microorganismos, como se ejempilifica por las descripciones de nuevos géneros,
de este modo, Schleifer et al. (1985) y Schieifer et al. (1987) dividen a los integrantes del género
Streptococcus primero en tres: Enferococcus (E.), Lactococcus (L), y Streptococcus sensu stricto.
Mas tarde, Coliins et al. (1989) sugirieron que algunas BAL méviles diferentes a los lactococos,
formaran un género separado, Vagococcus (V.). Los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y
Pediococcus han permanecido mucho tiempo sin cambio, aunque algunas BAL en forma de
bacilos, previamente incluidas en el género Lactobacillus, ahora forman un nuevo género,
Camobacterium (C) (Collins et al. 1987; Wallbanks et al. 1990}. Coliins et al. {1990} elevaron de

nivel la especie de Pediococcus halophilus y formaron el género Tefragenococcus (T.).

Las BAL comprenden dos familias, la Streptococcaceae vy la Lactobacillaceae. La primera

comprende los géneros Aerococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,



Strepfococcus, Tetragenococcus y Vagococcus; mienfras que la segunda, a los géneros

Lactobacillus y Camobacterium. La clasificacion actual de las BAL en diferentes géneros esta

basada en sus caracteristicas diferenciales (Tabla No 1j:

« Morfologia celular: cocos o baciios

e Modo de fermentar la glucosa: se distinguen 2 vias de fermentacidén enfre las BAL la
fermentaciéon homolactica, que por la via glucoliica Embden-Meyerhoff genera casi
exclusivamente dcido lactico como producto findl, y la fermentacidn heteroldctica, la que por
la Via de las pentosas-fosfato {fosfogluconato-fosfocetolasa) genera ofros productos ademds
del acido lactico, tales como etanol, acetato y CO2

« Configuracion del dcido Iactico producido: D, L, 0 ambos

« Crecimiento a diferentes temperaturas

» Capacidad para crecer en altas concentraciones de sal

« Tolerancia a dcido o dlcali

Tabla No 1
Caracteristicas diferenciales de las BAL®
Bacilos Cocos
Vagoc.
Cam. __Lb. Aer. __Ent.  Lactoc. leuc. Ped. Strep. Tetr.

Formacién de tétradas - - + - - - + - +
CO» de glucosar - + - - - + - - .
Crecimiento a 10°C + + + + + + + - +
Crecimiento a 45°C - t - + - - + + -
Crecimiento a 6.5% NaCl NDe + + + - + + - +
Crecimiento a 18% NaCl - - - - - - - +
Crecimiento a pH 4.4 ND + - + + + + - -
Crecimiento a pH 9.6 - - + + - - - +
Acido Lacticos L DLDle} L L L D iDle L L

a4+ posifiva; -, negativa; +, ka respuesta varia entre especies; ND, no determinada.

sPrueba de glucosa parahomo o heferofermentacién; negativa y positiva denoia homofermentativa y heterofermentativa,
respectivamente.

cConfiguracién det dcido Kctico producido de ki ghicosa.

9No se hareportado crecimiento en 8% de NacCl.

°Produccién de O-. -, o DL-dcido lactico varia entre especies.

Fuente: Axebson, 1993; Manual Bergey's, 1984,



1.1.1. Usos y aplicaciones

Bxiste gran interés por parte de la Asociacion Nacional de Procesadores de Alimentos de los
Bstados Unidos en incrementar la seguridad de los alimentos minimamente procesados y
conservados en refrigeracién, ya que aplicar sdlo refrigeracion puede implicar 2 problemas:
al B 20% de los refrigeradores, tanto comerciales como residenciales, se mantienen a
temperaturas superiores a los 10°C y
b} Lsteria monocytogenes y otros patégenos pueden crecer a temperaturas cercanas a la
temperatura de congelacion.

De ahi que esta asociacion recomienda considerar barreras adicionales para controlar el
crecimiento de microorganismos en alimentos refrigerados. Tales bamreras pueden ser a fravés del
uso de BAL, ya gque esta forma de conservacion de dlimentos es aceptado por los consumidores

como “natural" y “promotor de Ia salud".

La fermentacién de alimentos es la forma mas antigua de conservar alimentos, situacién que ha
generado un enorme interés en los métodos bioldgicos de conservacion, procedimiento
identificado ya como “bioconservacion”, y que se define como el uso de BAL, sus productos
metabdlicos o ambos para mejorar o asegurar la caiidad de los alimentos que son generalmente
considerados fermentados, debido a la produccién de dcidos orgdnicos {lactico, acético,
propidnico, cifrico, etc.) a temperaturas confroladas de acidificacién. La produccidn controlada
de dcido in situ es una forma importante de bioconservacidon en la que estdn involucrados
muchos factores, entre los que resaltan el pH inicial, su capacidad amortiguadora, el tipo de
organismo, la naturaleza y concentracion del carbohidrato fermentable, ingredientes que pueden
influir en la viabilidad y velocidad de crecimiento de las BAL, y las velocidades de crecimiento de

BAL y patégenos a temperaturas extremas {Montville y Winkowski, 1997).

Algunos géneros de BAL se utilizan como cultivos iniciadores para producir una variedad de
dimentos fermentados derivados de carne, leche, pescado, verduras, frutas y ceredles. La
aplicacién de BAL como cultivos iniciadores garantizan mejores caracteristicas sensoriales y
sanitarias  del producto final, comparados con sus comrespondientes productos no fermentados,

coniribuyendo en el dominio sobre la flora natural, que incluye a ofras BAL y/o patdgenas, como



Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium botulinum, Listeria spp., Yersinia spp., E. coli,
etc. Las bacteriocinas, diacetilo y perdxddo de hidrégeno producidos por algunas cepas de BAL
son anfibacterianos con actividad bactericida y/o bacteriostdtica que contribuyen a ia inhibicién
de bacterias responsables del deterioro de dlimentos y/o patégenas sin cambiar la naturaleza
fisico-quimica de los alimentos {Anderson, 1988; Bacus y Brown, 1981; Bello y Durdn 1992, Gililand vy
Speck, 1975; Hanis et al. 1989; Schiffner, 1978; Daeschel 1989; Guerrero, 1989; Klaenhammer, 1988;
Lewus y Montville, 1991: Motlagh, et al. 1991; Smulders, 1986 y Montville y Winkowski, 1997).

La naturaleza fermentativa de las BAL es también de considerable interés académico ya que
son excelentes sistemas modelo para el estudio de la transduccién de energia, fransporte de soluto

y biologia de la membrana (Kashket, 1987; Konings et al. 1989; Maloney, 1990; Axelsson, 1993).

1.2.. Género Pediococcus

El Manual Bergey’s (1986) vy Riebel y Washington, (1990) describen a los Pediococcus como un
grupo de bacterias Gram-positivas, inmdviles, no encapsuladas, homofermentativas, anaerobios
facultativos, cuyas células esféricas forman principaimente tétradas, aunque también se les
encuenfra formando pares. Son catalasa negativos, no forman indol, la mayoria no reducen
nifratos, no hidrolizan hipurato de sodio y no son patégencs a plantas ni animales . Las  colonias
varian en tamafo de 1-2.5 mm de didmetro, son lisas redondas, de color blanco grisdceo. Todas
las especies crecen a 30°C, pero las temperaturas éptimas se encuentran entre 25-40°C. Son
quimioorgandéirofos requiriendo un medio rico, factores de crecimiento complejos, asi como de
aminodcidos. Su crecimiento depende de la presencia de carbohidratos y la  glucosa es

fermentada por la ruta Embden-Meyerhoff a D(+) & L{-})-lactato, sin formacidn de gas.



Existen siete diferentes especies de Pediococcus identificadas:

1. Pediococcus acidilactici 4. Pediococcus inopinatus 7. Pediococcus urinaequi
2. Pediococcus damnosus §. Pediococcus parvulus
3. Pediococcus dexdranicus 4. Pediococcus penfosaceus

Las cudles pueden ser agrupadas de acuerdo con su sensibilidad a la temperatura, pH y NaCl,

como se observa en la Tabla No 2.

Tabla No 2
Condiciones diferenciales de crecimiento de las especies del Género Pediococcus

caracteristicas acidil. damnosus  dextranicus  inopinalus  parvulus penfosaceus  urinaequi

Crecimiento a

35°C + - + + + + +
40°C + - + - - + +
50°C + - - - - - -
Crecimiento a

pH4.2 + + - - - + -
pH7.5 + - + d + + +
pH85 d - - - - d +
Crecimiento en

4% NaCl + - + + + + +
6.5% NaCl + - - d + + +
18% NaCl - - - - - - -

fuente: Manual Bergey’s, 1984,

1.2.1. Pediococcus acidilactici

Pediococcus acidilactici crece en forma éptima a 30°C, con un méximo tolerable a los 52°C, se
destruye por calentamiento a los 70°C por 10 minutos. Produce dcido lactico a partir de glucosa,
galactosa, arabinosa, maltosa, manitol y dextrinas; algunas cepas lo producen también a partir de

sacarosa y lactosa. Sus caracteristicas primarias y secundarias se muestran en la Tabla No 3.



Tabla No 3

Caracteristicas primarias y secundarias de P. acidilactici

Gram (+) cloruro fénico {+)
reduccién de nitratos () protedlisis de suero (-}
licuefaccion de la gelatina (-} produccion de gas a partir de la glucosa (-}
lipolisis (+/-) hemdlisis {-)
oxidasa -} catalasa )
peroxidasa {-) esculina 0.5% {+)
manitol 3% -} salicina 2% {+)
rafinosa 3% - celobiosa 1% (+)
frehalosa 0.5% {+) glicerina 1% (+}
maltosa 2% {+) manosa 1% (+)
sacarosa 0.5% {+) galactosa 1% (+}
lactosa 2% {+) fructosa 1% {+)
glucosa 1% +) dulicitol 1% {-)
arabinosa 3% (-) sorbitol 1% =)
almiddn soluble 2% {+) adonitol 1% {-)
dextrina 2% (+) xlosa 1% <)
ramnosa 1% {-) melobiosa 0.5% (+)

Fuente: Axelsson, 1993; Manual Bergey’s, 1986; Schifiner, 1978.

Riebel (1990} realizd un estudio de las aldolasas de varias cepas demostrando que Pediococcus
pentosaceus y Pediococcus acidilactici estdn estrechamente relacionados y que son diferentes
de Pediococcus parvulus, ademds hay evidencia de que no todas las cepas de Pediococcus
pentosaceus poseen alguna aldolasa.  Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus
estan relacionados por el DNA homdlogo. Se ha reportado que hay diferenciacion fisioldgica entre

ambos (Manuat Bergey's, 19864).

H método APl (Analytical Profile Index, Alalytab Products, Planview, N. Y.} permite una rapida

identificacidén de las especies y niveles de biotipos de Pediococcus acidilactici y Pediococcus



pentosaceus. Las propiedades de estas especies incluyen reacciones positivas para las pruebas de
Voges-Proskauer, 8-galactosidasa y leucina arilamidasa. Hay reacciones negativas para fosfatasa
alcdlina, a-galactosidasa, 8-glucuronidasa e hipurato. Ofras pruebas para su diferenciacién son
fermentacidén de arabinosa, celobiosa, glicerol, manitol, salicina y sacarosa. Sin embargo, Riebel

{1990) menciona que hay respuestas variables y no concluye nada al respecto.

1.2.2. Usos y Aplicaciones

El primer cultivo iniciador de Pediococcus acidilactici para la conservacion de embutidos se
utilizé en 1957. Este se conocia con anterioidad como Pediococcus cerevisiae pero estudios

subsecuentes lo reclasificaron como tal (Manual Bergey’s 1986).

Bello y Durdn {1992}, utiizaron Pediococcus acidilactici en la elaboracién de salami, y
demostraron que los productos elaborados con P. acidilactici tenian mejores caracteristicas
sensoridles {textura, color, aroma) y sanitarias durante ia maduracion-fermentaciéon, que aguellos
lotes a los que no se adiciond el iniciador. Por ofro lado se ha reportado que P. acidilactici, P.
pentosaceus y P. acidophilus presentan gran resistencia a la fiofilizacion y un crecimiento rdpido en
sustratos cdrnicos, aspectos que favorecen su uso como cultivos iniciadores en la elaboracidn de

productos carnicos (Bacus, 1981; Belio y Durdn, 1992 y Motlagh, 1991).

1.3. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias antibacterianas producidas por gran diversidad de especies
bacterianas. &l significado original del término bacteriocina contempla caracteristicas comunes a
las colicinas. Las bacteriocinas forman un grupo heterogéneo de moléculas de origen proteico
que ejercen accidn bactericida sobre bacterias susceptibles. Su clasificacidn inicial se hizo por su
espectro y modo de accidn antibacteriana, propiedades quimicas y adsorcidon a receptores

especificos de la membrana. Ultimamente se incluyen, ademds, como criterios secundarios para



clasificarlas, los receptores especificos de células sensibles y los pldsmidos ligados a su produccién

e inmunidad (Tagg et al. 1976; Daeschel, 1989).

Tagg et dl. (1976) reconocieron las diferencias entre las colicinas y las bacteriocinas producidas
por bacterias Gram-positivas. En la actualiidad la mayoria de los péptidos o proteinas bactericidas
producidas por bacterias son llamadas bacteriocinas. La produccidn de muchas de las
bacteriocinas de bacterias Gram-positivas presenta titulos de actividad muy bajos y es necesario
purificarlas a partir de grandes volUmenes de cultivo. Algunas bacteriocinas requieren de medios

solidos para su produccidn y su recuperacion se hace del agar.

Estos mismos autores sugieren siete elementos para caracterizar las proteinas antibacterianas
producidas por microorganismos Gram-positivos:

1. - Son proteinas y esto es demostrado por su pérdida de actividad al adicionar proteasas en el
medic que las contienen (Montville y Kaiser, 1993).

2. - Son bactericidas. Se sabe que muchas bacteriocinas caracterizadas como bactericidas en
sistemas modelo han demostrado ser bacteriostaticos al aplicarse en alimentos {Nielsen, et al.
1990; Pucci ef al. 1988).

3. - Las bacteriocinas tienen sitios especificos de unidn, por lo que muestran especificidad contra
ciertos patégenos, caracteristica que puede ser usada para diferenciarlas de ofro espectro de
antibacterianos, tales como acidos orgdnicos y la mayoria de antibidticos en general {Montville
y Kaiser, 1993}.

4. - Muchas bacteriocinas son codificadas por pldsmidos. Eto ha sido demostrado para
Pediococcus pentosaceus. (Daeschel y Klaenhammer, 1985); Lactobacilius acidophillus
{Muriana y Klaenhammer, 1987) y Pediococcus acidilactici {Ray y Hoover, 1993).

5. - Décadas de investigacidon en antibidticos indican gue las bactefiocinas son producidas
durante la fase de crecimiento sin la lisis del organismo productor {Lewus y Montville, 1991;
Lewus y Kaiser, 1991)

4. - B Ultimo elemento sugiere que las bacteriocinas son activas contra un amplio espectro de
bacterias cercanamente relacionadas, asi muchas bacteriocinas producidas por bacterias
Gram-positivas, son efectivas confra muchos géneros de bacterias Gram-positivas {(Montville vy

Kaiser, 1993).



7. - Aungue algunos esludios sobre proteinas antibacterianas  producidas por  BAL,
frecuentemente citan estos elementos, no deben ser inflexibles para microorganismos Gram-
positivos, ya que pocas proteinas antimicrobianas podrian caracterizarse bajo los siete

elementos (Montville y Kaiser, 1993).

Hoover (1993} enconfré que generamente la produccidn de bacteriocinas es mayor a la

temperatura optima de crecimiento de la cepa productora.

Es claro que pocas bacteriocinas de BAL poseian todos estos criterios, por lo que se propuso
que sélo aquéllas que tenian todas las caracteristicas serian designadas como bacteriocinas y
que se ulilizara ta denominacidn de “Sustancias inhibitorias similares a las bacteriocinas” (BUS por
sus siglas en inglés) para designar ofras proteinas antimicrobianas. Esto obedecid a otro propésito,
ya que al menos cinco ejemplos de bacteriocinas disladas independientemente y nombradas por
diferentes investigadores, fueron idénticas en su secuencia de aminodcidos. Para prevenir esta
confusion Jack et al. {1995) propusieron designar provisionalmente “proteina BLIS" a las producidas
por nuevas cepas y asignar nombre a nuevas bacteriocinas sdlo cuando la secuencia de

aminodcidos indicara que la bacteriocina fuese Unica.

Kiaenhammer (1988 y 1993) y Nettles y Barefoot {1993} sefalan que las bacteriocinas difieren en
su espectro de actividad, caracteristicas bioquimicas y determinantes genéticos. La mayoria de las
bacteriocinas son pequefias (3 a 10 kDa), tienen un punto isoeléctrico bésico y contienen ambos

dominios, hidrofilico e hidrofébico.

Klaenhammer (1993} clasificd a las bacteriocinas en cuatro grandes grupos (1, 1, Hll y V), Esta

agrupacidn proporciona conceptos de trabgjo Gliles para los invesfigadores de bacteriocinas.

Grupo |. Las Bacleriocinas de este grupo confienen los aminodcidos poco comunes
dehidroalanina (DHA), dehidrobutirina {DHB), lanfionina y p-metilantionina (Fgura No 1) en donde
se muestran las posiciones de dehidroalanina {DHA), dehidrobutirina (DHB), lantionina (Ala-S-Alay), v
metil lantionina {ABA-S-Ala), dcido amino butiico {ABAY) y configuracién D-esterec para el

carbono a.



Estos aminodcidos son producidos por modificacién post-fraduccional de la serina y freonina a
sus formas dehidro. Los dehidroaminodcidos reaccionan con cisteina para formar {sulfhidrilo solo)
anillos lantionina ticeter. Las bacteriocinas que contfienen estos anillos son referidos comiUnmente
como lantibidticos. BExdsten muchos lantibidticos estructuralmente similares. La nising, la primera y
mejor bacteriocina de BAL caracterizada, es producida en dos formas relacionadas. La nisina A
contiene una histidina en la posicién 27, donde la Nisina Z fiene una asparagina. Mientras la
subfilina, producida por Bacillus subtilis, también contiene cinco anillos de lantionina y una
conformacion similar a la Nisina, ademds de que tiene ofra substitucion de aminodcidos,

incluyendo un carbox terminal en dos aminodcidos cortos mas que la nisina como se aprecia en

la Agura No 1.
NISINA ,;{Leu
7 %
= @
\ E? -:'.' 20
l]eu—Al\a—.ABA R —Lys-ABA A!a—Asn-M et—Lys—ABA
S % ’d-eu/ g
i
ue—Ata{DHB—ue—NH S(
1 HOOO—Lys—-DHA—VaI-«His—Ee-sar—
H 30
- o
2 | 2 i
GH,=C-COOH dehidroalanina (DHA) HOOO—CH—CHSCH,—CH—COOH lantionina
{0 \)
z T T
o7 z
CH,CH=C~COCH dehidrobutirina {DHB) HOOC—C—CH,SCH,—CH—COOH {B-metilantionina)
{B-metildehidroaianina) CH, w

Figura No 1. Estructura de la nisina
fuente: Montville y Winkowskd, 1997.

La lactacina 481, lactococcing, lactocina S y carnocina son ofros lantibidticos producidos por

BAL.
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Grupo ll. Muchas bacteriocinas estdn en esta categoria y son un gran grupo de pequefias
proteinas fermoestables que contienen Gly-Gly' -Xaa*! , sitic de corte importante para procesar la
bacteriocina durante su exportacion. B Grupo Il se divide en fres grupos: bacteriocinas activas
contra L. monocytogenes, que tienen una secuencia terminat de aminodcidos clasificados en el
subgrupo lla -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. La pediocina PA-1 {cuya secuencia de aminodcidos es
idéntica a la pediocina AcH), sakacinas A y P, leucocina A, bO\;Ol'iCihG MN y curvacina A son
miembros de este subgrupo. B sugrupo lib contiene bacteriocinas como lactococcina G,
lactococcina M y lactacina F, que requiere dos diferentes péptidos para su actividad. Las

bacteriocinas del subgrupo lic, como lactacina B, requiere cisteinas reducidas para su actividad.

Grupo Il y IV. Estas bacteriocinas difieren marcadamente de otras bacteriocinas. Las mayores
proteinas antimicrobianas termoldbiles (>30 kDa) como Ias helveticinas J y V v lactacinas A y B, que
estdn clasificadas en el Grupo it de bacteriocinas. Las Bacteriocinas del Grupo IV como
leuconocina §, lactocina 27 y pediocina SJ-1 tienen una fraccidn de lipido o carbohidrato. La
composicion y funcidn de estas porciones no proteicas son desconocidas (Jack et al. 1995;

Montville y Winkowski, 1997},
Los sistemas de clasificacion de bacteriocinas todavia estdn evolucionando. Klaenhammer

(1995) agrupd e incorpord a las bacteriocinas en un sistema numérico andlogo al sistema de

numeracion de las enzimas {Tabla No 4).
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Tabla No 4
Sistema numérico propuesto para la nomenciatura de bacteriocinas

NOMBRE DE LA BACTERIOCINA ~ (Bac. Il.1.1. 2. 35}

No de Clasificacién de Klaenhammer ¢

&

EBspectro inhibitorio: ¢

1. Grande
2. Pequeno

Modo de Accidn: <
1. Formacién de poros
2,3, etc., Otros

NUmero de péptidos requeridos para su actividad:  ¢——————
1. Un componente
2. Dos componentes

NUmero para describir cuantas bacteriocinas <
de este tipo se han descrito: p. e]. bacteriocina No 35

Bemplos: Nisina (Bac. 1.1.1.1.1)
Lactacina F (Bac.1.2.1.2.1))

Fuente: Kiaenhammer T.R. Taller de Bacteriocinas de BAL- Aplicaciones y Fundamentos, 1995

Jack et al. {1995 presentaron un sistema de nomenclatura alternativa, que esta basada en la
quimica de los sulfhidrilo. Asi como las bacteriocinas que contienen anillos de lantionina se llaman
lantibidticos, los que confienen enlaces disulfuro se llamarian cistibidticos y los que contienen
sulfhidrilos reducidos, tiobidticos. La investigacién en bacteriocinas es muy dindmica y pasard

tiempo antes de que se tenga un sistema de nomenclatura definitivo.

1.3.1. Bacteriocinas de BAL

La bacteriocinas producidas por BAL son un grupo relativamente heterogéneo de pequefias

proteinas sintetizadas ribosomalmente. Las bacteriocinas actGan contra bacterias “cercanamente
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relacionadas" {amplio rango de Bacterias Gram-positivas), pero no contra los organismos
productores. En los Gltimos afos, el interés en el desarrollo de las bacteriocinas como conservador

en dlimentos se ha incrementado debido a dos aspectos:

1. La autorizacidn en 1988 por parte de la Administraciéon de Drogas y Medicamentos del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (FDA-USDA), para usar la nisina
{bacteriocina producida por Lacfococcus lactis) como conservador en quesos pasteurizados
untables, abriendo la puerta a la aplicacidon potencial de bacteriocinas en alimentos en los
Estados Unidos.

2. Ofro factor que contribuyd a este interés en las bacteriocinas es el aumento en la incidencia de

Listeria monocyfogenes en la industria dlimentaria.

Algunas bacteriocinas como la nisina y aquéllas producidas por especies del género
Pediococcus y Lactobacilius parecen antagonistas contra L. monocytogenes, que es mas dificil de
destruir por ofros métodos, ya que es resistente a la acidez, temperatura elevada y ofros

antimicrobianos (Montville y Winkowski, 1997).

La produccidn de bacteriocinas de cultivos lacticos agiliza el proceso reguiatorio y facilita ta
aprobacion de su uso en dlimentos debido a que las BAL fienen una categoria GRAS (generally
regarded as safe) y a que son inhibidores naturales que parecen altamente atractivos contra
problemas de origen bacteriano. Debido a la importancia del uso potencial que tienen las
bacteriocinas en alimentos se ha desarrollado gran cantidad de investigacidn con los diversos
géneros de BAL, con el fin de establecer la produccidn de estos compuestos, analizar su actividad
antibacteriana, su modo de accién, espectro de actividad, caracterizacién, etc., para que
mediante técnicas de dislamiento y purificacién se pueda considerar su aplicacién en alimentos,
siempre y cuando se cumplan los requerimientos para su uso establecidos en la Tabla No 5
{Daeschel, 1989; Foegeding, 1992; Haris, 1989; Hoover, 1989; Hoover, 1993; Montville vy Kaiser, 1993;
Motlagh, 1992; Nielsen, 1990; Pucci, 1988).
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Tabla No 5
Requerimientos para el uso de sustancias antimicrobianas
presentes naturaimente como conservadores alimentarios.

En cuanto a aspectos toxicoldgicos debe ser aceptable por autoridades reconocidas.

No debe tener ningin efecto perjudicial sobre cualquiera de las propiedades sensoriales de los
dlimentos en que se use.

H costo de uso debe ser econdmicamente aceptable para la industria.

Debe ser estable durante su almacenamiento antes de su uso y si su accidn depende de un
residual, debe ser suficientemente estable durante la vida de anaquel del afimento.

Debe ser efectivo a concentraciones relativamente bajas.

No debe tener uso médico.

Fuente: Daeschel, 1989.

A continuacién se enlistan algunas de las bacteriocinas identificadas en los diferentes géneros

de BAL y las especies que las producen:

.

Lactococcus: Lactococcus lactis (nisina, diplococcing, lactostrepcina 1,2, 3, 4, 5y bacteriocina
S50 de lactococos).

Pediococcus: P. penfosaceus. FBB61 y 17230 (pediocinas), P. cereviceae FBB43 (pediocina), P.
qcidilactici {pediocina PA-1), P. acidilactici PO2 85627 (pediocina PO2), P. pentosaceus MC-03
{pediocing), P. acidilactici {(pediocina PAC 1.0), P. acidilactici {pediocina AcH), P. acidilactici
{pediocinas Ef y H)

Lactobacillus: L. acidophillus {lactocidina, acidolina y acidophilina); L acidophillus {lactacina B8
y F), L helveticus {lactocina 27 y helveticina J), L fermenti 466 (bacteriocing), L plantarum
{lactolina}, plantaricina SIK-83), L plantarum C-11{plantaricina A), L sake b 706 {sakacina A}, L
sake L 45 {lactocina S}, Lactobacillus fermentum  {fermenticina B).

Lleuconostoc: L paramesenteroides {leuconocina S)

Camobacterium: C. piscicola LV17Ul 49 {carnocing)

Propionibacterium: P. thoenii P 127 (propionicina PLG-1), P. jensenii P 126 (jenseniina)

(Bhunia ef al. 1987; 1988; Daeschel, 1989; Foegeding, 1992 Hoover, 1993; Klaenhammer, 1988;
Motlagh, 1992; Pucci, 1988; Ray, 1993).
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Actualmente sdlo la nisina estd aprobada para su uso como conservador en los Estados Unidos.,
ya que sdlo en ella se ha enconfrado el criterio de efectividad de compuesto antimicrobianc
solicitado por la FDA para uso en diimentos. No se tiene conocimiento de investigaciéon
toxicoldgica de cudlquier ofra bacteriocina para uso en dlimentos, aunque obviamente se
requiere hacer mas investigacion al respecto de ofras bacteriocinas de BAL. Los cultivos de BAL
productores de bacleriocinas pueden ser adicionados a los alimentos y la literatura contiene
numerosos ejemplos de diferentes productos alimenticios en los que se ha evaluado la aplicacién

de bacteriocinas y resulta en el efecto antimicrobiano deseado. Por ejemplo:

» Eluso de fermentaciones lacticas, naturales aceleradas, en el que se busca un control sanitario
con la inhibicidn de Salmonella spp, Shigella, E. coli, S. aureus, Listeriac monocytogenes, etc.
(Bacus y Brown, 1981; Bello y Durdn, 1992; Daeschel, 1989; Foegeding et al. 1992; Lewus y Kaiser,
1991; Nielsen ef al. 1990).

e Se han uliizado cultivos de cepas solas o mezcladas de Lactococcus, Leuconostoc y
Lactobacilius, para inhibir coliformes en leche (Haris et al. 1989).

*» Se ha examinado el potencial de controlar bacterias heterofermentativas con cultivos
iniciadores de bacterias homofermentativas {Hoover ef al. 1993).

¢ Se ha investigado la acfividad antibacteriana de BAL disladas de cames empacadas a vacio
confra  baclerias que son causantes de la descomposicidnde estos productos (Ahn y Stiles

1990).

Se regista gran cantidad de investigacion de actfividad de bacteriocina confra L
monocyfogenes y §. aureus comparando las habilidades conservadoras de las bacteriocinas AcH,
nisina y sakacina A para cuairo aditivos comerciales, Nisaplin {conservador basado en nisina),
lactato de sodio, diacetilo, etc., enconfrando efectiva la preparacidn de bacteriocing, contra
Listeria pero no confra bacterias Gram-negativas; el lactato de sodio y el diacefilo demosiraron
alguna inhibicién contra ofras bacterias Gram-negativas examinadas, perc no confra la Listeria. En
estos ejemplos se resalta la gran variedad de aplicaciones y productos que estdn siendo
investigadas para andlizar el efecto antimicrobiano vy conservador de las bacteriocinas.  La

aplicacion de las bacteriocinas puras puede ser otra forma de aplicacién en alimentos, que por
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ahora es privativa de la nisina (Bhunia ef al. 1987; 1988; Daeschel, 1989; Foegeding, 1992; Hoover,
1993; Klaenhammer, 1988; Motlagh, 1992; Pucci, 1988; Ray, 1993).

1.3.1.1. Modo de accién

Con la posible excepcidn de la lactocina 27, las bacteriocinas de BAL son bactericidas, no
bacteriostdticas, y es importante reconocer los receptores especificos de la membrana de ias
células sensibles a los cuales se adsorben. De este modo la nisina actia como un detergente o
tensoactivo catidénico que se adsorbe a la membrana de la célula, seguido de la inacfivacion de
los grupos sulfihidrilo, disipando la fuerza protdén motriz basal demostrado en L. monocytogenes,
posiblemente ofras bacteriocinas de BAL actien de manera similar a la nising, aungue no se tiene

conocimiento de ello para confirmario (Hoover, 1993).

Una de las hipdtesis sobre el modo de accidn de las colicinas es que interumpen los cambios
conformacionales en las unidades repetitivas secuencialmente propagadas de protdémero de Ia
membrana, provocando lesiones bioquimicas o ruptura de estructuras. En muchos casos, las
células sensibles expuestas a la accidén de bacteriocinas, pueden ser rescatadas por tratamiento
con enzimas protfeoliticas. Para bacterias Gram-positivas las lesiones pueden envolver produccidn
de energia, sintesis de macromoléculas o transporte y permeabilidad en membrana (Tagg et .
1976). Estos pueden disparar entonces problemas metabdlicos secundarios. Pucci et al. {1988)
demostraron fisis de L. monocytogenes después de estar expuesta a bacteriocina en polvo

derivada de P. acidilactici.

El ratamiento de células sensibles con diplococcina resultd en un cese inmediato de la sintesis
de DNA y RNA y muerte sin lisis {Davey, 1981}. La lactostrepcina LAS 5 inmediatamente bloquea la
sintesis de DNA, RNA y proteinas, aunque esto se deba probablemente a una reaccion secundaria

a severa ruptura de la membrana y pérdida de constituyentes intracelulares {Zajdel ef al. 1985).
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Tagg et al. {1976} indican que deben redlizarse pruebas cualitativas y cuantitativas de actividad
de bacteriocina sobre cepas indicadoras antes de definir una bacteriocina como bactericida o

bacteriostdtico.

1.3.2. Bacteriocinas de Pediococcus

Anteriormente se indicd que se han identificado algunas pediocinas del género Pediococcus:

« pediocina de P. cerevisiae FBB43 {Graham y McKay, 1983)

e pediocina de P. pentfosaceus, FBB61 y L-7230 {Daeschel y Klaenhammer, 1985)

¢ pediocina PA-1 de P. acidilactici PAC 1.0 (NRRL B-5627) (Marugg et al., 1992; Gonzdlez y Kunka,
1986; 1987; Pucci, 1988)

« pediocina de P. acidilactici POz (Hoover et al. 1989)

» pediocina AcH de P. acidilactici {Bhunia ef al. 1987, 1988, 1990, Yang et al. 1992)

de las cudles se mencionan a continuacion aspectos importantes de su espectro de actividad y

caracterizacién (Ray y Hoover 1993).

Se ha demostrado frecuentemente que la biosintesis de bacteriocinas de Pediococcus estd
asociada con pldsmidos. Las cepas FBB-61 y 1-7230 de P. pentosaceus producen pediocina A, la
cual es activa contra otras BAL y también contfra Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Clostridium sporogenes, Staphylococcus aureus, micrococos y bacilos, en pruebas de inhibicién en
agar. No tuvo efecto contra bacterias Gram-negativas o levaduras. Su inmunidad y produccién
fueron asociadas con la presencia de un pldsmido de 13.6 MDa demostrado por eleciroforesis en

geles de agarosa.

Los pldsmidos de Pedjococcus fueron primero estudiados por Gonzdlez y Kunka en 1983. La
utilizacién de rafinosa v la actividad de a-galactosidasa y sacarosa-hidrolasa fueron ligadas a
plasmidos en P. pentosaceus (Gonzdlez y Kunka, 1986). La caracterizaciéon de P. acidilactici PAC
1.0 {NRRL B-5627) reveld la presencia de una bacteriocina designada pediocina PA-1, asociada

con un pldsmido de 6.2 MDa. Parcialmente purificada la PA-1 no fue activa conira Micrococcus
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varians, M. sodonensis, Staphylococcus xylosus, S. epidermidis, S. carnosus, Lb. acidophylius, Lb.
lactis y Lb buigaricus. La PA-1 de aproximadamentede 16,500 Da, fue termoestable (100°C/10 min)
sensible a proteasas (papaina, pepsina y a-quimotrpsing) y a la actividad de lipasa, lisozima,
DNAsa y RNAsa. La mayor estabilidad fue a pH 4-7. Para ser ufiizado en alimentos la PA-1, se
prepard un liofilizado de sobrenadante de cultivo de PAC 1.0 suplementado con 10% de leche
descremada en polvo, y se demostrd la inhibicion de Listeriac monocytogenes LMO1 en lacteos a

pH 5.5-7.0 tanto a 4° como a 32°C (Gonzdlez y Kunka, 1987).

La pediocina AcH producida por Pediococcus acidilactici AcH es de bajo peso molecular (6.2
MDa) y estd asociada al pldsmido pSRQ11. No es inmunogénica, ni tdxica en animales de
laboratorio y por su actividad antibacteriana ya indicada puede ser considerada como

conservador para alimentos. {Gonzdlez y Kunka, 1987).

Daeschel y Klaenhammer (1985) sefialaron la importancia de las BAL utilizadas como cultivos
iniciadores, que ademds son productores de bacteriocinas contra microorganismos responsables
de enfermedades fransmitidas por diimentos (embutidos fermentados), especiaimente S. aureus. La
pediocina A de P. penfosaceus ayuda en fermentaciones en las cudles hay competencia con

otras BAL que son flora nativa inhibiéndolas.

1.4. Métodos de investigacién de bacteriocinas

Cuando se estd investigando la sintesis de bacteriocinas de BAL se debe siempre estar
consciente de la presencia de canfidades relafivamente altas de dcidos orgdnicos. Existen
diferentes métodos de laboratorio para detectar antagonismo ligado a bacteriocinas,

confestando preguntas tales como:

* 3Se frata de una prueba directa ¢ indirecta?.
o 3Cudl es el efecto del pH del medio, capacidad amortiguadora, contenido de nutrientes,
potencial redox o capacidad de unir proteinas? .

« 3Como se manejd el cultivo productor v la cepa indicadora?.
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« 3Cudnto tiempo se incubd la prueba?.

* slabacteriocina es inducible?.

* B importante la densidad celular?.

s sla bacteriocina difunde libremente?.

e 3sla bacteriocina es termoestable o es sensible a la degradacidén de enzimas proteoliticas
comuness.

« 3Como se expresd cuantitativamente la actividad de bacteriocing, por unidades, por zonas o

por densidad opfica? {Hoover, 1993).

Los métodos utilizados para evaluar la eficacia antimicrobiana estén afectados por factores
que pueden influir en su actividad aparente. Entre los mas importantes estan el microorganismo de
prueba, el agente antimicrobiano a identificar, asi como el medio y el procedimiento de pruebq,
que, en si mismos, pueden alterar los resultados de tal modo que un compuesto ineficaz es
juzgado como efecfivo o viceversa. Ademds un compuesto puede ser efectivo bajo las
condiciones usadas para fa prueba y no demostrar actividad importante en alimentos de interés,
bajo condiciones practicas. Es deseable, aunque poco practico, controlar todas las variables que
podrian influir en los resultados de la prueba, por lo que es necesario idenfificar y cuantificar los
factores capaces de afectar los resultados. Uno de los mas importantes es la naturaleza del
microorganismo de prueba, ya que las cepas individuales de una especie demuesiran con
frecuencia genofipo y fenotipo diferentes de los de la cepa tipo. Los microorganismos
seleccionados para usar en una prueba de antimicrobiano reflejarian el comportamiento de la

microflora de los alimentos susceptibles a ellos {Parish y Davidson, 1993).

PiddockK {1990), establecid que el tamario vy estado fisiotdgico del indculo son criticos y deben
estar bien confrolados y enfatizé la importancia que tiene el tamafo del indculo en las pruebas
de susceptibilidad a antibidticos en las pruebas de dilucion en caldo y en agar. Los indculos tanto
concenfrados como diluidos pueden resultar en falsa resistencia o falsa sensibilidad,
respectivamente. Se requiere mas investigacién para determinar la concenfracidén celular
adecuada para usar en compuestos antimicrobianos relacionados con alimentes. La fisiologia de
la célula puede afectar también las pruebas de anfimicrobianos. Se asume que las células

vegetativas en fase logaritmica son mas sensibles al esirés ambiental, causado por factores
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antimicrobianos (quimicos, calor, actividad de agua, congelacién y ofros), que cuando estdn en
fase estacionaria o esporas.  La fisiclogia puede jugar de hecho un papel determinante en Ia
sensibilidad o resistencia de la célula, aunque el efecto de la fase de crecimiento microbiano

sobre la susceptibilidad al antimicrobiano en dlimentos no estd bien definido.

Los factores inherentes al medio y método de prueba, tienen efectos definidos sobre la

respuesta de sensibilidad o resistencia {Davidson y Parish, 1989).

Los métodos usados para evaluar la actividad de antimicrobianos en alimentos se pueden

dividir en in vitro llamadas también pruebas discriminativas, incluyen cualquier prueba en que el

compuesto no es aplicado directamente al producto bgjo condiciones de uso, y pruebas de
aplicacion, son aquellas en que el anfimicrobiano es aplicado directamente a un afimento, para
determinar su efecto sobre la microflora natural o sobre un microorganismo inoculado (Davidson y

Parish, 1989; Parish y Davidson, 1993).

Las pruebas discriminativas pueden ser subdivididas en pruebas de punto final v descriptivas.

Las pruebas de punto final son aquéllas en que un microorganismo es probado por un periodo
arbitrario y los resultados reflejan el poder inhibitorio de un compuesto solo por un tiempo
especificado a través de: pruebas de difusién en agar, dilucién en agar vy caldo, placas con
gradientes y pruebas de desinfectantes y sanitizantes. Estos métodos pueden proporcionar solo
informacién preliminar para determinar el uso potencial del compuesto de prueba. En las pruebas
descriptivas, se redliza un muestreo periddico para determinar los cambios en el nUmero de células
viables con respecto a un tiempo determinado por pruebas turbidimétricas y curvas de inhibicidn
o muerte {Davidson y Parish, 1989; Parish y Davidson, 1993).

Bl método de difusién en agar ha sido probablemente el mas usado para la determinacién de
actividad antimicrobiana a través del tiempo, ha sido aceptado por la FDA-USDA y es un método
estandar aceptado por la National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). En esta
prueba, el compuesto antimicrobiano se adiciona a una placa de agar sobre un disco de papel
0 en un pozo en el agar. £l compuesto difunde a través del agar y resulta un gradiente de

concentracion que es inversamente proporcional a la distancia del disco o pozo. E grade de
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inhibicion es indicado por una zona de no crecimiento dlrededor del disco o pozo, la
susceptlibilidad de los microorganismo de prueba es relacionada con las zonas de inhibicién (en
mm), lo que depende de la velocidad de difusion del compuesto y del crecimiento celular. Los
resultados que se obtienen son cudiitafivos. El antimicrobiano evaluado no deberd ser altamente
hidrofébico, ya que no difundird o lo hard muy poco y no se podrd detectar la inhibicién {Bary,
1986; NCCILS, 1991; Piddock, 1990}

Como micraorganismo _de prueba en las pruebas de susceptibiidad de antimicrobianos se

sugieren aquélios de crecimiento rdpido, como los miembros de la familia Enferobacteriaceae,
especies de Sfaphylococcus y  Enferococcus. Se han adaptado ofras bacterias como
Streptococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Haemophilus y Neisseria (Thornsberry, 1991). En las
pruebas de actividad de bacteriocing, se prefieren bacterias Gram-positivas cercanamente
relacionadas, reconociendo que las cepas que crecen lento producen largas zonas de inhibicion
y viceversa {Piddock, 1990}. Bhunia et al. {1987 y 1988) utilizaron Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Clostridium perfringens como cepas indicadoras de actividad de pediocina

AcH de Pediococcus acidilactici.

Se fiene informacién sobre la efectividad de antimicrobianos derivados bioldégicamente, en
primera instancia de bacteriocinas producidas por BAL. Varios métodos relacionados al de difusidon
en agar estdn disponibles para determinar la actividad de estos compuestos, incluyendo el de
Kekessy and Piguet (1970), (flip-streak y/o flip-spot, minimizan los efectos de Gcidos y bacteridfagos,

ya que las cepas productora e indicadora estdn separadas por una capa de agar).

En estudios (spot on-lawn) de Haris ef al. {1989) y Lewus y Montville (1991}, se demostraron gran
ndmero de resultados falsos negativos en los ensayos de difusién en agar usando pozos. Los
métodos mas comunes para demostrar actividad antibacteriana son los de difusién en disco o en
penicilindros en cdjas de Petri con agar, la mayoria de las variaciones deriva del de Haris et al.
(1989} para bacteriocinas, la cudl incluye el uso de una sobrecapa de agar a menor

concentracidon de la capa base.
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Las pruebas de dilucidon en agar y _caldo se usan generaimente cuando se desean datos

cuantitativos para determinar cuando un antimicrobiano es letal para el microorganismo de
prueba, microorganismo con velocidad de crecimiento varable y microorganismo

anaerdbicos o microaerofiicos. Estos métodos ofrecen al microbidlogo en alimentos gran
flexibilidad en la determinacidn sobre el crecimiento de un microorganismo en la presencia de un
antimicrobiano conocido. En ambos métodos se genera un estadistico conocido como Ia
concentracidn minima inhibitoria (MIC), que es definida como la concenfracién mas baja de un
antimicrobiano que previene el crecimiento de un microorganismo después de un periodo de

incubacion especificado (Barry, 1986; Sahm y John, 1991).

En el método de dilucidon en agar se preparan diversos agares no selectivos y una sola
conceniracién de antimicrobiano es adicionada a cada placa, lo que permite probar gran
nUmero de cepas de unda sola vez. El rango de concentracién usado se determina por ensayo y
error y solo una especie de microorganismo puede ser usada en cada placa. Se prepara una
placa confrol sin antimicrobiano y se inocula para tener un crecimiento control del
microorganismo. Las placas son incubadas a la temperatura dptima del microorganismo por 16-24
horas (NCCLS, 1991). Para algunos microorganismo patdgenos puede ser deseable incubar por

periodos de tiempo mas prolongados bajo condiciones de estrés ambiental.

La MIC es considerada la concentracidén mas baja que inhibe completamente el crecimiento
de microorganismo (el crecimiento de una sola colonia, o el no crecimiento indican un resultado
negativo). Son muchas las ventajas del método de dilucidn en agar, incluyendo la posibilidad de
probar gran nimero de cepas de una sola vez y que la contaminacidn es faciimente detectada o

que el medio puede contener material opaco {Barry,1986).

En la prueba de dilucién_en caldo se diluye un antimicrobiano seriadamente y una sola
concentracion se adiciona a un tubo de cultivo un caldo no selective. Las conceniraciones son
seleccionadas en la misma manera como el método de dilucidn en agar. Los tubos son inoculados
con aproximadamente 5.7 log de UFC/ml del microorganismo de prueba (Piddock, 1990 y NCCLS,
1991). Al igual que con la prueba de dilucion en agar, se adiciona un tubo control  sin

anfimicrobiano, los tubos son incubados por 1624 horas a la temperatura dptima del
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microorganismo de prueba. E tiempo de incubacion puede ser djustado dependiendo de las
condiciones ambientales que se estdn evaluando. La MIC es definida como la concentracidn mas
bdja a la cuadl no ocurre crecimiento (ausencia de turbidez) en un medio nutritivo seguido de

incubacion.

la prueba de dilucidn en caldo puede utilizarse para determinar la letalidad del
microorganismo de prueba. La concentracidén mas baja que produce >99.9% de muerte del
microorganismo de prueba es designada como la concentracién minima bactericida (MBC) o
conceniracion minima letal (MLC). Los puntos criticos de control para la estandarizacién de la
prueba son: el tipo de medio, pH, soluciones stock, rango de concentracion, densidad del indculo

y condiciones de incubacién.  Los métodos de punto final son excelentes para investigar

compuestos antibacterianos, pero dan poca informacién concerniente al efecto del compuesto,
sobre el crecimiento dindmico del microorganismo  En  alimentos es importante conocer la
concenfracién minima  antimicrobiana necesaria para causar la inhibicidn potencial del
microorganismo patdégeno o de deterioro. Una vez que se ha determinado la MIC de un

microorganismo es importante observar el crecimiento del microorganismo respecto at tiempo.

Existen varios métodos descriptivos para esto, sin embargo dos de los mas utilizados son fa

prueba_turbidimétrica y la curva de inhibicién o muerte con el procedimiento de conteo de

microorganismos, conocidas como curvas de “tiempo de muerte” (NCCLS, 1991).

La prueba turbidimética. Es la prueba mas simple y econdémica que mide el efecto de un

compuesto con actividad antimicrobiana en el crecimiento de microrganismos, ya que determina
la efectividad de un antimicrobiano al medir el incremento en turbidez con respecto al tiempo
con un especirofotémetro y se pueden ver diferentes fipos de inhibicidn en el microorganismo
indicador: incremento en la extensidon de la fase lag de las células tratadas, supresién de la fase
estacionaria, disminucion en la velocidad de crecimiento en la fase log, reflejandose esto en una
supresion del nivel de crecimiento total, comparado con un control. Uno de los problemas con los
andlisis turbidimétricos es el rango de deteccidn, ya que el espectrofotémetro requiere de 6-7 log

UFC/ml, que de no ser asi se genera una situaciéon aparente de no crecimiento, al no detectar el
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aumento en la absorbancia, interpretdndose erdneamente como letalidad {Davidson y Parish,

1989).

La curva de inhibicidn o muerte, debe acompafiar a las pruebas turbidimétricas. incluye la

inoculacién de un microorganismo en un medio adicionado con un anfimicrobiano, seguida de
un periodo de incubacién y de un muestreo periddico para determinar sobrevivencia o
crecimiento en UFC/ml. Esta prueba es mas segura que la turbidimétrica, debido a su amplio
rango de deteccidn. Algunos resultados son faciles de interpretar, ofros no. Puede detectarse el
nivel de supresion de crecimiento denominado como porcentdje de inhibicién del crecimiento,
observandose un incremento en la fase lag, una disminucidén en la velocidad de crecimiento con
poco efecto en la fase lag y/o un efecto letal o curva de tiempo de muerte, sdlo esta prueba
puede mostrar este efecto. Siguiendo la prueba de un antimicrobiano en que ocurre la letalidad,
frecuentemente un porcentaje muy pequerio de la poblacién original permanece viable. Esta
poblacién gue generalmente permanece estdfica por un periodo de tiempo, bdjo condiciones

idedles de crecimiento, comienza a incrementar su conceniracion celular.

Para sintetizar , en el uso de métodos in vitro se recomienda sean utilizados juntos uno de punto
final y uno descriptivo. El método de punto final ayudaria a determinar la concentracién efectiva
aproximada y el descriptivo a evaluar el efecto de un compuesto sobre la inhibicién o muerte de

un microorganismo indicador con respecto al tiempo.

1.5. Cultive de BAL y produccién de bacteriocinas.

Factores como el pH, actividad de agua, presidén parcial de oxigeno, concentracion de CCO»
atmosférico, potencial redox, temperatura de incubacién y coeficiente de particién parcial,
pueden tener efecto en las propiedades fisico-quimicas de compuestos antimicrobianos
especificos. Otros, menos obvios, que pueden influir los resultados de la prueba incluyen la
interaccién de los compuestos de la prueba con componentes del medio, efectos combinados
que dan la apariencia de suscepfibiidad incrementada o disminuida, variabilidad del equipo,

limitaciones del método para enumerar microorganismos, pureza del agua y errores de andlisis. Por
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ejemplo en técnicas de difusidn en agar, la carga neta negativa del agar debido a sus grupos
sulfato, pueden hacer mas lenta la velocidad de difusion de los agentes anfimicrobianos

catidnicos, afectando los pafrones de actividad esperados (Piddock 1990}.

La mayoria de los estudios redlizados para optimizar la produccién de bacteriocinas de BAL
ha utilizado medios comerciales (0 medios comerciales modificados) para abastecer de un

medio rico en nutrientes para crecimiento de microorganismos.

Cuando se investigan bacteriocinas sintetizadas por BAL, se debe ser siempre cuidadoso de
la presencia de cantidades relativamente altas de acidos orgdnicos {lactico, acético, etc.), v
otros antimicrobianos (perdxido de hidrégeno), que pueden también inhibir a las céluias
indicadoras, interfiriendo en la actividad de bacteriocina que se esté investigando. Lewus y
Montville (1991) sugieren modificaciones en el manejo de los microorganismos productores de
bacteriocinas para evitar la inhibicion por dcido, como adicionar un buffer al medio de
crecimiento, reducir la cantidad de carbohidratos fermentabies en el medio o el seleccionar
una cepa de prueba que no se afecte por el dcido, prefiiendo aquellas resistentes atl dcido,
como Lacfobacillus plantarum, segin indican Daeschel y Klaenhammer {1985}, Los autores
también senalan debe eliminarse la inhibicidn debida a peréxido de hidrégeno, incorporando
catalasa en el agar o redlizando las pruebas de actividad de bacteriocinas en anaerobiosis,
para que de este modo se pueda asegurar que el efecto inhibitorio en los microorganismos

de prueba se deba exclusivamente a la presencia de bacteriocinas.

De este modo Bhunia ef al. (1988} utilizaron agar y caldo con tripticasa, glucosa y extracto
de levadura (al 1% c/u}, para la produccidn de pediocina AcH de Pediococcus acidilactici H.
Biswas ef al., (1991}, ajustaron el caldo de soya tripticasa, extracto de levadura, glucosa,
Tween 80, Mg?*, Mn2* {CSTEG), para lograr una produccién méxima de pediocina AcH de
Pediococcus acidilactici H, observando a su vez el efecto del pH, produciendo cantidades
despreciables de pediocina AcH cuando el caldo TGE fue mantenido a pH <5.0. Estos datos
indican que la optimizacién del medio de crecimiento puede incrementar la produccién de
bacteriocinas y potencialmente contribuir grandemente en la purificacién del producto

Gonzdlez y Kunka {1987) aplicaron el medio MRS para P. acidilactici PAC1.0 en el estudio de
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la pediocina PA-1 y Banry et al. (1991} el mismo medio en P. acidilactici JD1-23 ; asi como
Daeschel y Klaenhammer usaron MRS en el crecimiento de P. pentosaceus FBB41 para

estudiar la pediocina A y Hoover et al. (1989) emplearon el medio APT con P. acidilactici PO2.

En una investigacién de la actividad antibacteriana de L. acidophilus, Fernandes et al.
(1988) adicionaron sales biliares al caldo MRS para simular las concentraciones en el tracto
intestinal humano, afectando estas favorablemente la actividad antibacteriana de L

acidophilus.

La prueba descrita por Kekessy y Piguet (1970} es un ejemplo de un procedimiento en que
la produccidn de la cepa indicadora y del microorganismo productor de bacteriocinas,
puede redlizarse por separado, sobre medios dptimos diferentes. En este caso el cultivo
productor es inoculado sobre una placa de agar, vy la cepa de prueba en caldo, de donde
se estandariza a cierta concentracién de indculo en una sobrecapa de agar suave y de

nuevo son reincubados para observar las zonas de inhibicidn de la cepa indicadora.

La composicidn del agar es un factor importante en cualquiera de las pruebas realizadas
en placas para demostrar actividad de bacteriocina. Lindgren y Clevstrom (1978) sugirieron
que los métodos de difusién en agar u otro agente gelificante puede ser inconveniente para
probar la actividad de bacteriocina porque el agente antibacteriano puede no difundir. Por
ejemplo, Hoover ef al. {1989) encontraron que la actividad de bacteriocina de P. acidilactici
PO2 fue severamente disminuida al usar agar M17 para preparar la sobrecapa de agar al
utilizar la técnica de Kekessy y Piguet (1970). Aparentemente un compuesto del medio, B-
glicerofosfato, se une a la proteina. También encontraron dificultad al demostrar actividad de

bacteriocina de P. pentosaceus FBB41 y FBB63-DG2 al utilizar el medio M17-glucosa.

1.6. Conservacion de BAL y produccién de bacteriocinas

El mantenimiento de culfivos es un problema comdn a muchas dreas de la microbiologia, y de

laindustria. La liofilizacién considerada por muchos microbidlogos como el mejor método de
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conservaciéon de cultivos, es un proceso de congelacién y sublimacion del agua congelada,

manteniéndolos por periodos largos de tiempo.

Los factores que afectan la sobrevivencia de los microorganismos liofilizados incluyen:
¢ Tipo de microorganismo
+ Edad fisiolégica
« Concentracion celular
e Medio de suspension
+ Velocidad de Congelacion y Temperatura de Secado
o Extension del Secado
e Atmdsfera de Aimacenamiento
o Temperatura de Almacenamiento

¢ Método de Reconstitucion

Los criterios de conservacion de microorganismos que se deben considerar son:
1. Capacidad para reproducirse
2. Propiedades funcionales

3. Mantenimiento del material genético intacto

Las mediciones cuantitativas de crecimiento en términos de UFC/mi, proporcionan mucha
informacién acerca de la calidad de la técnica de conservacidn. Si éstas se aplican antes y
después del adimacenamiento, pueden proporcionar un medio objefivo para seleccionar el medio
Sptimo. El contenido completo de un vidl, se fransferird a un medio de crecimiento, en el cual se
determine su viabilidad. La seleccién del medio apropiado para evaluar la capacidad para
reproducirse debe considerarse en funcién del dafo (definido como subletal o reparabie y
permanente). Algunas células dafiadas sdlo son incapaces de crecer en medio completos, como
el Agar Soya Tripticaseina, y pueden requerir ademds de una suplementacidon con vitaminas y

minerales para crecer {Heckly, 1978; Rudge, 1991; Snell, 1991).

La viabilidad basada en el niUmero de microorganismos sobrevivientes no es un criterio

satisfactorio para evaluar la efectividad de la conservacidon de un microorganismo. Es necesario
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evaluar sus propiedades funcionales como: infectividad, inmunogenicidad, medicién directa de la

produccidn de &cido, produccion de bacteriocinas, etfc.

La utilizacidn de agentes cricprotectores mantienen alta la viabilidad de Streptococcus
cremoris durante su congelacidn-descongelacién, aunque la produccién de dcido durante la
incubacién subsecuente es retardada. Este caso es un ejemplo de que la actividad bioquimica o
biolégica sirve como criterio para evaluar la conservacién. El material genéfico de la progenie
debe ser la misma que la del cultivo original. La experiencia indica que se producen mas cambios
en culfivos liquidos almacenados, que en liofiizados de microorganismos de la misma especie

{Heckly, 1978).

La ventaja de la liofilizacion es que la mayoria de microorganismos sobreviven de este modo y
los culfivos son faciimente almacenados a temperatura de cuarto, sin pérdida significativa de la
viabilidad. En la liofilizacion de BAL es recomendable la utilizacién de agentes crioprotectores.
Vergara ef al. (1993), indican que Pediococcus acidilactici liofilizado perdid su viabilidad cuando
se almacend a 25°C, después de 2 meses, cuando no se utilizaron agentes crioprotectores. Es
deseable también aplicar un sistema de vacio durante la liofiizacion. La compafia Wiesby
Biofermentation {1996) sugiere que el producto Biocarnak Ferment PA a base de Pediococcus
acidilactici liofiizados se almacene a temperaturas de congelacion (-18°C) hasta su uso, para

evitar que se produzcan cambios en viabilidad y/o funcionalidad.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General:

Evaluar la presencia de actividad de bacteriocina en Pediococcus acidilactici MIT B-41 P-60 ATCC
8042 b-67 usando Staphylococcus aureus ATCC 6538p como microorganismo de prueba y el
efecto que tienen las condiciones de crecimiento y conservacion en la manifestacidon de la

misma.

2.2. Objetivos Particulares:

1. Caracterizar la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en términos de perfil de

fermentacidon de carbohidratos, deteccidn de pldsmidos y perfil de proteinas.

2. Determinar la presencia de actividad de bacteriocina de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

usando como microorganismo de prueba Staphylococcus aureus ATCC 6538p.

3. Evdluar el efecto de las condiciones de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en

diferentes medios de cultivo {disefio ortogonal Ls} en la produccién de bacteriocina.

4. Establecer las condiciones de conservacion de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 para

garantizar la produccién de bacteriocina conira Staphylococcus aureus ATCC 6538p.
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3.0. MATERIALES Y METODOS

Mdterial biolégico

La cepa MIT-B-41 P-40 ATCC 8042 b-67 de Pediococcus acidilactici {liofilizados) fue obtenida en
cultivo en Agar MRS del cepario del Cenfro de Investigacion y Estudios Avanzados {CINVESTAV), la
cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C y cada fres meses se realizd la resiembra de la misma, asi
como las pruebas bioquimicas primarias y secundarias.

Se utilizé como cepa indicadora de actividad de bacteriocina Staphylococcus aureus ATCC
65385p (liofilizados) obtenidos a parfir de un cultivo en Agar BHI, del Laboratorio de Biotecnologia
de la Coordinacién de Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautittén

{FESC).

Se consideraron los siguientes pardmetros en las cepas: productora de bacteriocina e

indicadora de actividad:

e Pureza

o Concentracion celular (Absorbancia y UFC/ml)

« Edad del cultivo

¢ Fase de crecimiento

e La formulacién del medio de cultivo debe ser ia misma que se utiliza tanto en el desarrolio del
inéculo como en la determinacién de cuentas viables

o Utilizacidn de medios de cultivo siempre frescos

30



Figura No 2
CUADRO METODOLOGICO GENERAL

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la presencia de actividad de bacteriocina en Pediococcus acidilactici MIT B-41 P-60 ATCC
8042 b-47 usando Staphylococcus aureus ATCC 4538p como microorganismo de pruebay el
efecto que fienen las condiciones de crecimiento y conservacion en la manifestacion de fa misma

OBIJETIVOS PARTICULARES

1 2 3 4
Caracterizar la cepa de Determinar ta presencia Evaluar el efecto Establecer las condiciones
P. acidiiactici ATCC 8042 de actividad de bactedocina de las condiciones de conservacién
en téminos de perfil de de P. ackdliacticl ATCC 8042 de crecimiento de P. acidiiaclici AICC
fermentacién de usando como microorganismo  de P. acidiiactici ATCC 8042 8042 para garantizar
carbohidratos, deteccién de prueba Staphylococcus en diferentes medios de culfivo su produccién de
de pldsmidos, perfl aureus ATCC 6538p (diseiio ortogonal Ls) bacterocina
y de proteinas en la produccién de

bacterdocina
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Figura No 3

OBJETIVO PARTICULAR 1

Caracterizar la cepa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en términos de petfil
de fermentacidn de carbohidratos, deteccién de pldsmidos y peffil de proteinas

Cutlivo de P. acidilactici
en CMRS modificado a 30 +2°C

Determinacién del perfii

de fermentacién de carbohidratos
{Base de Caldo Rojo de Fenol +
sacarosqg, glucosq, fructosa,
lactosa arabinosa, xlosa

y sorbitol}( Axelsson,1993,

Manudl Bioxén)

Cultivo de P. aciifactici
en CSTES modifcado
a30+2°C

1

Exdraccién de DNA fotaly
deteccién de la presencia
de plasmidos mediante
electroforesis en geles

de agarosa

{Ausubel ef ol. 1992)

Cuttivo de P. ackdilactici
en CMRS modificado (con
glucosa o sacarosa)
30+2C

Hectroforesis de proteinas
Iintra y exdra celuiares

en geles de poliacilamida
(SDS-PAGE)-Lowmy
(Laemmi, 1970)

32



3.1. Caracterizacién de la cepa de P. acidilactici ATCC 8042

3.1.1. Determinacidn del petfil de fermentacién de carbohidratos {Axelsson, 1993; Manual Bioxon).

Se prepararon tubos con Base de Caldo Rojo de Fenol para observar la produccién de dcido
de la fermentacidn de los siguientes carbohidratos: Sacarosa 0.5%, Glucosa 1.0 %, Fructosa 1.0 %,
tactosa 20 %, Arabinosa 3.0 %, Sorbitol 1.0 % vy Xilosa 1.0 y se incubaron a 30°C + 2°C por 24 horas.

3.1.2. Extraccion de DNA para la deteccidn de la presencia de plasmidos
(Ausubel ef al. 1992)

Se cultivé P. acidilactici en 100 ml de Caldo de Soya Tripticaseina, Extracto de Levadura,
Sacarosa {CSTES) modificado a 30 + 2°C durante 24 horas. Se centrifugd el cultivo a 10,000 g/10 min
a 4°C., Se resuspendid el pellet en 1mi de buffer TE (Tris EDTA), por pipeteo. Se agregd 1 ml de SDS al
10 % y 20 mg de pronasa E, agitando bien en vortex e incubando a 37°C durante una hora. Se
agregaron 200 ul de NaCl 5 M, mezclando perfectamente. Después se adicionaron 160 ul de
Bromuro de Hexadecil Trimetil Amonio/Cloruro de Sodio {CTAB/NaCl), mezclando suavemente e
incubando a 65°C/10 min. Se afadidé un volumen equivalente (160 ul} de cloroformo/alcohol
isoamilico, rr;ezclcndo suavemente, microcentrifugando de 4-5 min y tfransfiiendo a un tubo
Ependorff nuevo. Se adiciond un volumen equivalente de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico,
mezclando suavemente y microcenfrifugando durante 5 min, fransfriendo el sobrenadante a un
tubo nuevo. Se adiciond 0.6 ml de isopropanol y se guardd en congelacidon durante 10 min
[precipitacion de DNA), luego se microcenirifugd v se lavé el pellet con 1 ml de etancl al 70 %, se
volvié a microcentrifugar 5 min, se desechd ef sobrenadante y se secd el pellet en estufa a 50°C
brevemente, éste se resuspendid en 1 mi de buffer TE (Tris EDTA), y se comid electroforesis en gel de
agarosa (0.6, 0.8 y 1.0 %). Se utilizaron los marcadores de peso molecular VI de Boehringer
Manheim {DNA de SPP1 dig. Eco R1). Se ufilizé una cdmara de eleciroforesis horizontal (Hoefer-
Biokav}, donde se colocaron 10-15 yl de muestra, mezclada con un volumen equivalente de stop
mix-giicerol utilizando un pozo para colocar los marcadores de peso molecular, se aplicd un
voltaje de 75 volts durante 1 hora, posteriormente se tifd el gel con una solucién de bromuro de
efidio ol 0.4%, durante 15 minutos y después el gel se observé con un transiluminador de luz

ultravioleta vy se fotografid.
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3.1.3. Electroforesis de proteinas infra y extracelulares de P. acidilactici en geles de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE)-Lowry, segin Laemmili, (1970)

Se rediizaron cultivos de P. acidilactici en CSTE {con glucosa o sacarosa como fuente de
carbono, haciendo 8 pases en cada medio), se centiifugaron a 15,000 rpm/10” a 4°C. Lta pastilla
(células), se lavd con agua destilada estéril dos veces y se centrifugd nuevamente.

La pastilla se congeld con nifrdégeno liquido y se macerd en un mortero, la proteina total se
extragjo con un regulador Tris pH 8.5, 0.025 M. El extracto se centrifugd 15,000 rom/10°a 4°C. Con el
sobrenadante se procedid a determinar proteina total por Lowry (Peterson, 1977) y las muestras se
sometieron a electroforesis (SDS-PAGE} al 10% bajo condiciones desnaturalizantes con persulfato de

amonio y un buffer de comida TE Tris EDTA. Las muestras se cormmieron a 30 mA por 2-3 horas.

Se tilizaron como marcadores de peso molecular: miosina, 200kDa; galactosidasa, 116 kDa;
fosforilasa b, 97 kDa; albOmina boving, 66 kDa; ovoalbiming, 45 kDa; anhidrasa carbénica, 31 kDg;

inhibidor de tripsina, 21 kDa; lizosozma, 14 kDa; aprotining, 6.5 kDa.

Para el caso de las proteinas infracelulares se aplicaron 25 y 50 ug de proteina, mientras que en
el caso de las proteinas extracelulares se aplicaron enfre 200 y 250 ug por camil. Se aplicd un
voltaje de 30 mA durante 2-3 horas. Posteriormente se tifd el gel con una solucién de azul de
Coomasie al 0.125% en metanol al 40% y dcido acético al 7%/agua y se decolord primero con una
solucién de metanol al 50% y dcido acético al 10% /agua y luego con una segunda solucion de
dcido acético al 7% y metanol al 5%/agua. Ainalmente los geles se fijaron para secarlos y leerlos en

un densitdmetro Biorad GS-700.
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Figura No 4
OBJETIVO PARTICULAR 2

Determinar la presencia de actividad de bacteriocina de Pediococcus acidilactici
ATICC 8042 usando como microorganismo de prueba Staphylococcus aureus ATCC 6538p

Crecimiento de P. acidilactici Crecimiento de P. acidilactici
30 + 2°C 16-18 horas en CSTES 14-18 horas en Caldo
Peptona en anaerobiosis
Acidez fitulable
Centrifugado a 6,000 g/25min Centifugado a 4,000 g/25min
l v
Neutrdlizado pH 7.0 NaOH 0.1M Nevtralizado pH 7.0 NaOH 0.1M
filtrado de sobrenadante S. aureus ATCC 6538p fitrado de sobrenadante
(membrana Millipore 0.22 um) estandarizada {membrana Milli[ore 0.22 pm)
Tripsinizacién
(20 mg de tripsina/mi)
a 37°C /30 minutos
Prueba de difusién Prueba Turbidimética  Curva de Inhibicidn Varaciones a la técnica
en agar de Dilucion o Muerte de difusion en agar
en Caldo BHI en Caldo BHI (UFC/mi) para demoshar actividad +—
D.O. {Absorbancia) de bacteriocina

(Lewus y Montville, 1791)
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3.2. Determinacidn de la presencia de actividad de bacteriocina de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 usando como microorganismo de prueba Staphylococcus aureus ATCC 6538p

Para la evaluacién de actividad de bacteriocina se cultivé P. acidilactici en Caldo de Soya
Tripticaseina, Bxdracto de Levadura Sacarosa {CSTES) al 1% cada uno, segin lo sugerido por Bhunia
et al. (1988); Biswas ef al. {1991}; se adiciond ademds, sacarosa al 1 % en lugar de glucosa + 0.1%
de Acido Ascérbico + 0.03 % de Mn SOs, segUn Uorente et al. (1993) vy se incubd a 30°C. Se
construyd la gréfica de crecimiento, se determind la fase estacionaria {16-18 horas) y se djustd a 1 x

10° UFC/ml la concentracidon de células.

3.2.1. Obtencién del sobrenadante de Pediococcus acidilactici para las pruebas de actividad
de bacteriocina. '

Ef cultivo de P. acidilactici manejado como se menciona en el punto anterior se centrifugd a
6,000 g/25 min y el sobrenadante se decantd, se neutralizd a pH 7 con NaOH 0.1 M y se filtréd con

membrana Millipore (0.22 pum).
3.2.2. Estandarizacién de la cepa de prueba (S. aureus ATCC 6538p) (NCCLS,1991)

Para estandarizar el indculo a utilizar en la prueba de actividad de bacteriocina se cultivd S.
aureus en Caldo BHI y se incubd a 37° 16-18 horas, se redlizé un pase a medio fresco vy se llevd a
fase logaritmica (2-3 horas) en las mismas condiciones.

Para determinar el nimero de células viables {UFC/mi) se prepararon diluciones decimales de

S. aureus y se prepararon placas de Agar BHI donde se colocaron en cada uno de los cuatro

cuadrantes de la caja de agar, 20 pl de cada dilucién, por friplicado (Figura No 5).
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N

Figura No 5. Determinacidn de células viables (UFC/ml) en placas de agar

Se incubaron a 37°C y se leyeron a las 24 horas. Se eligio la dilucidon que permitiera contar enfre

20 y 200 colonias y se mulfiplicd por elinverso de la dilucidn para obtener las UFC/m.

En paralelo se midié Absorbancia al imicio y cada hora, en alicuotas de 5 ml, utilizando un
Espectrofotdmetro Spectronic 20D [Bausch and Lomb) a una longitud de onda de 600 nm para
construir la gréfica de crecimiento y de este modo determinar la fase logaritmica y poder qjustar a

1 x 108 UFC/ml la concentracidon de células.

3.2.3. Prueba de inhibicion de $. aureus por difusién en agar de sobrenadantes de P. acidilactici.
(Bamry, 19846; NCLS, 1991; Hoover, 1993)

Se prepararon cajas con una capa base de Agar Antibidticos No 11 con un espesor de 4 mm, a
la cudl se adiciond una sobrecapa o capa siembra de 4 ml de STES (Agar al 0.6 %) con 40 ul de
Staphylococcus aureus ATCC 6538p estandarizada, como se indica previamente, para formar un
césped homogéneo de cepaindicadora. En la superficie de la capa siembra se colocaron
penicilindros de acero inoxidable, 1os cuales se llenaron con 300 ul del sobrenadante neutralizado y

filtrado de Pediococcus acidilactici que se probd en cada caso. Para la capa siembra de la
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cepa indicadora de S. aureus se utilizd Agar BHL. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas
Después de la incubacidén, se examinaron zonas de no crecimiento en las placas, por un halo de

inhibicion alrededor de los penicilindros y se midieron en mm con un Vernier (NCCLS 1991).

3.2.3.1. Variaciones da las técnicas de difusion en agar para demostrar actividad de bacteriocina
(Lewus y Montville, 1991)

a) Llos cultivos de P. acidilactici se redlizaron en Caldo Peptona Proteosa {CPP) y para evitar
confundir el efecto inhibitorio del acido actico y del peréxido de hidrégeno con la inhibicidn
debida a la actividad de bacteriocing, no se adicionaron carbohidratos al medio de culfivo y se

incubaron 16-18 horas a 30°C en cdmara de anaerobiosis usando el sistema BBL Gas Pack Plus.

b) Para determinar actividad de bacteriocina se inoculd P. acidilactici de a) sembrando por
estric en PP-(Agar al 20%) segin Kekessy y Piguet (1970), y se incubd, (1618 horas-30°C-
anaerobiosis). El agar con la estria de la cepa productora se desprendid de la cgja con una
espdtula estéril y se colocd volteado sobre la base de la caja, sembrando en este lado del agar la
cepa de prueba S. aureus 6538p en fase logaritmica {2-3 horas de crecimiento a 37°C) por estria

perpendicular a la ofra y se incubaron (16-18 horas-30°C-anaerobiosis) {Figura No §).

Figura No 4. Prueba cudiitativa de actividad de bacteriocina
mediante el método de estriado de Kekessy y Piguet (1970)

38



La produccion de bacteriocina fue detectada por una zona de inhibicidn en la inferseccidon

entre ambas cepas.

¢) Se siguid una modificaciéon al método de césped, para lo cual se prepararon cajas de PP-
{Agar al 1.5%), se dejaron 16-18 horas en la incubadora y luego se sembraron con 2 ul del cultivo a)

de P. acidilactici (Figura No 7).

Se preparé una sobrecapa de 8 ml con BHI-(Agar al 0.6%) a 45°C, inoculada con una
concentracion estandar de la cepa de prueba (40 pl de un cultivo de S. aureus a una
concentracion de 1 x 108 UFC/ml, qjustada con espectrofotdmetro a 600 nm), la cudi se vertid
encima. Las cgjas se incubaron {16-18 horas-30°C-anaerobiosis). La inhibicion se detectaria por una

zona de transparencia arededor de la colonia productora.

.
o~

. o

Figura No 7. Prueba cudlitativa de actividad de bacteriocina
aplicando una sobrecapa de agar con la cepaindicadora

d}) Para demostrar la naturaleza proteica de la bacteriocina se realizd la prueba difusion en

agar utilizando sobrenadantes tratados con tipsina.

Se prepararon cajas con BHI {Agar al 2%), se prepard una sobrecapa a 45°C{como se sefiala
en el inciso anterior}, encima de ésta se colocaron penicilindros con 300 ul de sobrenadante
{tipsinizado y un control sin tripsinizar) de cultive a) y se incubaron a 37°C 16-18 horas. La inhibicidn

fue detectada por una zona de no crecimiento dlrededor de la colonia productora (Figura No 8).
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Tratamiento con tipsina: el sobrenadante se neutralizd con NaOH 0.1 M a pH 7.0 y se filtrd con

membrana Milipore (0.45 um}, se inactivé con tripsing {Sigma) a una concentracién de 20 mg/ml a

37°C durante 30 minutos. Posteriormente se inactivé la tripsina por calentamiento a 80°C/3 minutos.

Figura No 8. Prueba de difusién en agar incluyendo la cepa indicadora en una sobrecapa de agar
y colocando los sobrenadantes de la cepa con aclividad de bacteriocina en penicilindros

3.2.4. Prueba turbidimétrica de dilucién en caldo (NCCILS, 1991, Hoover, 1993)

Se utilizaron las siguientes combinaciones de sobrenadante, medio, cepa indicadora y dcido

lactico, en tubos tal y como se indica en la Tabla No 6.

Tabla No. 4. Prueba turbidimétiica de dilucién en caldo
con diferentes volimenes del sobrenadante de P. acidilactici

Proporcién
1/6 1/3 1/2 2/3 | 5/6 1 4] 0/acido
control 1 | control2| control 3
Sobrenadanfe! (ml) 0.5 10 1.5 20 25 30 — -
Medio 2 (ml) 2.5 20 1.5 10 0.5 - 30 3.0
Eskindar de S.aureus 3 (ml) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Acido Ldctico *(g) - — — - — —- ~ 0.0078

Sobrenadante! de cultivos de P. acidilactici en fase estacionaria, obtenidos por cenfrifugacién a
6,000 g/25min, neutralizados con NaOH 0.1M 'y fittrados con membrana Millipore 0.22 um.

Medio2 Caldo BHI

Estandar de S. aureus 3 cepa de indicadora estandarizada como se indicé anteriormente

Acido lactico* se utilizd la misma conceniracién que la producida por P. acidilactici en fase
estacionaria, obtenida por titulacién con NaOH y reportada en g de Gceido lactico/3ml de medio.
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Se incluyeron los siguientes controles:

Control 1: 3.0 ml de sobrenadante de cultivo de P. acidilactici/0.1 mi de S. aureus en fase
logaritmica. (1).

control 2: 0 mi de sobrenadante/3.0 mi de BHI medio/0.1 mi de S. aureus en fase logaritmica. {0).

control 3: 0 ml de sobrenadante/3.0 ml de BHI/0.1 ml de S. aureus en fase logaritmica/dcido
lactico 0.0078 g. (0/dcido).

Los tubos se incubaron a 37°C. Se determind densidad dptica {Absorbancia) al inicio y cada

hora, durante 10 horas.

3.2.5. Curva de inhibicién o muerte (NCCLS, 1991; Hoover, 1993)

En pardlelo se contd el nimero de células viables (UFC/mI) en Agar BHI, al inicio v cada dos
horas, durante 10 horas.
Con los datos asi obtenidos se consiruyeron las cindfica de inhibicién de crecimiento o curva

de muerte.

3.2.5.1. Concentraciéon minima inhibitoria

De los resultados de inhibicion de la prueba anterior se establecid la Concentracién Minima
Inhibitoria (MIC) como la concentracidén mas baja de sobrenadante de P. acidilactici ATCC 8042
que previene el crecimiento del S. aureus ATCC 6538p después de un tiempo determinado de

incubacidn (NCCLS, 1991).
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figura No ¢
OBJETIVO PARTICULAR No 3

Evaluar el efecto de las condiciones de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
en diferentes medios de cultivo (disefio orfogonal Ls) en la produccidn de bacteriocina

Crecimiento de Pediococcus acidilactici
a 30 + 2°C(fase estacionaria 1 x 107 UFC/ml)

l

Fermentaciones de Pediococcus acidilactici segin Disefio Otogonal Ls
combinando

1
4 variables, 2 niveles de variacién cada uno, en un total de 8 cinéticas

Sacarosa (10 y 15 g/l), Acido ascérbico (1.0 y 1.5 g/l), MnSO« (0.19 y 0.25 g/l) CaCOs(0.019 y
0.025g/1)

L Constantes: Soya Tripticaseina 10 g/1, Extracto de levadura 10 g/l. Tween 80 1 mi/l 1

l

Cada fermentacién y repeficiones se incubaron a 30° + 2°C
y se redlizaron las siguientes determinaciones

|

l l

D.O. (Absorbancia) Actividad de

Bacteriocina
(ditusion en agar)
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3.3. Fermentaciones de Pediococcus acidilactici

3.3.1. Disefio orfogondl para la formulacion de los medios de fermentacién
{Ross, P.J., 1989)

Se aplicd un disefio factorial fraccionado s {Orfogondl}, utiizando diferentes niveles de
variacion: en la formulacién del medio de cultivo se emplearon concentraciones constantes
de Extracto de Levadura y Caldo Soya Tripticaseina {10 g/t de cada uno), como fuente de
nifrogeno, Sacarosa {10 y 15 g/l ) como fuente de carbono, dcido ascérbico {10y 1.5 g/l) vy
MnSOa {0.19 y 0.25 g/l), como requerimientos especiales; CaCOs {0.019 y 0.025 g/}, como
agente neutralizante del lactato producide por la fermentacién de la sacarosa y Tween 80

(1 g/l} como emulsificante,

Se redlizaron 8 pruebas de crecimiento de P. acidilactici con 4 repeficiones, segin disefio
ortogonal s con una concentracidn inicial de 1 X 109 UFC/ml a 30° + 2°C. Se establecid la
combinacion de la concentracién de las variables (sacarosa, dcido ascérbico, MnSO4, CaCOs), en
el medio de cultivo mediante tablas para un Disefio Ortogonal Ls a dos niveles de variacién, (ver

anexo 3, tabla 14 ).

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua desionizada, bdjo las condiciones

indicadas en el Anexo 3, tabla 15.

Los medios para cada cinética fueron idenfificados de acuerdo al nivel de concentracién del

ingrediente a evaluar.

Por ejemplo: Cinéfica 1211
Donde: 1= Primer nivel de Sacarosa
2= Segundo nivel de Acido Ascdrbico
1= Primer nivel de MnSO4
1= Primer nivel de CaCQOs

Se determinaron como variables de respuesta: densidad dptica (Absorbancia) y actividad de

bacteriocina mediante prueba de difusidn en agar.
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3.3.2. Determinacién de Densidad Optica (Absorbancia)

En paralelo se  midié Absorbancia en dlicuotas de 5 ml utilizando un Especirofotémetro
Spectronic 20D {Bausch and Lomb) a una longitud de onda de 600 nm. Estas se redlizaron al inicio

y cada 2 horas durante 12 horas y luego a las 24 horas.

3.3.3. Determinacién de velocidad de crecimiento (n)

Se determiné la velocidad de crecimiento {u} del microorganismo en cada
fermentacién, utilizande para ello los resultados de Densidad Optica, utilizando el siguiente

procedimiento:

1. Se obtuvo elin de cada D.O. desde el inicio hasta la fase estacionaria

2. Se hizo la regresién lineal donde:

x = horas
y=D.0O.
Se obtuvo la pendiente m
m=p
3. Sesustituydento=_In2

[
y se relacionaron con actividad de bacteriocina determinada mediante los halos de

inhibicién obtenidos de las pruebas de difusion en agar de las diferentes formulaciones

utilizadas.
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Figura No. 10
OBJETIVO PARTICULAR 4

establecer las condiciones de conservacién de Pediococcus acidilactici
para garantizar su produccién de bacteriocina

Crecimiento de P. acidilactici en Caldo MRS modificado
a 30 £ 2°C(fase esfuc[onmia 1 x 10T UFC/ml)

Determinacion de:
Viabilidad (UFC/ml)
Absorbancia (D.O.)

Cenhifugado
6,000 g/25 min

|
b L2 ls

0.1 ml de paquete de células 0.1 ml de paquete de células 0.1 ml de paquete de células
+ 1 ml caldo MRS modificado  + 1 mi caldo MRS modificado + 1 ml caldo MRS modificado
+10 % Leche descremada + 10 % Leche descremada

+0.1 % CaCOs

MRS Modificado: Sacarosa en lugar de glucosa (10 %) + 1.0 g/l Ac. Ascérbico +0.33 g/l MnSOs
en los 3 medios de suspension

Uenado de viales y duplicados
con ¢/u de los 3 ratamientos (etiquetar)

l

Congelado de vidles en baio
de aceionii- hielo seco
liofilizado

Engargolado

Almacenado a -20°C
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3.4. liofilizacién de P. acidilactici con y sin crioprotectores

Pediococcus acidilactici se cultivé en Caldo MRS modificado, se incubd a 30 + 2°C, hasta fase
estacionaria (1 x 107 UFC/mt } y se redlizaron los controles de viabilidad y funcionalidad de la cepa,
previo a la liofilizacién, determinando:

o Células viables (UFC/ml, densidad dptical) (descripcidn previa)
* Pairén de Fermentacion {utilizacion-fermentacién de los azicares indicados)

» Actividad de Bacteriocina: (difusidn en agar) (descripcion previa)

El cultivo en fase estacionaria se centrifugd a 6,000 g durante 25 minutos, se decantd el

sobrenadante y se resuspendieron las células en tres diferentes medios de suspensién:

1. 0.1 ml del paquete de céluias + 1 ml de Caldo MRS modificado

2. 0.1 ml del paguete de células + 1 ml de Caldo MRS modificado + 10% de leche en polvo
descremada

3. 0.1 mi del paquete de células + 1 ml de Caldo MRS modificado + 10% de leche en poivo
descremada + 0.1 % de CaCQa.

Los viales y sus duplicados de todos los fratamientos se marcaron cuidadosamente cada uno y
se congelaron en bafio de acetona mas hielo seco. Ya congelados se colocaron en la
liofiizadora {marca Labconco Modelo Freezone ¢).

La velocidad y temperatura de secado fueron las siguientes:

* Secado primario: 18 horas a -35°C y 375 mbar

¢ Secado secundario: aumento de 0.06°C/min aprox. hasta 4°C.

* Secado final: 3 horas a 4°C y 130 mbar
Al terminar el secado se cemraron todos los viales, se engargolaron y se almacenaron en

congelacion a -20°C.
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. Figura No 11
RECONSTITUCION DE P. acidilactici (LOFILIZADOS)

Reconstitucidn de P. acidilactici liofilizados en Caldo MRS Modificado

incubados a 30 + 2°C
hasta fase estacionaria

| » Cenhifugado a
6,000 1/25 min

Nevutrdlizado a pH 7.0 NaOH 0.1M
Filtrado de sobrenadantes
con membrana Millipore (0.22 um)

v

Determinacidn de Células Peffil de Fermentacion Prueba de Difusion en Agar
viables (UFC/ml) (Base de Caldo Rojo Fenol + vs Staphylococcus aureus
Absorbancia (sacarosq, glucosa, fructosa, ATCC 46538p

(D.O.) lactosa, arabinosa, xilosa y sorbitol)

3.4.1. Reconstitucion de las cepas

Se adiciond 1 ml de MRS modificado  para reconstituir cada vial y su duplicado de cada uno

de los lotes.

3.4.2. Determinacion de la viabilidad y funcionalidad de las cepas

Se determiné viabilidad, midiendo UFC/ml asi como densidad éptica {Absorbancia) en cada

uno de los viales reconstituidos. En paralelo se analizé el perfil de fermentacidn de carbohidratos.

Para la determinacion de actividad de bacteriocina mediante la prueba de difusién en agar se
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propagd la cepa en Matraz de cultive con 50 mi de Caldo MRS modificado, incubdndolos a 30 +

2°C hasta fase estacionaria y se realizd el proceso descrito previamente.

3.5 Andlisis Estadisticos

Se utilizd el Programa Estadistico para Ciencias Sociales (SPSS, Chicago IL 60611, USA). H efecto
de las diferentes formulaciones utilizadas (medios de crecimiento)] del disefio ortogonal en la
velocidad de crecimiento y produccién de bacteriocing, se determind mediante un andiisis de
varianza (ANOVA), en el cudl se incluyd la comparacion miltiple de medias de Duncan (p< 0.05 y
0.01). &l efecto de la adicién de crioprotectores durante la liofilizacion, sobre la viabilidad de las
cepas se determind mediante un andlisis de varianza simple (una via) (P<0.05). Se buscod ia
correlacion entre el medio de crecimiento y de suspension para la liofilizacion y los resultados de

las pruebas de inhibicidn en agar.
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION

En los Ultimos afios se observa un interés creciente en el desarollo de
bacteriocinas como conservadores para alimentos. Como se menciona anteriormente,
enfre las bacteriocinas mas estudiadas las producidas por especies del Género
Pediococcus arrojan resultados alentadores debido a que han demostrado inhibir tanto

especies relacionadas (ofras BAL), como bacterias patégenas Gram-positivas.

La informacién enconfrada en la fiteratura no incluye aspectos relevantes para su
produccidén a escala mayor, como es el efecto del método y condiciones de
conservacién de estas cepas en la produccidon de bacteriocinas {pediocinas). En todos
los casos han sido estudiadas de cepas silvestres, aisladas de alimentos, y algunos autores
hacen hincapié en el hecho de que las cepas de coleccidn dificiimente son productoras

de bacteriocinas (Lewus y Montville, 1991},

En este trabajo se ofrecen evidencias de que la cepa de coleccidn Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 tiene actividad de bacteriocing, mediante pruebas cudiitativas de
difusion en agar y turbidimétricas, asi como cuantitativas (curva de inhibicidén o muerte),
ademds de la identificacion de la presencia de un plasmido que no coincide con los

reportados en la literatura.

Por Ulfimo se presentan los resultados de la influencia de los requerimientos
especiales en el crecimiento y produccidn de bacteriocinas, asi como el efecto del uso
de crioprotectores en la viabilidad de cepas liofilizadasreconstituidas y actividad de

bacteriocina de esta cepa.
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41.  Caracterizacién de P. acidilactici ATCC 8042 en términos de perfil de termentacién,
de carbohidratos, presencia de pidsmidos y petfil de proteinas.

4.2.1. Perfil de fermentacién de carbohidratos de P. acidilactici

Los resultados experimentales del palrén de fermentacidn de carbohidratos
corespondieron con lo reportado en la literatura para esta especie y se presentan en la

Tabla No 7.

Tabla No 7 Resultados del petfil de termentacién de carbohidratos de P. acidilactici

produccion de gas a partir de la fermentacion de

carbohidratos {-)

glucosa 1% (+) dextrina 2% {+)
fructosa 1% {+) almidon soluble 2% (+)
sacarosda 0.5% (+) ramnosa 1% {-)
lactosa 2% {+) salicina 2% (+)
arabinosa 3% {-) celobiosa 1% {+)
xilosa 1% - dlicerina 1% {+
sorbitol 1% - manosa 1% {+)
manitol 3% {-) galactosa 1% {+)
trehalosa 0.5% {+) adonitol 1% <)
malitosa 2% {+) dulcitol 1% {-)

rafinosa 3% {-) melobiosa 0.5% (+)

Fuente: Axelsson, 1993; Bergy’s, 1984; Schiffner, 1978,

Se seleccionaron como control de actividad fermentativa sdlo los carbohidratos
que forman parte regularmente de los medios de cultivo para BAL vy algunos que

permiten diferenciar entre especies de Pediococcus, como los 3 Ultimos que se indican en

la Tabla 8.



Tabla No 8. Carbohidratos empleados como control de aclividad fermentdtiva
de Pediococcus acidilactici

sacarosa 0.5%
glucosa 1.0%
. fructosa 1.0%
lactosa 2.0%
arabinosa 3.0% -
xilosa 1.0% -
sorbitol 1.0% -

+ [+ i+

En todos los casos la produccidn de acido de la fermentaciéon de carbohidratos

fue positiva, como comesponde a las bacterias homoldcticas.

4.1.2. Electoforesis de DNA de P. acidilactici en geles de agarosa para detectar la
la presencia de plasmidos

Hoover et al. (1988) demostraron que la actividad de la bacteriocina PO: de P.
acidilactici estd asociada con un pldsmido de 5.5 MDa. Gonzdlez y Kunka (1986 y 1987)
al redlizar la caracterizacion de la pediocina designada PA-1 de P. acidilactici, revelaron

que se encuentra asociada con un pldsmido de 6.2 MDa.

Daeschel y Klaenhammer {1985) estudiaron un pidsmido de 13.6 MDa asociado
con actividad de bacteriocina contra S. aureus en P. pentosaceus. Las investigaciones
que se han redlizado en la identificacion de bacteriocinas de diferentes BAL indican que
la acftividad antibacteriana se encuentra ligada a la presencia de pldasmidos de
diferentes tamafos (Puci et al. 1988; Ray et al. 1989; Henderson et al. 1992; Luchansky et .

1992).

Para la blsqueda de plasmidos de P. acidilactici 8042 se utilizd el medio de
crecimiento y las condiciones sugeridas por Bhunia et al. (1987) y las modificaciones en
cuanto a requerimientos especiales sugeridas por Liorente et al. (1993). Se detectd la
presencia de un pldsmido con 2,799 kDa mediante electroforesis en geles de agarosa al
0.6% gque no coincide con los PM  de los reportados en la literatura para ofras cepas

{Figura No 12J}.
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Marcadores dI Peso Molecuiar DNA de P. acidilactici

kDa 8,576

2,799

1,953

1,882

Figura No12 Deteccion de la presencia de pldsmidos
de P. acidilactici en gel de agarosa al 0.6%

4.1.3. Electroforesis de proteinas intra y extracelulares de P. acidilactici en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Se redlizd el crecimiento de P. acidilactici en diferentes fuentes de carbono
[glucosa y sacarosa, haciendo 8 pases en cada uno) con objeto de observar su efecto
en el perfil de proteinas intra y extracelulares de la cepa, determinadas por electroforesis

SDS en geles de poliacrilamida, los resultados se observan en la Figura No 13.
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Figura No 13
Proteinas intra y extracelulares de P. acidilactici
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Marcadores de
Peso molecular
(kDa)

Figura No 13. Patrén electroforético de las proteinas P. acidilactici. La electroforesis se
realizé en geles de poliacrilamida al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes. Las muestras se
corieron a 30 mA por 2 a 3 horas. En los cariles 1, 4 y 7 se colocaron los marcadores de peso
molecular. En los cariles 2 y 3 la proteina intracelular total correspondiente a la misma cepa
crecida en CSTEG (giucosa) y CSTES (sacarosa) respectivamente. Los cariles 5 y 6
comesponden a la proteina extracelular total de la cepa en los mismos medios de
crecimiento ya mencionados, para el caso de las proteinas intracelulares se aplicaron 25-50
ug de proteina, mientras que para las extracelulares se aplicaron 200-250 pg por camil.

Es importante resaltar que independientemente de la fuente de
carbono{glucosa o sacarosa) utilizada en el cullive de Pediococcus acidilactici, su
perfil de proteinas (Figura No 13} se presenta de manera similar para las proteinas
intra y extracelulares, éstas Ultimas son poco abundantes, sin embargo la banda que
corresponde a 21 kDa no se observa en las proteinas intracelulares, por lo que se
tendria que purificar por filtracién en gel para determinar si es la responsable de la
actividad de bacteriocina.
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42.  Evaluacién cudiitativa y cuantitativa de la presencia de actividad de bacteriocina
de P. acidilactici

Para evaluar la actividad de bacteriocina de P. acidilactici se utilizaron: prueba presuntiva
{difusidn en agar} ademds se aplicé la prueba modificada de difusidn en agar, en las que se
aplicaron las consideraciones de Lewus y Montville, que permitieron corroborar que la inhibicidn se
debia a una bacteriocina y que esta tenia naturaleza proteica, pruebas cuantitativas
(turbidimétrica de dilucién en caldo y cinética de inhibicién o muerte), estableciendo por Uitimo la
Concentracién Minima Inhibitoria (MIC). A continuacién se presentan los resultados obtenidos en

cada uno de éllas.

4.2.1. Cinética de crecimiento de la cepa productora (P. acidilactici AICC 8042)

Bhunia y Ray (1988) sugirieron el uso del medio CSTEG para la produccién de bacteriocina
AcH de P. acidilactici H . En el presente trabajo la glucosa fue sustituida por sacarosa, ya que de
acuerdo con resultados previos de Liorente ef al. (1993) la sacarosa fue mejor fuente de carbono

que la glucosa.

En la figura No 14 se incluyen los resultados de a cinélica de crecimiento de P. acidilactici,
a 30°+2°C donde se identifica la fase estacionaria a las 24 horas, punto que se eligid para el
manejo de los sobrenadantes de culive de la cepa productora para su uso en las pruebas de
inhibicion, de acuerdo con los resultados obtenidos por Mordles, {1995). en donde la actividad de

bacteriocina fue posible de observar con sobrenadantes de culfivo de esta edad.



Figura No 14
CINETICA DE CRECIMIENTO DE P. acidffactici en CSTES modificado
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Los resuttados aqui graficados son el promedio de 3 repeliciones de la cinéfica de crecimiento

4.22. Cinéfica de crecimiento de la cepa indicadora S. aureus ATCC 4538p (NCCLS, 1991)

La seleccién del microorganismo de prueba para las pruebas de susceptibiidad a
anfimicrobianos, segin Thormsbery, (1991) debe hacerse entre aquéllos de rapido crecimiento,
destacando las especies de la familia Enterobacteriaceae, especies de Staphylococcus y
Enterococcus, etc. EH AOAC, ya en 1984, habia aprobado el S. aureus ATCC 6538 como
microorganismo indicador para pruebas de desinfectantes y sanitizantes. Por ofro lado, para
probar bacteriocinas se sugiere utilizar bacterias Gram-positivas relacionadas. Bhunia (1988) en Ia
caracterizacidn del espectro de actividad de la pediocina AcH de Pediococcus acidilactici H
utilizd Staphylococcus aureus como microorganismo indicador. Con base en esta informacion la
cepa seleccionada como microorganismo de prueba $. aureus ATCC 6538p la cual permitid

identificar actividad de bacteriocina de los sobrenadantes de cultivo de P. acidilactici ATCC 8042.



Para poder identificar la fase logaritmica del microorganismo de prueba {S. aureus) v
segin lo establecido por el NCCLS (1991), se redlizd la cinéfica de crecimiento incubando en ell
medio y temperatura Sptimos. Los resultados de la cinética de crecimiento se presentan en la
figura No 13. La fase logarfimica se alcanzé en 2-3 horas con una D.O. final de 0.6, equivalente

una poblacién del orden de 7 log.

3 Figura No 15
CINETICA DE CRECIMIENTO DE S. qureus en BHI
(D.O. vs tiempo)
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Los resuttados aqui graficados son ef promedio de 3 repeliciones de la cinéfica de crecimiento.

En pardlelo se determind el nimero de células viables, para poder conocer el ndmero
inicial de células viables a utilizar en las pruebas de actividad de bacteriocina y obtener de este
modo resultados cuanfitafivos de sobrevivencia o letalidad del microorganismo indicador. El

numero de células viables UFC/ml en Agar BHI se presenta en la Figura No 16.
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. Figura No 16
CINETICA DE CRECIMIENTO DE Sftaphylococcus aureus EN BHI
(UFC/ml vs tiempo)
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Los resultados son el promedio de 3 repeticiones de la cinélica de crecimiento

4.2.3. Prveba de actividad de bacteriocina por difusion en agar de sobrenadantes de P.
acidilactici

Los métodos mas comunes para demostrar actividad antibacteriana son los de difusién en
placas de agar colocando el antimicrobiano de prueba en disco o en penicilindros sobre el agar.

Davidson y Parish (1989) establecieron la metodologia de la prueba de difusidén en placa de Agar

BHI con S. aureus como microorganismo de prueba e inocularon por la técnica de estriado.

Hanis et al {1989) demostraron gran nimero de resultados falsos negativos en los ensayos

de difusion en agar usando pozos, y éllos sugirieron la utifizacidn de penicilindros.

Los resultados que se observan en esta Figura No 17 se obtuvieron al seguir la metodologia
de David y Parish {1989) utilizando Agar BHI, con penicilindros sobre el agar segin Harmis et of

{1989), siendo evidente la zona de inhibicidn de crecimiento de §. aureus alrededor de los

penicilindros.
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Figura No 17. Inhibicidn de S. aureus al aplicar sobrenadante de P. acidilactici
en la prueba presuntiva de ditusién en agar

halo de
inhibicion

Fotografia fomada por el Técnico Rodolo Robies del Lab. de Microscopia Electiénica C-1 FESC-UNAM

EINCCLS (1991} sugiere como medios de cultivo para redlizar la prueba de difusién en agar
el Agar Miller-Hinton o el Agar Antibidticos No 11, por lo que se probaron ambos como capa base,
y el Agar Antibidticos No 11 permitié una mejor difusién del sobrenadante, hecho que no ocunié al
utilizar el Agar MUller-Hinton. La adicién de una sobrecapa de agar suave (BHI con 0.8% de Agar)
permitid una dispersion homogénea del indculo estdndar del microorganismo de prueba
{(formacién de un césped) y una mayor difusion del sobrenadante ademds de observar mas

claramente los halos de inhibicidn y poder realizar su medicion (Montville y Kaiser, 1993).

La prueba de difusion en agar modificada, empleando una capa base de Agar
Antibidticos No 11 y sobrecapa de BHI {con 0.8% de Agar) con una concentracion estdndar de .
aureus fue la técnica seleccionada para evaluar posteriormente el efecto de las diferentes
formulaciones establecidas en el Disefio Ortogonal y el efecto de la adicién de crioprotectores en

P. acidilactici liofiizadosreconstituidos en la actividad de bacteriocina de la cepa.



4.2.4. Consideraciones en la determinacién de actividad de bactetiocing en la prueba de difusién
en agar

Se tuvieron en consideracion los aspectos que deben estar presentes al frabajar con BAL,
como la capacidad inhibitoria del 4cido Iactico producido de la fermentacién de carbohidratos,
que en el caso de las cepas homoldcticas (en especial las especies del género Pediococcus
altamente acidificantes), es el producto mayoritario y principio de conservacion en los productos
en donde se encuenfran. Con el fin de evitar la interferencia de estas sustancias en la actividad
inhibitoria de la bacteriocing, se resoivié no utilizar carbohidratos en la formulacién del medio de
crecimiento de la cepa productora y la produccidn de peréxido de hidrégeno se evité al cultivar

las cepas en anaerobiosis (Lewus y Montville, 1991; Montville y Kaiser, 1993).

En la parte superior de a Fgura No 18 se distingue una zona de inhibicién de crecimiento.
Tras realizar los experimento en las condiciones antes descritas, todo indica que la inhibicién se

debe a la actividad de bacteriocina del sobrenadante de cultivo de P. acidilactici.

Lla naturaleza proteica de la bacteriocina quedd confrmada, ya que al ufilizar
sobrenadantes tripsinizados estos perdian su actividad, como se observa en los circulos de la
izquierda y abgjo, donde no hubo inhibicion de la cepa de prueballewus y Montville, 1991;
Montville y Kaiser, 1993).

4.2.4.1 Sobrenadante de P. acidilactici tripsinizado y efecto en actividad de bacteriocina

Uno de los criterios de identidad de las bacteriocinas utilizado por los investigadores de
estos compuestos ha sido el confirmar su naturaleza proteica por fratamiento con diferentes
proteasas como: tripsina, quimotripsing, ficina, papaina, etc. Diferentes estudios demuestran
que aquéllas fracciones con actividad inhibitoria que eran tratadas con alguna enzma
proteolitica de las mencionadas antes, perdian su capacidad de inhibir a ofras bacterias, en
la mayoria de los casos esta prueba permitié identificar la fraccion responsable de la
actividad de bacteriocina después de purificar los compuestos {Bhunia et al., 1988; Montvile vy
Winkowski, 1997; Ray y Hoover, 1993).
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En este trabajo se realizd el fratamiento del sobrenadante de cultivo de P. acidilactici
con tripsina, que llevd a la pérdida de actividad inhibitoria, demostrando de este modo su

naturaleza proteica, como se observa en la Figura No 18.

Figura No18
Inhibicién de S. aureus al aplicar sobrenadante de P. acidilactici en la prueba
de difusién en agar realizando las consideraciones de Lewus y Montville
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aplicar sobrenadante de P
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no evidencian actividad <]
de bacteriocina

4.2.5. Inhibicién de S. aureus dl ufilizar diferentes volimenes de sobrenadante de P. acidilactici en
la prueba turbidimétrica de dilucién en caldo
(NCCLS, 1991; Hoover, 1993)

Los resultados de las mediciones de Absorbancia para la prueba turbidimétrica de inhibicion de
S. aureus, incluyendo los de los 3 controles de inhibicién de crecimiento se reportan en la Figura No

19.
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El crecimiento del microorganismo de prueba al adicionar diferentes volUmenes de
sobrenadante de P. acidilactici fue siempre por debdjo del crecimiento de S. aureus sin
sobrenadante, lo que indica un efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus, se observa un

retardo en la fase lag y en la fase log.

B incremento en Absorbancia después de las 10 horas en aquéllos adicionados de
sobrenadante puede ser debido a que se esté produciendo lisis de las células de S. aureus, ya que

se sugiere que las bacteriocinas son bactericidas, segln Pucci et al. (1988) y Nielsen ef al. (1990).

En el confrol donde se adiciond sdlo dacido Ictico no se observéd modificacion en la
absorbancia, lo que indica la funcién bacteriostatica de los acidos orgdnicos como sefiala

Smulders ef al. (1986} .

Figura No 19
Inhibicidn de S. aureus por diferentes volimenes de sobrenadante de P. acidilactici
en la prueba turbidimétrica de dilucién en caldo
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Los resultados graficados son el promedio de 3 curvas de inhibicién realizadas para cada condicién

61



« control 1: 3ml de sobrenadante y S. aureus (0.1 ml de cultivo en fase logaritmica) (1)

« control 2: 3mideBH! y S.aureus (0.1 ml de culfivo en fase logaritmica) (0) y

¢ control 3: 3 ml de BH, S. aureus {0.1 ml de cultive en fase logaritmica) y dcido lactico (a la
misma concentracion de la obtenida por fitulacién en sobrenadantes de P. acidilactici en fase

estacionaria) (0/4cido).

4.2.6. Curva de inhibicién o muerte (NCCLS, 1991; Hoover, 1993)

Tagg et al, (1976) indican que deben redlizarse tanto pruebas cudiitativas como  cuantitativas
de actividad de bacteriocina utilizando cepas sensibles antes de definir que una bacteriocina es
bactericida o bacteriostdtica, por lo tanto se rediizdé en pardlelo la determinacidn de células
viables en UFC/m, con objeto de demostrar si el aumento en absorbancia se debia a crecimiento

de la cepaindicadora o podia deberse a la lisis celular.

En la Grdfica No 20 se presentan los resultados de células viables {UFC{ml) obtenidos al ufilizar
diferentes volimenes de sobrenadante/BHI, en donde se observa un efecto inhibitorio mayor
conforme se aumenta la cantidad de sobrenadante adicionado. E nivel de supresion de
crecimiento en % de inhibicidn coresponde a 6% con el sobrenadante sin diluir, no se llegd a
la Concentracién Minima Bactericida {MCB), pues se requeria alcanzar el 90% de inhibicién

{NCCLS,1991; Hoover, 1993).

62



figura No 20
Curva de inhibicién o muerte de S. qureus al utilizar
diferentes volimenes de sobrenadante de P. acidilactici
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Los resultados graficados son el promedio de 3 curvas de inhibiclén reallzadas para cada condicién

Las unidades arbifrarias de actividad {UAA) de bacteriocina segin Gonzdlez y Kunka
{1987) se calcularon a partir del inverso de la dilucién mas alta que produjo inhibicién de

crecimiento de la cepa indicadora.

Concentracion
UAA =
mi de medio de crecimiento BHI
0.5 mi de sobrenadante de P. acidilactici
UAA =

3.0 mi de medio de crecimiento BHI

1 1

= 6UAA
concentracidén 6
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4.2.6.1. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

De los resultados presentados en la Figura No 20 se establecié la Concentracién
Minima inhibitoria (MIC) para esta investigacién, y la concentracién mas baja de
sobrenadante de P. acidilactici ATCC 8042 que previno el crecimiento de S. aureus ATCC

65385p después de 2 horas de incubacion fue la relacién 1:6 (sobrenadante:8HI).

4.3. Etecto de la formulacién del medio de cultivo en la velocidad de crecimiento () de P.
acidilactici y en la actividad de bacteriocina vs S. aureus

Raccach y Marshall {1985} sefialan que las BAL homofermentativas transportan
carbohidratos por la via fosfoenolpiruvato {PEP), sistema fosfotransferasa (PTS) y aunque el
magnesic es el activador natural, es posible que el manganeso pueda activario también, por
ejemplo en el caso de la piruvato cinasa en S. cremoris ésta se activé 100 veces en presencia
de manganeso. La mdxima actividad de B-galactosidasa de S. thermophilus se obtuvo
también en presencia de manganeso y la fermentacion de sacarosa sustituyendo a la
dextrosa fue estimulada por manganeso en L. plantarum. La fermentacién de sacarosa por
BAL fue estimulada por el manganeso, completando su crecimiento en 12-16 horas con
manganeso y en 40 horas en ausencia. Los mejores resultados los consiguieron en cultivos
congelados-descongelados reduciendo 4 a 7 horas de tiempo de cultive al adicionar el

manganeso para fermentar sacarosa.

Es importante sefialar que en presencia de manganeso la sacarosa-6-fosfato hidrolasa
y la sacarosa-fosfotransferasa permiten la enfrada de la sacarosa a la ruta glucolitica.
Gonzdlez y Kunka {1987) presentaron evidencia de un pldsmido que codifica para la
utilizaciéon de sacarosa y la produccidén de bacteriocina en P. acidilactici PAC1.0. La
aplicacién de técnicas de curacién para la eliminacién del pldsmido de 23 MDa, resultd en
la pérdida simultdnea de la capacidad de fermentar la sacarosa y de la actividad de

sacarosa-hidrolasa.
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Archibald {1988} y Zaika et al. (1984) indican que las bacterias oxigeno tolerantes son
estimuladas por manganeso acelerando su crecimiento y sugieren que quizd esté asociado
con un importante mecanismo de defensa contra la toxicidad del radical superdxido vy la

superdxido dismutasa en Lacfobacillus casei, L. fermentum y P. pentosaceus.

En este trabajo se buscé relacionar la produccién de bacteriocina de P. acidilactici Y sU
crecimiento, con objeto de encontrar las mejores condiciones para producir la bacteriocina.
De acuerdo con la literatura revisada la fuente de carbono es importante para el crecimiento
de las BAL, aunque [os resultados en crecimiento demostraron que fue mejor el uso de
sacarosa como fuente de carbono, siempre que estuviese presente el manganeso. Estudios
previos de Llorente ef al. (1993) sefalan que tanto el manganeso como el Gcido ascdrbico

son requerimientos especiales de crecimiento para Pediococcus.

Olson {1959) sefald que el carbonato de calcio es el mas utilizado en el cultivo de BAL ya
que permite una mayor neutralizacién del lactato producido durante la fermentacidn,
ademas de ser un constituyente de la pared celular de las bacterias Gram-positivas, por lo

que fue importante su adicién.

La informacién antes citada sirvid para seleccionar como factores relevates en el
crecimienfo de P. acidilactici, la fuente de carbono (sacarosal, los requerimientos especiales
{manganeso y dcido ascérbico) y un neutralizante del lactato producido, {carbonato de
caicio). Con estos cuatro factores en un disefio ortogonal Ls se trabajaron  diferentes
formulaciones de medios de cultivo y de este modo se observéd la influencia que guardan

estos compuestos en el crecimiento y en la produccién de bacteriocing.

Los resultados analizados con el Programa Estadistico SPSS mediante andlisis de varianza
(ANOVA] indicaron que existe una diferencia altamente significativa (p<0.01) en la
concentracion celular medida en absorbancia de los diferentes tratamientos Y que estos
factores son los responsables de favorecer o controlar el crecimiento de la cepa. Bl andlisis asi
obtenido sugirié redlizar también una comparacién de medias de Duncan (p<0.01} para ver
cuales eran las variables que guardaban alguna andlogia o afectaban en mayor medida la

respuesta en crecimiento o actividad inhibitoria.
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Los resultados de la Prueba de Duncan de los datos de crecimiento en D.O. {Absorbanciay)
llevaron a la formacién de 4 subgrupos que se presentan en la Tabla No 9. En cada caso se
indica la clave asignada. La funcién de la fuente de carbono, acido ascérbico vy sulfato de
manganeso fue primordial en el nivel de actividad de bacteriocing, ya que se obtuvieron
halos de inhibicién de mayor tamafio en las pruebas de difusién en agar realizadas con los
sobrenadantes de cada formulacién, consideradas de acuerdo a lo expuesto anteriormente
por diversos autores (Foegeding et al. 1992; Biswas et al. 1991; Gonzdlez y Kunka, 1983; Bhunia
et al. 1987 y 1988}.

El subgrupo | quedé formado por 5 de los 8 tratamientos del disefio ortfogonal, los 3
primeros (1122, 2121 y 2222 tiene el nivel alto de manganeso y los halos de inhibicidn
pequefios, los 2 Ultimos (1221 y 1212} tienen en comin nivel bajo de sacarosa y alto de dcido
ascérbico. En este Ulfimo caso se lograron la velocidad de crecimiento mas pequefia y los

halos de inhibicidn mas grandes.

En el subgrupo H las 2 Gltimas formulaciones (1212 y 1111) tuvieron nivel bajo de sacarosa y
de manganeso con las que se obtuvieron halos de inhibicién grandes que no comrelacionaron
con la velocidad de crecimiento. En el subgrupo Il las combinaciones 1221, 1212 y 1111
tienen en comuin nivel bajo de sacarosa obteniendo asi los halos mas grandes. Los
fratamientos 1212, 1111 y 2211 del subgrupo lit y 1111, 2211 y 2112 del IV fienen el nivel bajo de

manganeso, sin mostrar correlacién con velocidad de crecimiento ni halo de inhibicion.

Tabla No ¢
Resultados de la Prueba de Duncan (p<0.01)
de las formulaciones del disefio orfogonal

subgrupo 1 subgrupo 2 subgrupo 3 subgrupo 4

1122
2121 2121
2222 2222
1221 1221 1221
1212 1212 1212
1111 1111 1111
2211 211
2112
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En generdl, los tratamientos 1221 y 1212 presentaron los valores mas pequefios de p

{0.22 y 0.23 respectivamente) y los didmetros de halo de inhibicién mas grandes (12.25y 11.0},

presentando una relacién inversa entre ambas variables, ademds estas formulaciones tuvieron

identidad en 3 de los 4 subgrupos resultantes de la Prueba de Duncan. Bl tratamiento 1111

con niveles bgjos de las 4 variables también se incluye en 3 subgrupos y presenta halo de

inhibicién grande aunque con p mayaor.

Bl resultado sobresdliente de este andlisis es que los tratamientos @

@)

Qaureus.

D. O (Absorbandia)

Figuras No 21

incluidos en 3 subgrupos cada uno, presentaron la mayor respuesta inhibitoria en S.

Cinéficas de crecimiento Subgrupo 1 (Duncan p<0.01)
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DO (Absobaria)
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Figuras No 22
Cinéticas de crecimiento Subgrupo 2 (Duncan p<0.01)
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D. ©. (Absorbandia)
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Figuras No 23
Cinéficas de crecimiento Subgrupo 3 (Duncan p<0.01)
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D.O. (Absorbandia)
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figuras No 24
Cinéticas de crecimiento Subgrupo 4 (Duncan p<0.01)
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D O, (Absorbendia)
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Los resultados del andilisis que se presentan en la Tabla No 10 sefalan que la velocidad de

crecimiento no tiene comrelacién con el tamafo de halo de inhibidn obtenido, ya que en ios

fratamientos 1111 y 2121 se obtuvieron los resultados de velocidad de crecimiento mas aitos,

sin embargo en 2121 el didmetro de halo de inhibicién es pequefio y en 1111 es intermedio. En

los valores medios de p de las formulaciones 1122, 2211 y 2112 se observan valores altos y

bajos de digmetros de halos de inhibicidn y cuando se tuvieron los valores pequefios de i en

1212, 1221, se tuvieron los halos de inhibicion mas grandes. Sin embargo en 2222 la velocidad

de crecimiento y el halo de inhibicidn fueron pequerios .
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Tabla No 10
Efecto de la formulacién del medio de crecimiento (diseiio ortogonal)
en la velocidad de crecimiento de P. acidilactici y en la produccién de bacteriocina

Diametro de halo de inhibicién (mm)
Cinética de D.O. tiempo de | velocidad de | en placas de Agar Antibiéticos No 11
crecimiento (Absorbancia) | duplicaciéon | crecimiento
tp (h) n(h) tamaiio de poro de membrana
0.22pum 0.45um
1111 1.042 2.68 0.27 10.5 8.0
1122 0.856 2.89 0.24 9.5 8.5
1212 0.976 3.22 0.22 - 12.25
1221 0.967 3.03 0.23 11.0 3.5
2112 1.129 2.63 0.25 10.25 8.75
2121 0.922 2.87 0.29 9.0 9.0
2211 1.095 2.81 0.24 8.75 8.5
2222 0.930 3.07 0.23 8.25 9.0

Se incluyen los promedios de 4 repeticiones de cada cinética
La produccién de bacteriocing se p ta como didmetio de halo de Inhibicién de S. aureus de ia prueba
de difuslon en agar al utilizar el sobrenadante de cada formulacién de medio de cuttivo.

4.4. Condiciones de liofilizacién de Pediococcus acidilactici

Muchos métodos han sido utilizados para preservar bacterias, pero no todas las
especies responden de la misma manera ante un método dado. La liofilizacién tiene grandes
ventajas sobre otros procesos de remocidén de humedad, especialmente cuando se utiliza

para materiales bioldgicos y productos sensibles a la temperatura.

Una de las principales claves del éxito en la preparacién de cultivos para la
conservacién es a partir de cuitivos activos y constituidos por un gran nimero de células
viables, siendo un cultivo activo aquél que se encuentra en la curva de crecimiento entre la

regién superior de la fase logaritmica y el comienzo de la fase estacionaria {lbarra, 1997).

En este trabgjo y previa a la aplicacién de los diferentes medios de suspensidn, se
redlizé la determinacién de UFC/mi de las células viables de P. acidilactici a una
concentracién de 9 log. Se utilizaron 2 viales de vidrico para cada lote con 1 mi de cada

medio de suspension, donde se resuspendieron las céiulas antes cosechadas y cuantificadas.
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4.4.1. Efecto del uso de crioprotectores sobre la viabilidad de P. acidilactici

La adicidén de ciertos agentes, como azicares, aminodcidos, péptidos, proteinas y otras
sustancias en los medios de suspensidn, mejoran la sobrevivencia de los microorganismos

conservados por siferentes métodos (Heckly, 1978).

Moarichi e Irie (1973} han reportado el efecto positivo de usar leche descremada en polvo
como agente de suspension en la fiofilizacion, ya que el porcentaje de microorganismos que
mueren durante la fiofilizacidon puede ser mayor que el que se pierde durante el admacenamiento

subsecuente.

Olson (1959) encontrd que el CaCOs; did el mejor resultado entre varios
amortiguadores insolubles aplicados a cultivos iniciadores liquidos para youghurt preservados
en refrigeracién, ademas el calcio es un constituyente de la pared celular de las bacterias

Gram-positivas por lo cual fue importante considerar su adicién.

En la Tabla No 11 se presentan los resultados en viabilidad de Pediococcus acidilactici

liofilizados con y sin crioprotectores y neutralizante.

Tabla No 11
Resultados de la viabilidad de P. acidilactici
adicionados o no de crioprotectores y neutralizante
{almacenamiento a -20°C)

Madlos de suspension Viabilldad Viabilidad
{vial y duplicado)
(UFC/mD) (7) (UFC/mi) (%)
Antes de liofilizar 1.31 x 109 100 1.31 x 10? 100
2 meses de 7 meses de
almacenamiento almacenamiento

MRS modificado 1.05 x 107 79.24 1.04 x 10° 78.29
MRS modificado 1.225x 10° 92.45 1.21 x 107 91.50

+10% leche descremada
MRS modificado

+10% leche descremada 1.25x 10° 94.34 1.25x 10?7 94.34

+0.1% CaCQOs
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E lote en que se usd Unicamente el medio MRS modificado como medio de suspensién
ante la liofilizacion, presentd ifos menores porcentgjes de viabilidad a los 2 meses de

almacenamiento en congelacidn (79.24%), disminuyendo a 78.29% a los 7 meses.

En el segundo lote la adicién de 10% de leche descremada al MRS modificado permitié un
incremento sensible en la viabilidad a 92.45%, a los 2 meses y de 91.50% a los 7 meses de
almacenamiento a -20°C y en el lote que se adiciond ademds CaCOs  (neufrdlizante) el
incremento alcanzd 94.34% a los 2 y 7 meses de almacenamiento, 18% mas de células viables
que el control con MRS modificado sin crioprotectores ni neutralizante. En este iote la

viabilidad no se modificé alos 2 y 7 meses de almacenamiento en congelacion.

Los resultados de porcentaje de células viables ante la liofilizacién indican que esta cepa
requiere de la adicidn de agentes crioprotectores, como la leche descremada vy la sacarosa,
para conservar mayor viabilidad. Heckly (1978) sefiala que la sacarosa es un agente

crioprotector para Lacfobacillus.

Morichi e Irie {1973) y Heckly {1978) han reportado el efecto benéfico de utilizar
leche descremada en poivo como un medio de suspensidn ante la liofilizacién, aunque no
son entendidos claramente los mecanismos exactos por los cuales estos compuestos y ofros

crioprotectores proporcionan proteccidn contra el dafio producido durante la congelacién.

Castro et al. (1997) sefalan que la reduccidn del efecto letal de la concentracién de
solutos, la prevencion de la formacidén de hielo intracelular o la reduccién de sus
consecuencias letales debido a la formacién de puentes de hidrégeno entre el agua v las
estructuras celulares, pueden ser algunas de las explicaciones para Lactobacillus bulgaricus

liofilizados.
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4.4.2. Hecto del uso de crioprotectores sobre fa actividad de bacteriocina de P. acidilactici

La viabilidad basada sélo en el nimero de células de P. acidilactici sobrevivientes ante la
liofilizacidn no es un criterio suficiente para evaluar su efectividad como método de
conservacion Fra importante ademas evaluar las propiedades funcionales de la cepa en su

actividad fermentativa y la produccidn de bacteriocinas.

Los resultados de la actividad de bacteriocina medida por lo didmetros de los halos de
inhibicion producidos por los diferentes lotes de P. acidilactici se muestran en la tabla No
12, en donde se incluyen también los resultados obtenidos con una cepa comercial liofilizada
y aimacenada a la misma temperaturq, la cual fue reconstituida y analizada del mismo modo

que los ofros lotes.

Tabla No 12
Resultados de la actividad de bacteriocina de P. acidilactici tras conservar la cepa
por liofilizacion con medios de suspensién adicionados o no de crioprotectores y neutralizante
(almacenamiento a -20°C)

Maedio de suspensién Didmetro de Halo de inhibicion{mm)
(vial y duplicado)
2 meses 7 meses

MRS modificado 12.5 12.5
MRS modificado

+ 10% leche descremada 15 15
MRS modificado

+ 10% leche descremada 20 20

+0.1% CaCOs

no se sabe medio
Cultivo Comerciatl de suspension, 18
ni fecha de liofilizacion

Cultive Comercial no se sabe medio
4° pase en CIS de suspension, 19
ni fecha de liofilizacion
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Los lotes conservados en MRS modificado mostraron el tamafio mas pequefio de los halos
de inhibicién (12.5 mm). En aquéllos donde se adiciond leche descremada se detectd un
aumento a 15 mm en el tamano de los halos y cuando ademds se adiciond neutralizante el
aumento fue a 20 mm guedando en evidencia que la produccién de bacteriocina también

se beneficia con la adicién de crioprotector y amortiguador.

El tiempo de almacenamiento no tuvo ningln efecto en los resultados de inhibicidn de S.
qQureus ya que no hubo diferencia entre los resultados a los 2 vy a los 7 meses de
almacenamiento a -20°C, sin embargo se pudo observar que las cepas en MRS modificado
aumentaban el tamarfio de los halos de inhibicién al redlizar la prueba de difusién en agar
conforme mayor era el nimerc de pases en CSTES y se alcanzaron resultados similares en el

control y los lotes adicionados con leche descremada.

4.4.3. Hecto del uso de crioprotectores sobre el petfil de fermentacién de carbohidratos de P.
acidilactici

Los resultados de actividad fermentativa no mostraron cambio en ninguno de los lotes
liofilizados como se aprecia en la Tabla No 13, aunque se sugiere ampliar el nUmero de
carbohidratos a evaluar, ya que lbarra {1997) sefiala que la liofilizacién puede generar

cambios en el perfil de fermentacidn de carbohidratos de otras BAL.

Tabla No 13
Resultados de la actividad fermentativa de P. acidilactici
lioffizados con o sin crioprotector y nevtralizante

sacarosa 0.5%
glucosa 1.0%
fructosa 1.0%
lactosa 20%

arabinosa 3.0% -

xilosa 1.0% -
sorbitol 1.0% -

+ 4]+ ]+

En fodos los casos la produccion de dcido de la fermentaciéon de carbohidratos fue

positiva.
77



5.0

CONCLUSIONES

Se demostré mediante pruebas cualifativas y cuantitativas que la cepa de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 produce bacteriocinas contra Staphylococcus aureus ATCC
6538p. La naturaleza proteica del compuesto se establecié al perder éste su actividad
por tratamiento con tripsina.

La Concentracién Minima Inhibitoria de sobrenadante vs Staphylococcus aureus ATCC
6538p fue de 1.66ul/ml. La curva de muerte demostré una relacién inversa entre el
nUmero de células viables (UFC/ml) y el sobrenadante sin diluir, alcanzando un 66% de
inhibicién de las células de S. aureus en 10 horas.

Se detectd la presencia de un plasmido con peso molecular de 2,700 kDa que no
habia sido reportado con anterioridad para otras cepas de P. acidilactici.

El andlisis estadistico demostré una diferencia altamente significativa (p< 0.01) entre los
resultados de Absorbancia de las diferentes formulaciones de cada medio de
crecimiento. la prueba de Duncan (p<0.01) establecié la formacién de 4 subgrupos
donde resalta que los diametros de los halos de inhibicién de mayor tamatio se
obtuvieron de los medios con sacarosa al 1.0%, dcido ascérbico al 0.15% y MnSOs al
0.019%

La mejor formulacién de medio de produccién para producir mayor velocidad de
crecimiento (u) fue el MRS modificado con 2% de sacarosa, 0.1% de dcido ascérbico,
0.025% de MnSOq, 0.0019% de CaCOs.

La produccién de bacteriocina mosté independencia entre los resultados de D.O.
(Absorbancia), velocidad de crecimiento y halos de inhibicién de cada formulacién y
no existe comelacion entre élios.

Los resultados obtenidos sefialan un efecto muy tavorable en la cepa liofilizada en MRS
modificado adicionado de 10% de leche descremada y 0.1% de CaCOs ya que de
este modo conserva una mayor viabilidad (94.34%). El medio de suspensidn si tuvo una
influencia altamente significativa (p<0.01) en los halos de inhibicién obtenidos
mediante la prueba de difusion en agar ya que fueron mayores los obtenidos de los
lotes con adicién de crioprotector y neutralizante. Se observé que la liofilizacién no
modificé el perfil de fermentacidn de los carbohidratos al utilizar el MRS modificado

solo o con adicién de crioprotector y neutralizante.
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ANEXO 1 Exiraccidn de DNA bacteriano para la deteccién de la presencia de
plasmidos (Ausubel et al 1992, 2.10, 2.11)

Reactivos:

TE buffer Tris EDTA

SDS al 10% {w/v)

pronasa E (20 mg/ml) de Streptomyces griceus
NaCl5M

CTAB/NaCl {elimina polisacdridos que no son del ADN)
Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1)
Isopropanol

Etanol al 70%

Solucién CTAB/NaCI (10% CTAB/0.7M NaCl)

Disclver 4.1 g NaCl en 80 ml de H2Q y lentamente adicionar 10 g de CTAB {bromurc de
hexadecil trimetil amonio), calentando y agitando simultdneamente a 65°C para disolver

si es necesario, gjustar el volumen final a 100 ml.

Solucidn Tris/DTT

25 mM fris-Cl

1ImM DTT

20% {v/v} dlicerol pH 8.1-8.3

Tris-Cl [Tris (hidroximetil) amino etano), 1 M

disolver 121g Tris base en 80 ml de H2O, djustar a pH deseable con Hcl concentrado,

mezclar y adicionar H2O hasta 1 (.

NaCl S M
292 g NaClllevarlos a 1 1de H20.

TE buffer pH7.4,7.5, 8.0
10mM ftris-Cl, pH 7.4, 7.5, 8.0
1 mMMEDTA, pH 80

SOS 10% {w/v) 10g de duodecilsuifato de sodio llevar a 100 ml con H20.
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ANEXQO 2 Obtencién de proteina total a parir de células intactas y andlisis por

electroforesis en geles de pofiacrilamida (SDS-PAGE). Segin Laemmii (1 970)

Soluciones stock

1. Solucién monomérica (30% + 2.7% C bis)

Acrilamida 584 g
Bis 169
HXO a 200 mi
2. Buffer de conmimiento (1.5 M Tris + HCI, pH 8.8)
Tris 363 g
HO0 «a 200 ml
3. Buffer del gel concentraDo (0.5 Tris-HCI, pH 6.8)
Tris 30g
H:O0 «a 50 mi
4.3DS al 10%
SDS 30g
H:O «a 500 mi

5. Indicador {Persulfato de amonio al 10%)
Persulfato de amonio 0.5 g
HO a 50 mi

6. Regulador de tratamiento 2X
(0.125M Tris.HCI, 4% SDS, 20% Glicerol, 10% 2-mercaptoetanol pH 6.8)
SDS 40 ml (Soin. 4)
Giicerol 20 mi
2-Mercaptoetanol 10mi

7. Regulador de tanque (0.025 M Tris, 0.192 M Glicing, 0.1%, pH 8.3)
Tris 120 g

Glicina 5746 g
SDS 40.0 mi (Soln. 4)
HO a 40000 ml

8. Tincion (0.125% Azul de Coomassie R-250, 40% Metanol, 7% Acido Acético)
Azulde Coomassie 0.5 g

Metanol 8000 ml
Acido Acético 1400 mi
HO a 20000 ml

9. Solucidn decolorante 1 {50% Metanol, 10% Acido Acético)
Metanol 5000 mi
Acido Acético 1000 ml
H:O «a 1000.0 mi
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10. Solucién decolorante Il (7% Acido Acétice, 5% Metanol)

Acido Acético 7000 mi

Metanol 500.0 mi

HO a 10000 ml

TABLA DE PREPARACION
Gel separador 10%, 2.7% C Gel concentrador 4% T

27% C
Solucién (1) 204l 2.66p
Buffer 2 15ul —_
Buffer (3 — 50ul
SDS {4) 0.6 W 02yl
HO 24.1ul 122
Persulfato Amonio (5) 300 wl 100 i
TEMED 20 ul 10 u



ANEXO 3
Disefio ottogonal para parafermentaciones de P. acidilactici
(variables de prueba e interacciones)

A: Sacarosa Fuente de Carbono
B: Ac. Ascérbico Requerimiento especiai
AXB:_Sacarosa/Ac. Ascdrbico

C: MnSOq4 Requerimiento especial
AxC: Sacarosa/ MnSOq

BxC: Ac. Ascorbico/ MnSQs4

D: CaCOs Agente nevhaiizante

Nota: FACTORES INTERACCIONES

TABLA 14
Fermentaciones de Pediococcus acidilactici (diseio ortogonal)
Sacarosa Ac. Ascdrbico MnSO4 CaCOs
Cinética No. A B C D
1 1 1 1 1
2 ! 1 2 2
3 i 2 1 2
4 1 2 2 1
5 2 1 1 2
6 2 1 2 i
7 2 2 1 1
8 2 2 2 2

1 Primer nivel de variacion
2 Segundo nivel de variacion
fuente: Ross, 1989



Tabla No 15
Fermentaciones de P. acidilactici (diseio ortogonal Ls)
concenfraciones de cada vairiable

Cinética No Sacarosa (%) | Ac. ascdrbico (%) MnSOs (%) CaCQs {%)
1 10 10 0.19 0.019
2 10 10 0.25 0-025
3 10 1.5 0.192 0.025
4 10 1.5 0.25 0.019
5 15 1.0 0.19 0.025
6 15 1.0 0.25 0.019
7 15 1.5 0.19 0.019
8 15 1.5 0.25 0.025

ACIDEZ TITULABLE (mg de dcido lactico/ml)
Egan ef al. 1981

Se tomé una dlicuota de 5 mi de un cultivo de Pediococcus acidilactici y se
centrifugd por 25'a 6,000 rpm, se decantd el sobrenadante y se filtré con membrana
Millipore (0.22um). Se ahadieron unas gotas de solucidn de fenolftaleina como indicador

a 3 mi de este sobrenadante vy se titularon con NaOH 0.1 M.

La acidez se calculd como mg de dcido ldctico donde:
1 ml de NaOH 0.1 M =0.0090 g de dacido lactico




Tabla No 14
Resultados de la D.O. (Absorbancia) de la cinética de crecimiento
de P. acidilactici en CSTES modificado

fiempo (horas) | D.O. (Absorbancia)
Inicio 0.066
2 0.144
4 0.400
6 0.620
8 0.710
10 0.747
12 0.776
24 0.890
Tabia No 17

Resultados de la D.O. (Absorbancia) de la cinética de crecimiento
de S. aureus en BHI

tiempo (horas) | D.O. (Absorbancia)

Inicio 0.026

1 0.040

2 0.124

3 0.356

4 0.630

5 0.752

24 0.792

Tabla No 18

Resultados de las cuentas viables de la cinética de crecimiento
de S. aureus en Agar BH!

tiempo (horas) UFC/ml
Inicio 3.58 x 108
1 8.79 x 108
2.57 x 107
3.20x 108
489 x 108
5.27 x 108

(5 RE-S [AVR{ V]

1



Tabla No 19

Inhibicidn de S. aureus al adicionar diferentes voldmenes de sobrenadante

de cultive de P. acidilactici en la prueba turbidimeétrica

tiempo | 1/6 1/3 1/5 2/3 5/6 1 0 0/acido
(horas) Control 1 | Control 2 | Control 3
Inicio | 0.026 | 0.024 | 0.023 | 0.020 | 0.020 0.012 0.026 0.041
1 0.041 | 0029 | 0.029 | 0.028 | 0.023 0.017 0.040 0.041
2 0.089 | 0.043 | 0.037 | 0.030 | 0.025 0.017 0.124 0.041
3 0.174 | 0.068 | 0.048 | 0.034 | 0.028 0.017 0.356 0.041
4 0.630 0.041
5 0.752 0.041
24 0.652 | 0.370 | 0.270 | 0.129 | 0.045 0.025 0.792 0.041
Tabla No 20

Curva de inhibicién o muerte de S. aureus al adicionar diferentes volimenes
de sobrenadante de cultivo de P. acidilactici

tiempo 1/6 2/3 1/2 2/3 5/6 1 o 0/4cido
(horas) Control 1 | Control 2 | Control 3
Inicio | 6.22x 105 836x 105 [8.16x105] 7.54x 105 | 7.94x 105 | 6.45x 195 | 3.58x 105 | 6.16 x 10°
1 8.80x 105
2 1.91 x 105] 931 x104 | 583 x 104 1.40x 104 | 257 x 107 | 6.16 x 105
3 4.90 x 108
4
10 8.75x 105 9.72x 105 6.42x 104| 4.43x 104 | 2.41 x 104| 527 x 10° | 4.90x 108
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