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En el presente trabajo se llevd a cabo un escrutinio para detectar la produccion de
bacteriocinas (conservadores naturales) en 90 cepas de bacterias dcido licticas (BAL)
aisladas de pozol; una bebida fermentada de maiz.

El antagonismo de las BAL se llevé a cabo aplicando el método de botén utitizando
como indicadores cuatro microorganismos Gram (+); Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus y Listeria innoeua y tres microorganismos Gram (-);
Escherichia coli 0157:H7, Vibrio cholerae 01 y Vibrio cholerae no (1. Se descarté la
inhibicién por produccién de acido, usando un medio sin carbohidratos fermentables. La
inhibicién por perdxido de hidrégeno se descarté incubando en anacrobiosis, usando jarras
de anaerobiosis con gas pack ¢ indicador. Fueron detectados compuestos inhibitc.:rios en
ocho de las noventa cepas estudiadas (3 cepas de Leuconostoc mesenteroides, 3 cepas de
Lactococcus lactis lactis, una cepa de Lactobacillus crispatus y una cepa de Lb.
acidophillus). Dichos compuestos fueron de naturaleza protéica y se comprobd la ausencia
de fagos, estableciéndose que los ocho compuestos inhibitorios encontrados son
bacteriocinas.

Se realizd un espectro de actividad de las ocho cepas productoras de bacteriocinas
usando 12 microorganismos Gram (+). Bacillus cereus, Clostridium sporogenes, Listeria
monocytogenes, Micrococcus luteus, ocho cepas de bacterias licticas aisladas de pozol y 2
cepas Gram (). Escherichia coli ECET y ECEP. Todas las cepas tuvieron efecto

inhibitorio sobre microorganismos Gram (+), pero no presentaron efecto sobre ellas
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mismas ni sobre microorganismos Gram (-); seis presentaron actividad contra Listerig
monocylogenes.

La actividad antimicrobiana de 4 de las 8 bacteriocinas porducidas por BAL, fue
evaluada usando el método de difusién en agar (Bhunia et al., 1988: BS 4020:1974), en el
que se utilizo Micrococcus luteus NCIB8166 como microorganisme indicador. La actividad
fue definida en unidades arbitrarias por mililitro (UA/ml).

La actividad de las cuatro bacteriocinas restantes no se evalud por este método,
debido a que no presentaron actividad contra Micrococcus luieus. Estas cepas se probaron
con tres microorganismos indicadores; Listeria innocua, Listeria monocytogenes y
Leuconostoc mesenteroides en dos medios de cultivo: Brain Heart Infusion (BHI) y medio
Assay . Ninguna combinacion de medios y los tres microorganismos indicadores produjo el
tamaiio de halos obtenido con Micrococcus futeus NCIB8166 en medio Assay.

Con base en el espectro de actividad, la sensibilidad a proteasas y la estabilidad al
calor a diferentes valores de pH, se sugiere que de las 8 BAL porducteras de bacteriocinas
detectadas, dos de ellas: 59 y 60, producidas por cepas de Leuconostoc mesenteroides
posiblemente se ubiquen dentro del grupo IL La bacteriocina producida por la cepa 19
{(Lactococcus lactis lactis) se puede considerar en el grupo II. Las bacteriocinas de las
cepas 12 (Lactococcus lactis lactis), 66 (Leuconostoc mesenteroides), 87 {Lactobacillus
crispatus) y 88 (Lactobacillus acidophilus), no pueden ser estrictamente definidas dentro
de un grupo, por la variabilidad de sus propiedades. La bacteriocina producida por ia cepa
14 por sus caracteristicas mostradas, se ubica dentro del grupo lla.

Finalmente se observa que las bacteriocinas producidas por BAL aisladas de pozol

son un grupo de compuestos antimicrobianos que son producidos por diversos géneros



bacterianos, difieren en su espectro de actividad y posiblemente en sus propiedades
bioquimicas. Estas propiedades bioquimicas sélo podrin establecerse mediante la
purificacion de estos péptidos antimicrobianos y de esta forma poder contribuir
significativamente a alcanzar un mejor entendimiento de su naturaleza, mecanismo de

accion y uso posterior en los alimentos.



L INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales (salmonelosis, tifoidea, colera, listeriosis,
shigelosis, tuberculosis, yersiniosis, difteria y hepatitis infecciosa) estin asociadas al
consumo de alimentos contaminados con microorganismos patégenos o sus toxinas, que al
ser ingeridos por el ser humano subsisten en el tracto intestinal y pueden iniciar un proceso
infeccioso (Doyle,1997; Frazier y WesthofT, 1993; Barrel y Rowland, 1979).

Los microorganismos patogenos mas comunes en alimentos son: Listeria
monccytogenes, Clostridium botulinum, Pseudomona aeruginosa, Salmoneila typhi,
Clostridium sporogenes, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, Shigella sonnei, Bacillus cereus y Vibrio
cholerae (Carminati et al., 1989; Spelhaug y Harlander, 1989; Cox, 1989).

Para prevenir el crecimiento de microorganismos patdgenos en alimentos se
requiere del uso de métodos de conservacion tales como: refrigeracion, tratamiento
térmico, congelacion y conservadores quimicos. El tratamiento térmico y la congelacién
alteran las caracteristicas fisicoquimicas del alimento. La refrigeracion por si sola garantiza
una corta vida de anaquel, ademas que microorganismos como Listeria monocytogenes que
son psicrotrofos pueden crecer a temperaturas de refrigeracion comercial (4°C). La
alternativa ha sido por mucho tiempo el uso de conservadores quimicos como: diéxido de
sulfuro, sulfitos, parabenos, acido acético, acido lictico, 4cido propidnico, dcido benzdico,
cido sorbico, nitritos, nitratos {Lloydand Drake, 1975; Stiles, 1996; Goud, 1992),

En la actualidad el mercado demanda productos libres de conservadores quimicos y

minimamente tratados, de manera que no se modifiquen las caracteristicas fisicoquirnicas



del alimento. Una alternativa para la solucién de este problema ¢s ef uso de bacteriocinas
(Vuyst y Vandammme, 1994; Stiles, 1996). Las bacteriocinas son proteinas
antimicrobianas producidas por algunas cepas de bacterias icido lacticas, que actuan a
nivel de membrana (Doyle et al., 1997). Hasta et momento, la Gnica bacteriocina permitida
para uso en alimentos en mas de 45 paises ¢s la nisina (Stiles, 1996} por lo que la bisqueda
de nuevas bacteriocinas ha constituido un campo extenso de investigacion en los ultimos
afios.

El pozol es un alimento fermentado tradicional que se consume en el sureste de
México (Ulloa y Herrera, 1986). La microbiologia de este producto comprende
principalmente BAL (Nuraida, 1988) que pueden tener potencial de producir bacteriocinas,
ademas de otros grupos microbianos como: Escherichia coli, Geotrichum candidum,
Agrobacterium azotophilum. Hasta ¢l momento no existen reportes sobre bacieriocinas
aisladas de bacterias 4cido lacticas del pozol ni de ningin otro alimento fermentado

tradicional.



. GENERALIDADES.

2.1 Microorganismos patégenos.

Las bacterias patogenas se definen como microorganismos capaces de causar una
enfermedad (Pelczar, 1993). La patogenicidad representa una forma de versatilidad y
especializacién que permite a ciertos microorganismos penetrar y replicarse dentro de
animales especificos y dafiar a células huésped, produciéndole cambios fisiologicos y
anatémicos, como }a enfermedad. La capacidad de un organismo para producir enfermedad
puede fluctuar considerablemente (Pelczar, 1993),

Algunos microorganismos producen sustancias venenosas conocidas con el nombre
de toxinas. La capacidad microbiana de producir toxinas, con su efecto perjudicial sobre el
hospedero, junto con la potencia de la toxina, son factores importantes de su poder
patogénico. Las toxinas microbianas pueden excretarse al medio exterior {exotoxinas) o
quedar retenidas dentro de la célula (endotoxina) como parte de ella (Pelczar, 1991).

2.1.1 Bacillus cereus.

Es un microorganismo Gram (+), esporulado, mévil, psicrotrofo y aerobio (pero
puede crecer bien en condiciones de anaerobiosis), que causa dos tipos de enfermedades
asociadas a alimentos: el tipo diarréico y el tipo emético. La enfermedad de tipo diarréico
es causada por una enterotoxina producida durante el crecimiento vegetativo de Bacillus
cereus en ¢l intestino, los sintomas presentados por esta enfermedad son: dolor abdominal,
diarrea acuosa acompafiada por espasmos rectales y nausea. En tanto que la toxina emética
es producida por células que se desarrollan por algunos componentes presentes en el

alimento a través de degradaciones enzimaticas y/o modificaciones, ademds es estable a



121 °C. Aunque en muchas ocasiones el alimento ¢s tratado con calor, las esporas resisten,
siendo asi un foco de enfermedad, ya que dentro del intestino pueden germinar y provocar
asi la produccion de la toxina, la enfermedad provocada por esta toxina se caracteriza por
presentar nausea, vomito y ocasionalmente diarrea. Bacillus cereus es facilmente
diseminado en varios tipos de alimentos, especialmente en cereales y vegetales, pero
también es frecuentemente aislado de cames, huevos y productos lacteos {Granum, 1994;
Doyle et al., 1997; Koneman et al., 1992).
2.1.2 Staphylococcus aureus.

Es un coco Gram {+), catalasa (+), osmotolcrante y soporta una actividad acuosa
(aw) baja (Koneman, et al., 1992). Staphylococcus aureus produce una enterotoxina que ha
sido implicada como causante del sindrome de choque tdxico y enmvenenamiento en
alimentos. Esta enterotoxina no es destruida a 100°C por 30 minutos. La diseminacion de
Staphylococcus aureus en los alimentos se lleva a cabo por humanos, por contacto directo
o indirectamente a través de la respiracion. La produccién de la toxina se propicia por
refrigeracioén inadecuada, escasa higiene del personal, calentamiento inadecuado o un uso
prolongado de bajo calentamiento y la podemos encontrar en carnes, utensilios
almacenados, leche contaminada y productos diversos que han sido manipulados por el
hombre (Bryan, 1976; Doyle et al., 1997).
2.1.3 Clostridium perfringens.

Es un microorganismo Gram (+), catalasa (-), encapsulado, anaerébico y no movil.
Produce dos tipos de toxina: enterotoxina de Clostridium perfringens (CPE) y B-toxina, que
son activas en el tracto gastrointestinal del humano (Labbe, 1989; McDonel, 1986;

Koneman, et ai., 1992). Las células vegelativas pueden duplicarse hasta en 10 minutos,



permitiendo que el microorganismo se multiplique rapidamente en el alimento, produce
esporas que son altamente resistentes a condiciones tales como: radiacién, desecacion y
calor (Labbe, 1989). Una de las enfermedades causada por este microorganismo es la
gangrena gaseosa, sin embargo, es mas comin que provoque una intoxicacién alimentaria.
El alimento en el que se disemina ficilmente es la carne y se han encontrado esporas de
este microorganismo en la mayoria de los alimentos credos analizados {Doyle et al., 1997,
Frazier y WesthofT, 1993).

2.1.4 Listeria monocytogenes.

Es un bacilo corto, Gram (+), catalasa (+}, mévil; resiste condiciones de bajo pH,
alta concentracién de NaCl (30%) y concentraciones de nitritos permitidas {200 ppm) en
alimentos. Tiene la habilidad de crecer a bajas temperaturas (psicrétrofo) y no soporta la
temperatura de pasteurizacién (72°C/15 seg.) (Cox L., 1989; Frazier y Westhoff, 1993;
Koneman, et al., 1992). Se ha indicado que 1a apropiada pasteurizacién de la leche destruye
a este microorganismo, sin embargo, se han reportado casos de leche contaminada por este
microorganismo, por lo que se cree que la contaminacion de la leche es un problema
posterior a su pasteurizacién (Bradshaw, 1985; Donnelly y Briggs, 1986).

Listeria monocytogenes es el agente causante de listeriosis, cuya incidencia es
esporadica, pero con un grado de mortandad de aproximadamente 30%, afectando
principalmente a mujeres embarazadas. la infeccion puede ser asintomitica o
caracterizada por una gripa con fiebre, migrafia o dolor de cabeza. Las consecuencias para
el feto son mas serias, incluyendo el aborto espontaneo, muerte fetal, parto prematuro,
septicemia neonatal severa y meningitis (Cox, 1989, Bula et al., 1995). En adultos la

enfermedad se caracteriza por sintomas de septicemia, meningitis 0 meningoencefalitis,



Alrededor de 1 a 5§ % de los humanos son portadores intestinales asintomaticos de Listeria
monocylogenes (Frazier y Westhoff, 1993; Koneman et al,, 1992).

Listeria monocytogenes se presenta en una gran variedad de alimentos crudos y
procesados, en su mayoria: leche y productos licteos, carne y productos camicos y
vegetales (Doyle et al., 1997, Cox L., 1989, Koneman et al., 1992).

2.1.5 Escherichia coli.

Es un microorganismo Gram (-), no esporulado, tiene la habilidad de invadir la
mucosa intestinal. Las cepas patogénicas de E. coli estin agrupadas en 6 categorias:
Enterotoxigénica (ECET), enteroinvasora  (ECEI),  enteropatégena  (ECEP),
enterochemorragica (ECEH), enteroagregativa (ECEAgg) y enteroadherente-difusa
(ECEAD); cada categoria tiene distintos niveles de virulencia, formas patogénicas
especificas, asi como sindromes clinicos y patrones epidemiolégicos diferentes (Doyle et
al, 1997). Las altimas dos categorias de E. coli mencionadas se relacionan con brotes
esporadicos de diarrea.

Escherichia coli enteroinvasora no produce enterotoxinas mientras que E. coli
enterohemorragica que ¢s reprsentada por E. coli 0157:H7 produce dos toxinas bésicas y
ambas cepas se encuentran asociadas a brotes de origen alimentario. E. coli enteropatogena
generalmente no produce enterotoxinas, aunque puede causar diarrea; produce un factor de
adherencia mediado por plasmidos que se puede poner de manifiesto mediante el efecto de
adherencia-separacion y en algunas cepas s¢ ha sefialado la existencia de una toxina
dilatadora citoletal. Los brotes que han sido originados por [lscherichia coli, estan
asociados al consumo de alimentos altamente dcidos incluyendo: sidra de manzana y

salami fermentado (Doyle et al., 1997).
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En México la cepa de mayor incidencia es ECET 078 (Eslava, comunicacién
personal). La cepa de mayor preocupacion en el mundo es la 0157:H7, aunque en México
no se ha aislado este serotipo.

2.1.6 Vibrio cholerae .

Es un microorganismo Gram (-), catalasa (+), no esporulado, con forma de bastén
curvo caracterizado por la presencia de un flagelo polar (Koneman et al.,, 1992; Mintz et
al,1994). Los humanos son su uUnico hospedero. El principal vehiculo de este
microorganismo es el agua, por o que es frecuente encontrarlo ¢n productos marines,
especialmente en las ostras, también es posible encontrarlo en alimentos que hayan sido
preparados con aguas contaminadas, por ejemplo el arroz y came (Mintz et al.,1994). Los
alimentes contaminados con Vibrio cholerae se caracterizan pot un pH neutro o cercano a
la neutralidad (Kaysner y Hill, 1994). Vibrio cholerae es un microorganismo sensible al
calor y al frio y es ¢l causante del célera, que se caracteriza por causar una diarrea acuosa
que provoca una mayor pérdida de fluidos a comparacién de otras infecciones

gastrointestinales, lo cual es inducido por la enterotoxina del célera (Doyle et al., 1997).

2.2 Conservadores.
2.2.1.Definicidn.

Un conservador es toda sustancia que inhiba, retrase o detenga el crecimiento de los
microorganismos patogénicos o deterioradores, cuando es afiadida a un alimento (Board,

1988).



2.2.2. Aplicaciones.

Los conservadores usados en alimentos pueden ser de naturaleza orginica e
inorginica.

Muchos dcidos orgdnicos son usados como aditivos alimentarios, pero no todos
tienen actividad antimicrobiana. Los acidos mas activos son: acético, lactico, propidnico,
sorhico y benzdico; su espectro inhibitorio es dependiente del Acido a usar. Los acidos
citricos, caprilico, mélico, fumirico y otros tienen actividad limitada y ademds son usados
para impartir sabor. La actividad de los icidos organicos es altamente dependiente del pH,
pKa y concentracién. Hay evidencia de que los dcidos organicos y ésteres influyen en la
sintesis de la pared celular de procariontes o interfieren en la sintesis de proteinas y
mecanismos genéticos. La bacteria mantiene su pH interno cerca de ia neutralidad para
prevenir cambios conformacionales de las estructuras protéicas de la célula, enzimas,
acidos nucléicos y fosfolipidos. Una vez que el 4cido entra a la célula se disocia, ya que el
interior de 1a célula tiene un pH més alto que el exterior. (Doyle et al., 1996). El uso de los
dcidos organicos en la industria alimentaria es amplio; 4cido benzdico y sus sales (en
productos icidos que contienen azicar), acido sérbico y sus sales (panificacion, quesos y
algunos productos de confiteria) ( Board, 1988 ).

Otros aditivos alimentarios son los alquil éster parabenos, que son derivados
fendlicos; l1a actividad antimicrobiana de estos compuestos es, en general, directamente
proporcional al tamafio del componente alquilo y son mds activos contra hongos y
levaduras que contra bacterias. Contra bacterias, los parabenos son mas activos contra
géneros Gram (+). El mecanismo de accién de los alquil éster parabenos no ha sido

determinade adn, sin embargo, se han reportade varias investigaciones, en su mayoria



referidas a un efecto sobre la membrana celular (Degré y Sylvestre, 1983; Eklund, 1983,
1985).

Los nitritos de sodio y potasio tienen un uso especializado en productos camicos
curados, que ademds de ser agentes antimicrobiales contribuyen al sabor y color, y sirven
como un antioxidante. El uso primario del nitrito de sodio como un antimicrobiano es la
inhibicion del crecimiento y produccion de toxinas de Clostridium botulinum en carnes
curadas. Su efecto antimicrobial depende de la concentracién. Woods et al. (1981)
demostraron que el nitrito causa una reduccion del ATP intracelular y la excrecién de
piruvato a las células de C/. sporogenes.

El cloruro de sodio es usado en altas concentraciones para conservar carnes crudas
y productos marinos, En general las bacterias patdgenas asociadas a alimentos son
inhibidas por una actividad de agua (aw) de 0.92 0 menor (equivalente a una concentracién
de cloruro de sodio de 13% p/v). S. aureus y L. monocytogenes son la excepeién ya que el
primero tiene una actividad de agua minima para crecer de 0.83 a 0.86 y el segundo es
relativamente halotolerante y puede sobrevivir en soluciones salinas saturadas a bajas
temperaturas. Su accién se basa en la disminucion del aw y crea condiciones desfavorables
para el crecimiento microbiano.

Los sulfitos como sustancias anstimicrobiales se aplican en frutas y productos
vegetales para el control de 3 grupos de microorganismos: esporulados, levaduras y hongos.
Estos componentes son agentes reductores.

La conservacion se enfoca a extender la vida de anaque] y aumentar la seguridad de
los alimentos, haciendo uso de bacterias acido lacticas o sus productos metabdlicos (Stiles,

1996). La bioconservacion de los alimentos se reficre a extender la vida de
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almacenamiento y aumentar la seguridad de los alimentos, usando como tal la microflora
natural y/o sus productos antibacteriales. Las bacterias licticas tienen mayor potencial para
uso en la biopreservacion porque tienen status GRAS, generalmente reconocidas como
seguras para el consumo, y durante el almacenamiento de los alimentos puede dominar la

microflora natural.

2.3 Bacteriocinas.

En 1925 en Bélgica se descubrié que los filtrados de una cepa de E. coli inhibian el
crecimiento de otras cepas de la misma especie. Mis tarde se demostré que la sustancia
inhibidora era letal y se denomind coficina. Desde entonces se han aislado agentes
similares de cepas de varios géneros microbianos: Pseudomonas pyocyaneus {piocinas),
Bacillus megaterium (megacinas) y Lactococcus lactis subsp. lactis (nisina A y Z), cada
una actia sélo sobre los organismos taxonémicamente relacionados con el que las produce;
el grupo, en conjunto, se denomina actualmente bacteriocinas (Freeman, 1989; Jay ,1992;
Pelczar, 1991).

Las bacteriocinas difieren de los antibidticos, ya que, ademas de ser principalmente
de naturaleza protéica, sélo inhiben a especies taxonémicamente relacionadas o a
diferentes cepas de la misma especie, ademas de que no tienen uso terapéutico ni en
humanos ni en animales (Jay, 1992). Ciertas colicinas al ser afiadidas a un exceso de
bacterias sensibles, destruyen un nimero de ellas directamente proporcional a la cantidad
de colicina afiadida, lo que demuestra que una molécula de colicina es suficiente para

destruir una bacteria (Freeman, 1989).



Las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas ejercen principalmente un
efecto antibacterial contra microorganismos especificos o relacionados taxondmicamente,
cubriendo un extenso rango de bacterias Gram (+) (Doyle et al., 1997). Las bacterias Gram
{-) son susceptibles solo cuando han sido tratadas con agentes quelantes como el EDTA,
alta presion hidrostitica o alguna otra lesién que destruya la pared celular y permita el
acceso a las bacteriocinas a la membrana periplasmatica (Stevens et al, 1991;
Kalchayanand et al., 1994},

23.1 Clasificacién,

Las bacteriocinas difieren en su espectro de actividad, modo de accion,
caracteristicas bioquimicas y determinantes genéticos. En general una serie de propiedades
bioquimicas comunes, son: sensibilidad a la accién de enzimas proteoliticas, tolerancia a
elevadas temperaturas y estabilidad a bajo pH (Doyle et al., 1997, Stiles, 1996; Lloyd y
Drake, 1975; Piard y Desmazeaud, 1992).

Las bacteriocinas se clasifican en cuatro grupos (Tabla 2.1):

eGrupo 1. Dentro de este grupo s¢ encuentran las bacteriocinas que contiencn
anillos de lantionina, cominmente conocidas como lantibidticos; la bacteriocina lactica
mejor caracterizada hasta el momento dentro de este grupo, es la nisina, que tiene 2 formas:
nisina A, que contiene una histidina en la posicién 27 y nisina Z, que contienc una
asparagina en la misma posicion (figura 2.1). La subtilina, producida por Bacillus subtilis -
también contiene $ anillos de lantionina y una conformacién similar a nisina, ésta tiene
otras sustituciones incluyendo dos aminoicidos en el carboxilo terminal més cortos que los
de nisina.

eGrupo 1. Se subdivide en tres grupos:



Tabla 2.1. Clasificacidn de bacteriocinas.

Clase | Caracteristicas

I Lantibidticas<5KDa;contienen amino4cidos raros o atipicos, como la
dehidroalanina, dehidrobutirina, lantionina y B-metillantionina.

1 proteinas termoestables no lantibidticas de cadena corta <10KDa

Hi proteinas termolabiles de peso molecular superior a 30KDa

v

estructura compleja, termolabiles y mayores de 30KDa.

Klasnhammenr, 1893,




Figura 21 Estructura molecuar de la nisina
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ll2) Bacteriocinas activas contra Listerra monocylogenes, como la pediocina PA-I,
sakacinas A y P, leucocina A, bavaricina MN y curvacina A.
I1b) Contiene bacteriocinas tales como: lactococcina G y M y lactacina F, las cusles
requieren de dos péptidos diferentes para su actividad (Allison et al., 1994).
lle) Bacteriocinas que requieren de cisteinas reducidas para su actividad, tal como
lactacina B.

»Grupo II1. Pertenecen bacteriocinas como: helveticinas J y V-1829, acidofilucina
A, caseicina 80 y lactacinas A y B.

+Grupo IV. Bacteriocinas que contienen lipidos y carbohidratos, cuya funcién ain
es desconocida pero necesaria para su actividad biologica. Ejemplos: leucocina S,
plantaricina S, pediocina SJ-1 y lactocina 27; (Klaenhammer, 1993). Se han descrito
bacteriocinas sensibles a enzimas no proteoliticas, como la plantaricina B que se inactiva
por una lipasa y por una a-amilasa (West y Warner, 1988); la plantaricina § que se inactiva
por enzimas glicoliticas, lipoliticas y fosfolipoliticas (Jiménez-Diaz et al,, 1990} y la
leucocina S que se inactiva por una amilasa (Lewus et al., 1992). Estas observaciones
indican que la zona activa de estas bacteriocinas presentan una composicion heterogénea
(Klaenhammer, 1993).
2.3.2 Mecanismos de accidn,
Las bacteriocinas actian sobre la membrana celular del microorganismo sensible;
rompiendo la permeabilidad de la membrana citoplasmética, incrementando la
permeabilidad de pequefios compuestos (K*, Na", C1) y haciendo que las células sean

incapaces de proteger al citoplasma del medio ambiente. Esto induce a inhibicién celular y



posiblemente a muerte. La adicion de bacteriocinas a células vegetativas da como resultado
un flujo inespecifico de iones aminodcidos y en algunos casos pero no en todos de
moléculas de ATP (Chen y Montville, 1995; Mafizh et al., 1993; Winkowski et al., 1994).
Se conocen 2 tipos de mecanismos de accion:
1.- Por formacién de poros (figura 2.2a), en el cual los monémeros de bacteriocina
enlazados se insertan y oligomerizan en la membrana citoplasmatica para formar un poro
con los residuos hidrofilicos en la cara interior y los hidrofébicos en la cara exterior
{Klaenhammer, 1993; Abee, 1994; Chikindas et al., 1993},
2.- Efecto detergente (figura 2.2b); en el que las bacteriocinas hacen mas permeable a la
membrana, aumentando la interaccién de ésta con el medio ambiente permitiendo la
liberacion de pequefias meléculas de jones, enzimas e inclusive ATP (Sahl et al., 1985;
Chikindas et al., 1993).
2.3.3 Métodos de deteccibn.

Para detectar la produccion de bacteriocinas de bacterias acido lacticas se utilizan

métodos directos o métodos indirectos.

Métodos directos Métodos indirectos
Método de botdn
Método de pozos Meétodo de rotacion




19

Figura 2.2 Mecanismos de accidn de bacterioci
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El método de rotacién se basa en sembrar sobre una placa de agar la cepa
productora de bacteriocina, voltear boca abajo la placa de agar con crecimiento y
perpendicularmente a la cepa productora de bacteriocina sembrar el microorganismo
sensible,

El método de botén es el mas comuin para demostrar la deteccion de la produccion
de bacteriocinas. Consiste en inocular sobre una placa de agar puntes del cultivo que
contienen a la bacteria productora de bacteriocina, posteriormente se adiciona una
sobrecapa de agar que contiene al microorganismo sensible. Zonas de inhibicién en forma
de halos en el contorno del crecimiento de la bacteria son evidencia presuntiva de la
produccion de bacteriecinas (figura 2.3). Tales zonas pueden también ser producidas por
acidos, bacteri6fagos, perdxido de hidrégeno u otros inhibidores no especificos. Por lo que
es necesano confirmar que estos otros factores pueden controlarse (Lewus et al., 1992).
2.3.3.1 Control de peréxido de hidrégeno.

Durante la fermentacion lactica en ausencia de oxigeno el NAD" se regenera a
partir del NADH mediante la reduccion del piruvato a lactato (figura 2.4), En presencia de
oxigeno, éste funge como aceptor de electrones (figura 2.4), con la consecuente produccién
de perdxido de hidrogeno (H,O,) que es un compuesto inhibitorio (Lehninger et al., 1993).
Para descartar la formacion de halos por produccion de peroxido de hidrogeno las bacterias
dcido lacticas se cultivan en condiciones anaerobicas con la ayuda de una jarra de

anaerobiosis usando gas pack e indicador{Lewus et al,, 1992).
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Fgura 2.3 Bvidencia presuntiva de la produccion de bacteriocinas

Proteasa

Evidencia presentada con el método de boton,
A. Inhibicion producida por una bacteriocina (ausencia de proteasa).

B. Halo de inhibicién moedificado por la presencia de proteasa.



22

Fig. 2.4 Asimilacidn de la glucosa por bacterias lacticas en

presencia de oxigeno.
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2.3.3.2 Control de la formacién de dcido.

Para dar lugar a la formacién minima de dcidos orgdnicos se utiliza un medio con
carbohidratos no disponibles para la produccion de éste, como el agar soya tripticasa con
extracto de levadura en vez de un medio rico en glucosa (Lewus et al., 1992).
2.3.3.3 Control de bacteriéfagos.

Los bacteridfagos (o simplemente fagos) son virus que infectan a bacterias, son las
entidades biologicas mas pequefias y mas sencillas que se conocen y son capaces de
autorreplicarse (de hacer copias de si mismas). Los fagos existen en la mayoria, si noen la
totalidad de las bacterias { Pelczar, 1991}. El bajo nivel de bacteriocinas que se encuentra
generalmente en los cultivos es probablemente producido por una pequeiia porcion de
células, de forma parecida a como ocurre con los fagos libres en un cultivo. Ademas las
células de ciertas cepas productoras de bacteriocinas pueden ser inducidas para formar
bacteriocina utilizando los mismos agentes que inducen a ciertas cepas lisogénicas a formar
fagos infectantes. Para descartar la inhibicién por fagos se expone una muestra del halo de
inhibicién en un medio con microorganismos sensibles, si s¢ observa crecimiento indica la
presencia de bacteriocinas (Lewus et al., 1992).

2.3.3.4 Naturaleza protéica.

Dado que las bacteriocinas son de naturaleza protéica se utilizan proteasas para asegurar
que ¢! halo de inhibicién es debido a bacteriocinas; la inhibicion del halo por proteasas
(figura 2.3) indica la naturaleza protéica de la sustancia inhibitoria (Doyle et al., 1997,

Lewus et al., 1992; Lewus y Montville, 1991; Lloyd y Drake, 1975).
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2.3.4 Aplicaciones.

Debido a su naturaleza protéica, todas las bacteriocinas se inactivan por una o mds ‘
enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancredtico y algunas de origen
gastrico, como la pepsina. Esta caracteristica es bastante interesante con respecto a la
utilizacién de éstas en productos alimentarios, puesto que serian inactivadas durante su
paso por el tracto gastrointestinal, sin ser absorbidas como compuestos activos y
sin causar, por tanto, los riesgos relacionados como el uso de antibidticos y otros
conservadores que se acumulan en el organismo humano (Lloyd y Drake, 1975).

La nisina, producida por Lactococcus lactis ssp. lactis obtuvo su status GRAS en
1988 (Generally Recognized as Safe), generalmente reconocido como seguro. En USA el
status GRAS es conferide por la FDA (Food and Drug Administration) (Stiles, 1996).
Actualmente [a nisina es la unica bacteriocina disponible comercialmente para ser afiadida
en forma pura (Stiles, 1996; Sears, et al., 1992). La nisina se usa como conservador en
varios alimentos como: productos lacteos (leche y queso), productos camicos, en alimentos
en conserva, mayonesa y productos para bebé entre otros (Hurst, 1981; Lipinska, 1977); la
nisina se utiliza principalmente para evitar ¢l crecimiento de Clostridium botulinum en
alimentos (Rogers y Montville, 1994). La forma Z es més efectiva que la forma A, debido a
una mayor solubilidad a pH mayor de 3, lo cual diversifica su uso, y se ha demostrado que
la forma Z extiende la vida de anaquel de 10 dias para una muestra de camardn sin nisina a
31 dias para la muestra preservada con nisina (Einarsson y Lauzon, 1995).

Las pediocinas, producidas por Pediococcus acidilactici y Pediococcus cerevisiae
(Stiles, 1996, Doyle et al, 1997) inhiben a las células vegetativas de Listeria

monocytogenes, por lo que pueden ser usadas como agentes antilistéricos en alimentos tales
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como: crema, queso coftage, carnes y ensaladas (Pucci et al.,1988; Vanderbergh et al,
1989). Segun Nielsen et al., (1990) la pediocina PA-1 es més efectiva que 1a nisina en came
y productos Yacteos contra Listeria monocytogenes . Otros estudios (Degnan et al.,, 1992-
1993} revelaron que la pediocina AcH reduce la actividad de Listeria monocytogenes en
productos cdmicos, siendo mas efectiva a 4°C que a 25°C.

En alimentos con alta cantidad de grasa la actividad de pediocina y nisina en contra
de Listeria monocytogenes se ve afectada, la actividad de pediocina aumenta, en tanto que
la actividad de nisina disminuye, esto se ha evitado utilizando agentes emulsificantes no-
i6bnicos como el Tween 80 (Degnan et al., 1992; Jung et al., 1992).

Otras bacteriocinas ampliamente estudiadas son: mesenteriocina producida por
Leuconostoc mesenteroides (Héchard et al, 1992); leuconecina S por Leuconostoc
paramesenteroides (Lewus et al., 1992); leucocina A por L. gelidum (Harding y Shaw,
1990); curvacina A por Lactobacillus curvatus (Hastings et al., 1991), sakacina A por L.
sake (Schilinger y Lucke, 1989; Holck et al., 1992}, sakacina P por L. sake (Tichaczek et
al,, 1992). A estas bacteriocinas no se les ha conferido ¢l status GRAS ain (Requena y
Peliez, 1995).

Desafortunadamente, sélo algunas bacteriocinas producidas por bacterias &cido
licticas han sido purificadas y mds pocas han sido caracterizadas penéticamente

(Klaenhammer, 1988, 1993; Schhillinger, 1990; Piard y Desmazeud, 1992).
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2.4 Bactarias &cido lacticas.

Las bacterias dcido lacticas (BAL) tienen un gran potencial como bioconservadores
de alimentos porque su consumo no implica riesgos para el humano, éstas ticnen status
GRAS para su uso en alimentos, tales como la produccion de alimentos fermentados
(Marrug, 1991; Stiles, 1996). Las bacterias &cido lacticas son microorganismos Gram (+),
microaerofilicos no esporulados, cuyo producto de fermentacion es principalmente lactato
a partir de carbohidratos. Las bacterias Acido licticas producen una serie de sustancias
antimicrobianas responsables de la estabilidad de los alimentos fermentados. La capacidad
de las bacterias acido lacticas para producir dcidos organicos, con et consiguiente descenso
de pH, es el principal factor de inhibicion en los productos fermentados. Otros
componentes del metabolismo de bacterias icido lacticas son: el peréxido de hidrégeno,
diacetilo, reuterina y las bacteriocinas (Tagg et al., 1976).

Los alimentos asociados con bacterias dcido l4cticas son: leche y productos lacteos
(queso cottage, otros quesos, mantequilla y yogun); cames crudas, semiconservadas y
fermentadas y vegetales fermentados (Stiles, 1996),

Las principales bacterias acido ldcticas reportadas como productoras de
bacteriocinas son: Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus, Pediococcus y Lactococcus
{Lewus et al., 1991; Mckay, 1983, 1985).

No ha sido muy dificil aislar las bacterias productoras de bacteriocinas & partir de
alimentos. Se ha reportade ¢l efecto inhibitorio de bacterias dcido acticas productoras de
bacteriocinas de came y productos cérnicos contra  Staphylocaccus aureus (Lewus et
al1991), Listeria monocytogenes {Yousef et al,1991; Lewus et al.,1991; Berry et al,,

1990-1991; Van der Vossen et al.,1994; Hugas et al., 1995), Brochothrix thermosphacta
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(Gardner, 1981; Van der Vossen et al.,1994). Closiridium sporogenes (Van der Vossen et
al.,.1993), Carmobacteritm (Simmgusa y Nettles Cutter, 1993), Enterococcus (Siragusa y
Nettles Cutter, 1993), Kurthia (Siragusa y Netiles Cutter, 1993), Clostridium botulinum
{Hutton ct al., 1991); en leche v productos ldcteos se ha encontrado efecto inhibitotio
contra Clostridium botudinum (Somers y Taylor, 1987), Clostridium sporogenes (Zottola et
al., 1994), Listeria monocytogenes (Maisnier-Patin et al., 1992, Giraffa et al., 1995;
Muriana, 1996). Es generalmente reconocido que las bacteriocinas no tienen efecto
inhibitorio contra microorganismos Gram (-) debido a la presencia de la membrana que
tiene mayor cantidad de LPS (lipopolisacaridos) {Siragusa y Nettles Cutter, 1993), sin
embargo, Simonetta et al. (1997) reportaron un efecto inhibitorio de Enrerococcus aislados

de leche y productos lacteos argentinos contra Vibrio cholerae 01 y Vibrio cholerae no-01.

2.5 Alimentos fermentados.

La fermentacidn se refiere al metabolismo de compuestos orginicos mediante
procesos de oxidacidn-reduccién por diversos microorganismos (Voet, 1995).

Las bacterias productoras de acido lictico son las causantes principales de la
fermentacion en algunos alimentos, por cjemplo: col, pepinillos, aceitunas verdes, salsas,
etc.; y los microorganismos que producen los cambios deseados son tos de la flora natural
del material por fermentar o cepas que se agregan como cultivos iniciadores.

Se ha encontrado que los microorganismos patdgenos que provocan diarrea y otras
enfermedades no sobreviven por largos periodos de tiempo en alimentos fermentados.

El pozol es un alimento fermentado tradicional que se consume como bebida

refrescante en el sureste de México. El pozol es una fuente rica en bacterias icido lacticas
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que incluye cepas de: Lenconastoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacitlus
confusus, Lactococcus lactis y Lactococcus rafinolactis. (Nurnida et al., 1995). Ademas de
su consumo como bebida refrescante tiene un uso empirico para combatir ciertos trastonos
gastrointestinales y algunas infecciones de la piel o heridas; existen también algunos
reportes de que el pozol ha sido utilizado por los mayas desde tiempos prehispinicos con
propésitos similares (Herrera y Ulloa, 1975).

Actualmente el consumidor desea un alimento méas natural ¢ inocuo, ademas de que
promueva la salud (Goud, 1992).

La produccion de bacteriocinas por las bacterias dcido Jicticas no es un fendmeno
aislado. En los productos fermentados es posible que los diversos géneros de bactenias
icido lacticas usen este mecanismo de produccién de antimicrobianos para asegurar que

durante la competencia puedan dominar 1a microfiora de estos alimentos.
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. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Realizar un escrutinio para detectar fa produccion de bacteriocinas con alto
potencial para uso en alimentos en 90 cepas de bacterias dcido lacticas (BAL) aisladas de
pozol y determinar su efecto inhibitorio contra los siguientes microorganismos patdgenos:
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphyvlococcus aureus,

Escherichia coli y Vibrio cholerae.

3.2 Objetivos particulares.

3.2.1 Detectar sustancias inhibitorias (bacteriocinas) de las 90 cepas de BAL mediante la
técnica de botén usando microorganismos indicadores incluyendo cepas de
micToorganismos patégenos.

3,2.2 Comprobar la naturaleza protéica de las sustancias inhibitorias.

3,23 Determinar la actividad y estabilidad térmica de los compuestos

bacteriocinogénicos.

3.2.4 Ubicar a las bacteriocinas dentro de la clasificacion de Klaenhammer como

antecedente para posteriores estudios
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V. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Microorganismos.
4.1.1 Bacterias dicido Licticas.

Se utilizaron 90 cepas de bacterias dcido lacticas pertenecientes a una coleccion de
bacterias aisladas de pozol. Las cepas fueron aisladas en estudios anteriores (Nuraida, 1988
y Cailas, 1991) de dﬁcrentcs muestras de pozol del estado de Chiapas e identificadas
taxondmicamente mediante ¢l uso de pruebas bioquimicas miniaturizadas API 50 CHL y el
uso de un programa APILAB (BioMérieux) por Flores (1996) (apéndice 1).

4.1.2 Microorganismos indicadores.

Se utilizaron 13 microorganismos indicadores enlistados en la tabla 4.1.

4.2 Medios de cultivo y soluciones.
4.2.1 Medios de cnltivo.

Los medios wutilizados fueron los siguientes: caldo APT (Ail Purpose with Tween)
(Difco 0655-017-9); medio APT semisélido {caldo APT adicionado con 0.2% de agar
bacteriolégico (Oxoid C150-1) con una punta de espitula de CaCO; J; caldo MRS (Seg. De
Man, Rogosa y Sharpe} (Oxoid CM 359); Agar ST (Soya Tripticasa) sin glucosa {Oxoid
CMI13i; adicionado con 0.3% de extracto de levadura {Difco 0127-17-4); Caldo soya
tripticasa (CST) (Bioxon C111-1}; Caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid CM225); Agar
BHI 1.5 (caldo BHI adicionado con 1.5% de agar bacteriolégico), Agar BHI 0.8 (caldo BHI
adicionado con 0.8% de agar bacteriolégico); Agar nutritivo (Bioxon 103-1), Caldo

tioglicolato {Difco 0256-17-2) Medio Assay caldo {g/1: peptona bacteriolégica 10, extracto
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Tabla 4.1. Microorganismos indicadores.

Especie Cepa y origen
Bacitlus cereus ATCC 11778°
Bacillus cereus B3-13, cepario de la Facultad de Quimica de la
UNAM
Clostridium sporogenes PAI6T9°
Clostridium perfringens 232, Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM.
Escherichia coli 078:H11 H10407
Escherichia coli 088:H25 FQ/pozol 1 M48-4°
Escherichia coli 0157 ;H7 ATCC 43895 °
Listeria innocua BA1®
Listeria monocytogenes Scott A°
Micrococcus luteus NCIB 8166°
Staphylococcus aureus ATCC 259223 °¢
Vibrio cholerae 01 FMU 087286 ¢
Vibrio cholerae no 01 FMU 087247 ©

* donada por F. Diaz, Dept. of Food Science, Comnell University, Nucva York.
* donada por B. Garcia, Posgrado de Alimentos, Universidad Auténoma de Querétaro.
*donada por T. J. Montville, Dept. of Food Science, Rutgers University, New lersey.

4 cepa clinica dorada por A, Navarro, aboratorio de Salud Piblica, Division de Posgrado, Facultad de

* donada por C. Wacher, Depto. De Alimentos y Biotecnologia, UNAM.
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de came 3, Na(l 3, extracto de levadura 1.5 y azicar mascabada 1); Medio Assay solido
1.5: la formulacion anterior adicionada con 1.5% de agar bacteriologico, Medio Assay
solido 0.8: ta formulacién anterior con 0.8% de agar bacteriolégico.

4.2.2 Soluciones.

Sotucion Ringer (g/1: NaCl 9, KCl 0.42, CaCl,-2H,0 0.24 y NaHCQ, 0.20).

Solucion Ringer %4: Una parte de la solucion Ringer se adiciond a 3 partes de agua
destilada.

Tween 20 (Research organics 3061T) diluido 1:1 (v/v) con agua.

4.3 Conservacion y cultivos de trabajo de las cepas.
4.3.1 Conservacifn de bacterias dcido licticas.

Las 90 bacterias acido lacticas utilizadas en este trabajo provienen de la coleccion
UNAM mantenida a -70°C (REVCO). Las cepas con actividad bacteriocinogénica se
almacenaron en ultracengelacion de acuerdo al diagrama mostrado en la figura 4.1,

4.3.2 Cultivos de trabsjo de bacterias dcido licticas.

Los cultivos de wabajo de las BAL se elaboraron de la siguiente manera: se
inocularon 3 mt de caldo APT con una chaquira que contenfa células de la cepa deseada
incubando por 24 horas a 30°C. Se transfirié una asada a 3 ml de medio APT semisolido, s¢

incubd por 24 horas a 30°C y se conserva a 4°C resembrando bimestralmente,
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Figura 4.1 Preparacion de bacterias acido Mcticas para =u
conservacion por ultraecongelacidn.

Centrifugar
Bacterias Lacticas —r———————{0mi Caldo APT -—————————P 5000 rpm
en APT semisblido 30°Cr24hrs, 5 minutos

. levarconiOmide o . . Decontz
Agua destilada estéril sobrenadante
{2 veces)

paquete
celudlar (chlulas)

resuspender en 0.2m| de
agua destilada estéril

Transferir

[

chaquiras con

glicerol

agitar

retirar excaso

Almacenar a 4._1

-10°C
(REVCO)



4.3.3 Couservaciéa de Microsrganismes indicadores.

Los microorgarismos indicadores fucron conservadas como s¢ describe en la tabla
4.2; en la cual s¢ menciona ¢l método de conservacion, asi como, el medio de cultivo para
Su crecimiento.

Listeria monocytogenes no fue trabajada en este departamento, su almacenamiento
¥ los experimentos realizados con elia se lievaron a cabo en la Division de Estudios de
Posgrado en Alimentos DIPA. Fac. Quimica. Universidad Auténoma de Querétaro.

4.3.4 Cultivos de trabajo de Microorganismos indicadores.
Los cultivos de trabajo de los microorganismos indicadores se reatizaron como se

indicaenlatabla42.

4.4 Preparacion de inéculos.
4.4.1 Bacterias écido licticas.

a) Indculo para Ja deteccion de bacteriocinas por el método de botén: Del cultivo de
trabajo se transfirié una asada a 3ml de caldo APT, incubdndolo por 24 horas a 30°C. Se
resembrd en 1.5 ml de caldo MRS y se dej6 incubar por 24 horas a 30°C.

b) Indculo para la determinacidn de actividad de las bacteriocinas: Del cultivo de
trabajo se transfirié una asada a 3ml de caldo APT o caldo ST dejindose incubar por 24
horas a 30°C. Posteriormente se resembré en Iml de caldo MRS (indculo MRS) o caldo ST

{indculo ST), respectivamente, y se dejaron incubar por 24 horas a 30°C.
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Conservacidn y cultivos

microorganismos indicadores.

de trabajo de

soya tripticaseina

Microorganismo indicador Conservacion Cultivo de trabajo
1 Bacillus cereus B3-13 A 4°C en tubo inclinado de Caldo soya tnpticasa
apar soya tripticasa
Bacillus cereus ATCC H-778 | Ultracongelacion en caldo Caldo soya tripticasa
autritivo con glicerol
*Clostridium sporogenes PA A 4°C en suspension de Caldo tioglicolato
3679 ¢sporas
Clostridium perfringens C22 | A 4°C en caldo tioglicolato Caldo tioglicolato
Escherichia coli 078:H8 A 4°C en agar inclinado Agar nutritivo
BHI
Escherichia coli 088:H25 A 4°C en caldo BHI Agar nutritive
Escherichia coli 0157:H7 A 4°C en agar inclinado BHI Agar nutritivo
Listeria innocua BA1 A 4°C en agar inclinado de Caldo soya tripticasa

Listeria monocytogenes
Scott A

Ultracongelacion en caldo
nutritive con glicerol

Caldo soya tripticasa

Staphylococcus aureus A 4°C en agar inclinado de Caldo soya tripticasa
ATCC 259223 soya tripticaseina

Vibrio cholerae 01 FMU A 4°C Agar inclinado nutritivo Agar inclinado nutritivo
087286 adicionado con 1% de NaCl adicionado con 1% de NaCl
Vibrio cholerae no 01 FMU | A 4°C Agar inclinado nutritivo Agar inclinado nutritivo
087247 adicionado con 1% de NaCl adicionado con 1% de NaCl
Micrococcus luteus NCIB Ultracongetacion en caldo Agar assay tnclinado
8166 autritivo con glicerol

*Las esporas fueron activadas por calemamiento a 65°C por 10 minutos en agus destilada estéril y

posterionmente inoculadas en caldo tioglicolato incubandolas & 35°C por 24 horas.
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4.4.2 Microorganismos indicadores.
Listeria monocyiogenes Scott A, Listeria mnocua BA, Vibrio cholerae 01 FMU 087286 y
Vibrio cholerae no 01 FMU 087247 fueron transferidos del cultivo de trabajo a 5 ml de
caldo BHI ¢ incubados a 37°C por 24 horas dos veces consecutivas.
Bacillus cereus B3-13, Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli 088:H25, Esckerichia coli 078:H11, Escherichia coli 0157:H7 fueron
transferidos a caldo Soya Tripticasa e incubados a 37°C por 24 horas por dos veces
consecutivas, a excepeion de las cepas de Bocillus cereus, que fueron incubadas a 30°C por
24 horas.
Clostridium perfringens C22 y Clostridium sporogenes PA3679 fueron transferidos a caldo
Tioglicolato e incubados a 37°C por 24 horas dos veces consecutivas.

Para deterrninar la sensibilidad de Micrococcus futeus NCIB 8166 se prepard el
indculo transfiriendo una asada del cuitive de trabajo a caldo de Medio Assay incubandolo

2 30°C por 48 horas.

4.5 Prueba de antagonismo.
Para detectar el antagonismo se probaron las 90 cepas de bacterias dcido 1icticas
contra 7-microorganismos indicadores:
Baciflus cereus B3-13
Clostridium perfringens C22
FEscherichia coli 0157:H7
Listeria innocua BA1

Staphylococcus aureus ATCC25923
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Vibrio cholerae 01 FMU 087286

Vibrio cholerae no 01 FMU 087247

La deteccion se efectud mediante el método de botdn (Lewus y Montville, 1991): se
prepararon placas de agar soya tripticasa adicionado con 0.5% de extracto de levadura,
sobre estas placas se colocaron tres puntos de 2ul cada uno de los indculos de la bacteria
acido lactica deseada y se incubaron en jarras de anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de
gas pack (Oxoid) para crear un ambiente anaerébico, por 24 horas a 30°C. A estas placas
con puntos (botones) se les agregd una sobrecapa de 10 ml de agar BHI 1.5 y 4 pl de
inéculo del microorganismo indicador. Las placas con la sobrecapa se incubaron en jarras
de anaerobiosis (Oxoid} con un sistema de gas pack {Oxoid) para crear un ambiente
anaerdbico por 24 horas a 30°C Bacitlus cereus y a 37°C el resto de los microorganismos.
La presencia de una zona de aclaramiento (halo} alrededor del punto de fa bacteria lictica
fue indicativa de inhibicién (figura 2.3) dichas zonas pddicron haber sido producidas por
acido, peroxido de hidrégeno o bacteriofagos, por lo que se realizaron los controles de
inhibicion.

4.5.1 Controles de inhibicibén.

Las cepas productoras de bacteriocinas fueron sometidas a las siguientes pruebas:
4.5.1.1 Inhibicién por dcido.

Para descartar la inhibicién por la produccion de acido de la bacteria dcido lictica,
se utilizd un medio sin glucosa; agar soya tripticasa con extracto de levadura, reduciendo
asi la presencia de carbohidratos disponibles. Ademds se adicioné el indicador rojo de

fenol para detectar vire de color del medio (agar soya tripticasa) por presencia de acido.
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4.5.1.2 Inhibicion por peréxido de hidrégeno,
Para descartar la inhibicion por H,0,, las BAL se cultivaron en un ambiente
anaerébico en jarras de anaerobiosis (Oxoid) con un sistema de gas-pack (Oxoid) e

indicadores {Oxoid).

4.6 Pruebas para corroborar la naturaleza bacteriocinogénica de los
extractos,
4.6.1 Inhibicién por fagos.

Para descartar 1a presencia de fagos en los cultivos, se utilizd el método de plaqueo
(Lewus, et al 1991): se macerd un trozo del halo de inhibicion en 5 m! de caldo BHI, se
colocaron 100ul de esta mezcla paralelamente con 4pl del microorganismo indicador
(Baciflus cereus B3-13 o Listeria innocua BA1) en 8 ml de agar BHI 0.8 agitandolo
suavemente hasta su total incorporacion y virtiéndolo posteriormente sobre una placa de
agar BHI 1.5. Sc incubd por 24 horas a 30 o 37°C respectivamente. La presencia de
crecimiento bacteriano indicé 1a ausencia de fagos.

4.6.2 Sensibilidad a enzimas proteoliticas.

Las bacteriocinas, por definicidn, son sustancias de naturaleza protéica, de manera
que la sensibilidad a proteasas es un criterio definitivo para la caracterizacion de un
inhibidor como bacteriocina. Se probd la sensibilidad a diferentes enzimas, como son:
pronasa, tripsina, a-quimiotripsina, catalasa de Rhizopus (Boehringer 106836), catalasa de
Candida (SIGMA EC11116), lipasa (SIGMA L6876) y a-amilasa (Boehringer C3515),

usando el método de botdn: se colocd un punto de 2ul de ta bacteria dcido ldctica sobre
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placas de agar soya tripticasa, incubando en condiciones de anaerobiosis con ayuda de
jarras de anaerobiosis {(Oxoid) con un sistema de gas pack (Oxoid) por 24 horas a 30°C;
posteriormente se colocaron 2pl de cada una de las proteasas (10mg/ml en buffer de
fosfatos IN, pH= 6.7) adyacente al punto del indculo de la bacteria acido lictica, se dejo
absorber por una hora en una estufa a 30°C y posteriormente se virtié la sobrecapa que
contenia al microerganismo indicador (Bacillus cereus B3-13 o Listeria innocug BA1)
incubando por 24 horas a 30 6 37°C respectivamente en jarras de anaerobiosis {Oxoid) con

un sistema de gas pack (Oxoid) para crear un ambiente anaerdbico. La interferencia en el

halo de inhibicién fue indicativo de sensibilidad a la proteasa,

4.7 Espectro de inhibicién.
Para determinar el espectro de actividad de las cepas de bacterias acido lacticas

(BAL) aisladas de pozol productoras de bacteriocinas, se utilizo el método de botén usando
los siguientes microorganismos indicadore

1. Bacillus cereus ATCC 11778

2. Clostridium sporogenes PA3679

3. Escherichia coli 078:H8

4. Fscherichia coli 088:H25

5. Listeria monocytogenes Scott A

6. Micrococcus luteus NCIB 8166



40

4.8 Determinacién de actividad.

La actividad de las bacteriocinas fue cuantificada basado en ¢l estandar britdnico
4020:1974 por el método de fosas, utilizando Micrococcus lureus NCIB 8166 como
microorganismo indicador. Para determinar la actividad de las cepas que no tuvieron efecto
inhibitorio contra Micrococcus luteus NCIB 8166 se usaron Listeria innocua Bal, Listeria
monocviogenes Scott Ay Leuconostoc mesenieroides 59 como microorganismos
indicadores en Medio Assay y BHL
4.8.1 Preparacién del extracto bacteriocinogénico.

Se preparé un cultivo del indculo descrito en el punto 4.4.1b en medio MRS o ST
incubandolo a 30°C por 24 horas. Este cultivo se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos
y se separ¢ el sobrenadante conteniendo la bacteriocina. Se determiné el pH del
sobrenadante y se ajusté a un valor de 6.5 a 7.0 adicionando NaOH 4 M . Posteriormente,
¢l sobrenadante sc esterilizé por filtracion (Nylon Acrodisc 4 No. 0.45um) para obtener el
extracto bacteriocinogénico. A partir de este extracto se realizaron diluciones seriadas de
dos en dos.

4,8.2 Preparacién del inéculo del microorganismo indicador para determinar
actividad.

Para la deteccidn de actividad el indculo se obtuvo transfiriendo una asada del
cultivo de trabajo de Micrococcus luteus NCIB 8166 a un tubo de agar inclinade de Medio
Assay 1.5 y se incubo durante 48 horas a 30°C posteriormente se realizé una suspension

celular como se muestra en la figura 4.2,
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Figura 4.2 Preparacion del indculo de Micrococous iutewus NCIB
8188 pera ia daterminacidn de la actividad.

* Agregar 200y
W de soln, Ringer %

tubo inclinado con
M. luteus NCIB 8166
Mezclar
con asa

transferir suspensitn
¢ 250u
4.5m soin. Ringer ¥ “* 300ul soin. Ringer %
{ajustar absorbancia (Solucidn concentrada)

A 450 =0.5)

* en el método original son 100pl. Se adicionaron 200,l. para obtener una mejor suspensién
{arrasirar bien e! crecimiento celular).
**an el método original son 400ul, se adicionaron 300ul para compensar |a variacion anterior.
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4.8.3 Preparacion de las placas.

Se prepararon placas con 10ml de Medio Assay 1.5 o BHI 1.5, virtiéndose sobre
éstas una sobrecapa de 8 m! de Medio Assay 0.8 o BHI1 0.8 adicionada con 20p) del inéculo
del microorganismo indicador y 2% de Tween 20 diluido I:1 (v/v). Las placas fueron
refrigeradas a 4°C por una hora. Después de este tiempo, en cada placa se perforaron 3
series de fosas con un oradador estéril de Smm de didmetro, como se indica en la figura
4.3. En cada fosa se colocaron 20pl del extracto bacteriocinogénico, por triplicado. Las
placas se dejaron secar por 30 minutos a temperatura ambiente y se incubaron a 30°C por
12 horas.

4.8.4 Calculo para determinar la actividad (UA).

La actividad se determind a partir del reciproco de la Gitima dilucidn que presentd
halo de inhibicién de al menos 1 mm por el volumen del extracto bacteriocinogénico
empleado para obtener UA de actividad por ml de acuerdo a la siguiente férmula:

UA/ml = (reciproco dilucion/20ul) (1000u)/1m!)

4.9 Estabilidad de los extractos a la temperatura y al pH.

La estabilidad térmica del extracto bacteriocinogénico se estudid en un cuitivo del
inoculo descrito en el punto 4.4.1b en medio MRS o ST dejindose incubar por 24 horas a
30°C. Este cultivo se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos y se separd el sobrenadante
conteniendo la bacteriocina, se sometieron a dos tratamientos térmicos (60 y 100°C) por 30
minutos, se determind el pH y se ajustd a un valor de 6.5 a 7.0 adicionando NaOH 4M y
esterilizando por filtracion (Nylon Acrodisc No. 0.45um). A partir de éste se realizaron las

mismas diluciones que en el punto 4.8.1.
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Figura 4.3 Serte de fosas pare 1B determinacikon de actividad de las
| o _




V. RESULTADDS.

5.1 Antagonismo de bacterias 4cido lacticas.

De las 90 cepas probadajf» contra 7 microorganismos indicadores ninguna tuvo
efecto contra microorganismos Gram (-). Escherichia coli 015T.H7, Vibrio cholerae 01
FMUO087286 y Vibrio cholerae no 01 FMU 087247, ni contra Clostridium perfringens C22,
Ocho de las noventa cepas presentaron actividad antimicrobiana contra Bacillus cereus B3-
B13, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Listeria innocua BA1, como se muestra en la
tabla 5.1, dando 8.8% como indice de deteccidn de cepas productoras de bactenocinas.

Las 90 cepas de bacterias acido lacticas fueron identificadas mediante el sistema
AP 50 CH. En la tabla 5.2 se listan los resultados obtenidos para las 8 cepas productoras

de bacteriocinas (Flores, 1996).

5.2 Naturaleza bacteriocinagénica.

No se observo vire en las placas de agar soya tripticasa adicionadas con rojo de
fenol en ninguna de las 8 cepas y tampoco se detecto la presencia de fagos en ninguna de
ellas.

La naturaleza protéica de los compuestos inhibitorios quedé comprobada por la

sensibilidad a diferentes enzimas proteoliticas como s¢ muestra en la tabla 5.3




Taba 5.1 Mmmdebacteriaséddoiécﬁcasaisbdasdepommmms

ndicadores Gram +.
MICROORGANISMO INDICADOR
4 " w H] ‘ﬂ
. ; § £ lg 2
W | NOMBRE E E & ¥l LR 3 e |3
a | ooeL lw lE 1] || luel B T (beld B |BslE (b5t IS
= | TAXON | Eg § |F 18<|/85|5 |33 gg g E 3 SIEMEE
. SRR LA RERE HE MR
TSRO 37| Bn| 80| E0( B3 §l3gj3g|3gl3gl3s8 ]
82185528838 88288z |28 =8| E|28|skst|=k
1. 59 | Leuconosioc + + + - - + + + - - - R + + + +
mesenteroides 1 (14) | (11) | (A1) (14) | (16) (N1 ® G102
2. 60 | Lenconostoc + + + - - + + + - - R ' + + f
mesenterodies | (14) | (8) | (11 (14) } (12) (M6 | (&) [(13)
3. 66 | Leuconostoc + . + - + + + - + + + + - + +
mesenteradies | (11) (1) anlanl (anjanianjan 8y 1(11)
4. 19 {Lactococcus + + - - + + + + - - - - + + + +
lactis lactis 13| 9 (13) | (14) M1©E |09
5. 14 | Lactococcus + + - - + + + + - - - - + + + +
tactis lactis (14) | (10) a9 {03 (N_] (8) } (9 (14
6. 12 | Lactococcus + - + - + + + - + + + + - - + +
tactis lactis (14 (18) (15) ] (14)1(14) asy|an [ 4y (14 anlgn
7. 87 | Lactobacillus - - + - + - - - - - + + - - . +
crispatus 19) (11) (| (6) (8
8. 88 | Lactobacillus - - + - + - - - - - - - - - - -
acidophilus (18) (8)
+ positivo - pegativo () Tamafo del halo en mm.

El tamafio del halo incluye el punto de la bacteria lictica (Smm &prox.)
d halo deforme no medible

st



Tabla 5.2 Ildentificacion taxordmica de las bacterias bbcticas
aisladas de pozol productoras de bacteriocinas, reslizeda por
Flores (199586] mediante el sisterma APl 50 CH.

N, DE CEPA NOMBRE DEL CALIDAD DE PORCENTAJE DE
TAXON IDENTIFICACION | IDENTIFICACION
59 Leuconostoc dudosa 86.1
mesenteroides
60 Leuconostac dudosa 87.0
mesenteroides
66 Leuconostoc muy buena 91.8
mesenteroides
19 Laciococcus  lactis muy buena 99.6
lactis
14 Lactococeus  lactis dudosa 64.2
lactis
12 Lactococcus  lactis| baja discriminacion 724
lactis
87 Lactobacillus dudosa 938.0
crispatus
88 Lactobacillus aceptable 83.0
acidophilus




Tabla 5.3 Sensibilidad de bs compuestos inhibitorios a diferentes

enzimas.
ENZIMA
< NOMBRE DEL
5 TAXON
QL
s 2
e’ 8. R
Z % o 9 8
s 2| 2| B) 2 a|%&|3g] g
Z| 8| 5| gl 3| §|E5|13| *
gl & & &) 3| &|58|538)] &
59 Leuconostoc + - -
mesenteroides
60 Leuconostoc + -
mesenteroides
66 Leuconostoc +
mesenteroides
19 Lactococcus +
lactis lactis
14 Lactococcus +
lactis lactis
12 Lactococcus +
lactis lactis
87 Lactobacillus +
crispatus
838 Lactobacillus +
acidophilus

+ ausencia de halo en donde sc aplicd In enzima (fig. 2.5), Bacteriocina sensible,
- halo completo {fig, 2.5). Bacteriocina no sensible.
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5.3 Espectro de inhibicion.

Las 8 cepas de BAL productoras de bacteriocinas fueron analizadas contra ellas
mismas y contra otros 6 microorganismos indicadores (Escherichia coli 0ﬁ8:H25,
Escherichia colr 07T8:H\1\, Listeria monocytogenes Scott A, Bacillus cereus ATCC 11778,
Clostridium sporogenes PA 3679 y Micrococcus luteus NCIB 8166). Ninguna de las 8
cepas present6é actividad contra las cepas de FEscherichia coli y 6 cepas presentaron
actividad contra Listeria monocytogenes, ¢l antagonismo de estas bacterias dcido lacticas

se muestra en la tabla 5.1.

5.4 Determinacion de actividad.
5.4.1 Bacteriocinas activas sobre Micrococcus luteus NCIB8166.

La actividad de las bacteriocinas producidas por las cepas 19 (Lactococcus lactis
lactis) y 59 (Leuconostoc mesenteroides) fue mas alta (102,400 UA/m]) a un valor de pH de
6.2-6.8, que al valor de pH 4.3-4.6 (51200 UA/ml); mientras que las bacteriocinas
producidas por las cepas 14 (Lactococcus lactis lactis) y 60 (Leuconostoc mesenteroides)
presentaron un efecto contrario, datos que se muestran en latabla 5.4y 5.5.

En el apéndice 2 se detalla el tamafio de halos de inhibicidn producidos por las
bacteriocinas de las cepas 14, 19, 59 y 60.

5.4.2 Bacteriocinas no activas sobre Micrococcus luteus NCIB8166.

La actividad de las bacteriocinas producidas por las cepas 12 (Lacrococcus lactis
{actis) y 66 (l.cuconostoc mesenteroides) en Medio Assay 1.5 fue mayor que en medio BHI,
mientras que las bacteriocinas producidas por las cepas 37 (Lactobacillus crisparus) y 88

(lLactobacillus acidophillus) presentaron un efecto contrario (tabla 5.6), Las bacteriocinas
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Tabla 5.4 Actividad y efecto del tratamiento térmico a pH de

B.2-8.8.
Actividad Tratamiento térmico Pérdida de actividad {%)
N° Cepa {(UA/mI)
80°C 100°C 60°C 100°C

14 51200 51200 25600 0 50
19 >102400 6400 0 93.75 100
59 >102400 25600 0 75 100
60 51200 25600 12800 50 75

Resultados unicamente para bacteriocinas que actian contra Micrococcus luteus.

Tabla 5.5 Activided y efecto del tratamiento térmico a pH 4.3-

4q.6.
Actividad Tratamiento témmico Pérdida de actividad (%)
N° Cepa (UA/mI)
60°C 100°C 80°C 100°C

14 >102400 >102400 51200 0 50
19 51200 25600 25600 50 50
59 51200 51200 25600 0 50
60 >102400 >102400 25600 0 75

Resaltados unicaments; para bacteriocinas que actissn contra Microcoocus luteus.
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Tabla S.B Efecto de! medio de cultivo en la deteccidon de actividad
usando s L. monocytogenes como microorganismo indicador a
pH 6.2-6.8.

Actividad
N°Cepa (UA/ml})
Medio Assay | Medio BHI
12 200 100
66 200 50
87 50 1600
88 100 200

Nd no determinado

Tabla S.7 Efacto del microorganismo indicador en 1a deteccion de
actividad a pH B.2-6.8 en Medio Assay.

Microorganismo indicador
N° Cepa Actividad (UA/mI)
Listeria innocua | L. monocytogenes| Leuconostoc
mesenteroides
12 200 200 200
66 100 200 400
87 1600 50 >1600
88 1600 100 >1600 .
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de las cepas 12, 66, 87 y 88, tuvieron un efecto mayor contra Leuconostoc mesenteroides

que conira las cepas de Listeria.

5.5 Efecto de la temperatura en la actividad.

Las tablas 5.4 y 5.5 muestran que a un valor de pH de 6.2-6.8 la bacteriocina
producida por la cepa 14 ¢s la unica que mantuvo su estabilidad a 60°C por 30 minutos,
mientras que el resto perdid el 50% o més de su actividad. A un valor de pH de 4.3-46 a
las mismas condiciones térmicas, Ias bacteriocinas producidas por las cepas: 14, 59 y 60 no
perdieron actividad, mientras que la bacteriocina de la cepa 19 disminuyd en un 50%. Al
someterlas a una temperatura de 100°C a ambos valores de pH por el mismo tiempo, la

actividad de todas las bacteriocinas fue afectada.
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Vi. DISCUSION DE RESULTADOS.

6.1 Detecci6n de bacteriocinas,

El indice de deteccién de 90 bacterias acido lacticas productoras de bacteriocinas
aisladas de pozol fue de 8.8%, cuyo valor es.alto comparado con valores reportados en la
literatura; Coventry, et al. {(1997) detectaron un 0.2% de bacterias acido licticas
productoras de bacteriocinas aisladas de diferentes alimentos; datos semejantes fueron
encontrados por Garver y Muriana (1993) de cepas aisladas de came y productos licteos;
Ryser et al. (1994) detectaron <0.1% de cepas productoras de bacteriocinas provenientes de
queso. Sin embargo, la metodologia empleada en cada uno de los trabajos anteriores es
variable. Se ha reportado que la composicién del medio de cultivo, pH, tiempo y
temperatura de incubacién afectan la produccidon de bacteriocinas, y en algunos casos
pueden anular su produccion (Ingolf et al., 1996; Klaenhammer, 1993). Por lo que
consideramos que ¢l pozol es un medio muy propicio para la produccion de bacteriocinas,
lo cual es atribuido a la flora microbiana que contiene éste provocando un efecto
antagénico de las bacterias acido licticas para su defensa. Ademés de que el método
empleado para la deteccion (Lewus y Montville, 1991) fue el adecuado.

El hecho de que las cepas detectadas como productoras de bacteriocinas solo
presentaran efecto inhibitorio contra microorganismos Gram (+) (Tabla 5.1) coincide con
la mayoria de los estudios reportados (Cail et al., 1997; Lewus et al., 1991; Itoh et al,
1995; Coventry et al, 1997) en los que se ha observado un efecto inhibitorio de
bacteriocinas principalmente contra microorganismos Gram (+). Sin embargo, existen

algunos reportes de actividad (mencionado anteriormente) contra microorganismos Gram
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(-); en 1997 Simonetta et al. reportaron que cepas de enterococos aislados de leches y
productos licteos de Santa Fe (Argentina) presentaron actividad antibacteriana por
compuestos de naturaleza protéica contra Vibrio cholerae 01 y no 0. Por otro lado, Zufliga
y Mota (1998) reportaron que bacteriocinas producidas por cepas de Lacrobacillus y
Streptococcus inhibieron el crecimiento de una cepa de Escherichia coli y Salmonella
typhimurium.

Las cepas de bacterias acido licticas que se utilizaron en este estudio han sido
caracterizadas unicamente por métodos bioquimicos (Flores, 1996). Hasta ahora no se ha
realizado una caracterizacion molecular de las cepas productoras de bacteriocinas, la cual
nos podria ayudar a aseverar respecto a la identidad de las cepas; sobre todo porque se ha
observado que en los estudios donde se reporta identificacion bioquimica y genética
{Coventry et al., 1997; Cai et al,, 1997} la identificacién de las cepas generalmente no es

concordante.

6.2 Clasificacidn con base en 1a naturaleza bacteriocinogénica.

Se pueden definir a los agentes inhibitorios producidos por las 8 bacterias 4cido
lacticas examinadas en este trabajo como bacteriocinas debido a que se excluyo la
inhibicién producida por 4dcido, perdxido de hidrégeno y bacteriéfagos y ademis, la
naturaleza protéica de dichas sustancias fue confirmada mediante su sensibilidad a
protcasas (Tabla 5.2).

Generalmente, la sensibilidad a proteasas sirve como base para definir el grupo al
que pertenecen las bacteriocinas. Las bacteriocinas producidas por las cepas 14, 19, 5% y

60, fueron sensibles unicamente a pronasa (Tabla 5.2), por lo que estas bacteriocinas no
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pueden ser clasificadas en un grupo determinado, tal suceso puede ser atribuido a que los
sitios activos de estas sustancias no son afectados por las enzimas probadas. Casos
similares de sensibilidad unicamente a pronasa han sido reportados por Lewus et al. (1991).

Las bacteriocinas producidas por las cepas 12, 66, 87 y 88 fueron sensibles a «-
amilasa, por lo que es posible clasificarse dentro del grupo IV. Sin embargo, para su

clasificacion se discutiran otros factores en los siguientes incisos.

6.3 Clasificacién con base en el espectro de inhibicién.

El espectro de accion de las bacterias dcido lacticas detectadas como productoras de
bacteriocinas se muestra en la tabla 5.1.

Se comprobo que las bacteriocinas no actiian sobre €l microorganismo que las
produce y si contra microorganismos relacionados taxonomicamente (Hoover y Steenson,
1993; Doyle et al., 1997, Ingolf et al., 1996).

Las cepas 59 y 60 presentaron similitud en su espectro de actividad (Tabla 5.1},
sensibilidad a proteasas (Tabla 5.2) y su parcentaje de identificacién bioquimica (Flores,
1996) fue de 86.1% para la cepa 59 y de 87% para la cepa 60 (con una calidad de
identificacion dudosa), siendo identificadas ambas como Leuconostoc mesenteroides , por
lo que sc sugiere que se trate de la misma bacteriocina y/e la misma cepa.

Las cepas 14 y 19 mostraron igualmente ¢l mismo espectro de accion (Tabla 5.1) y
sensibilidad a proteasas (Tabla 5.2), lo que nos indica quec es posible que sea la misma
bacteriocina y/o cepa. Ambas fueron indentificadas como Lactococcus lactis lactis con un
porcentaje de identificacion de 99.6% para la cepa 19 y de 64.2% para la cepa 14 y una

calidad de identificacion muy buena y dudosa, respectivamente.
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Las bacteriocinas de las cepas 12 y 66 presentaron el mismo espectro de actividad
(Tabla 5.1) y ademés su sensibilidad a proteasas fue similar (Tabla 5.2), sin embargo,
Flores {1996) identificé a la primera como Lacrococcus lactis lactis y a la segunda como
Leuconostoc mesenteroides, con una calidad de identificacion de baja discriminacion para
la cepa 12 y de muy buena para [a cepa 66, con un porcentaje de identificacién de 72.4% y
91.6%, respectivamente, lo que podria sugerir que se trata de la misma bacteriocina, pero
no de la misma cepa. Esto se podria esclarecer con el apoyo de una caracterizacion
molecular de dichas cepas.

Con base en el espectro de inhibicidn las bacteriocinas de las cepas 12, 14, 19, 65,
87 y 88 pueden ser clasificadas dentro del grupo lla (antilistéricas). De estas seis
bacteriocinas cuatro (12, 66, 87 y 88) fueron sensibles a o«-amilasa, por lo que pueden
pertenecer a la clase 1V, quedando en la clase II unicamente las bacteriocinas producidas
por las cepas 14 y 19, Las bacteriocinas 5% y 60 no pueden ser clasificadas en base a su

espectro de accion, sdlo se descarta su posibilidad de pertenecer al grupo I1a .

6.4 Actividad.

Existen dos tipos de unidades para definir la actividad de las bacteriocinas:
Unidades Intemnacionales (Ul) y Unidades Arbitrarias (UA). Las Unidades lntemacionales
s¢ usan unicamente para la nisina (se ha definido que 25 mg de nisina pura equivalen a 10°
Ul de actividad). La actividad de 1a nisina es medida por el ensayo de fosas de Tramer y
Fowler {1964), usando Micrococcus luteus ATCC 10240 como microorganismo indicador,
atgunos investigadores usan cepas indicadoras mds sensibles que esta cepa (Doyle et al.,
1997).
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Las Unidades Arbitrarias se utilizan para todas las demas bacteriocinas y varian
dependiendo del medio, el indicador, cantidad de muestra, etc. (Doyle et al., 1997), por lo
que generalmente no son comparables. Con objeto de obtener un punto de comparacion
con la nisina, en este trabajo se utiliz6 ¢l método estindar para la determinacion de
actividlad de nisina (estandar britdnico 4020:1974) para medir la actividad de las
bacteriocinas del pozol. Sin embargo, dicho estindar utiliza a Micrococcus luteus como
microorganismo indicador, y s6lo 4 de las 8 cepas productoras de bacteriocinas presentaron
actividad contra dicho indicador, por lo que se siguié el método estdndar para determinar la
actividad de dichas bacteriocinas producidas por las cepas 14, 19, 59 y 60. Se buscaron
indicadores y medios alternativos para determinar la actividad de las cuatro bactertocinas
restantes producidas por las cepas 12, 66, 87 y 88.

6.4.1 Bacteriocinas activas sobre Micrococcus luteus.

Micrococcus haeus NCIB8166 fue sensible a las bacteriocinas producidas por las
cepas 14, 19, 59 y 60. Los halos presentados por estas cepas (apéndice 2a y 2b) fueron de
gran tamafio, lo que indicé que la difusién de las bacteriocinas fue buena y ta actividad de
estas bacteriocinas definida en UA/ml fueron valores muy altos (51200-102400)
comparados c¢on los reportados en la literatura (550 a 5000 UA/ml) (Doyle et al, 1997,
Kazuo et al., 1995; Nielsen et al., 1990)

6.4.2 Bacteriocinas no activas sobre Micrococcus luteus.

Para determinar Ia actividad de Jas 4 bacteriocinas que no inhibian el crecimiento
de Micrococcus futeus (de las cepas 12, 66, 87 y 88) fucron utitizados los medios Assay y
BHI, utilizando a Listeria monocytogenes come microorganismo indicador. Al usar el

Medio Assay se pretendié realizar una comparacion de la actividad de las ocho
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bacteriocinas detectadas, en ¢l mismo medio aunque con distintos indicadores. Esta
comparacion no se logré debido a que la actividad era extremadamente diferente, teniendo
un valor de 50 a 200 UA/m! para las bacteriocinas no activas sobre Micrococcus luteus
{Tabla 5.6) y de 51200 a 102400 UA/m! para las activas contra el mismo indicador (Tabla
5.4).

Con Listeria monocytogenes como indicador, las bacteriocinas producidas por las
cepas 12 y 66 (Tabla 5.6) tuvieron mayor difusidn en Medio Assay que en medio BHI, caso
contrario ocurrié con las bacteriocinas de las cepas 87 y 88. Asi mismo, para todos los
casos se observd que Listeria monocytogenes presentd un crecimiento mas abundante en
medio BHI que en Medio Assay. Sin embargo, como se menciond anteriormente, para las
bacteriocinas producidas por las cepas 87 y 88 la difusién fue menor en Medio Assay; esto
es, no se encontrd una relacion directa entre difusion y medio de crecimiento.

La baja actividad (50-200 UA/ml) de las bacteriocinas producidas por las cepas 12,
66, 87 y B8 sobre Listeria monocytogenes implicé la consideracién de otros dos
microorganismos indicadores: Lisferia innocua y Leuconostoc mesenteroides, Con
Leuconostoc mesentervides, en Medio Assay las bacteriocinas presentaron los valores de
actividad mds altos (200->1600 UA/ml) (Tabla 5.7). Estos valores son mayores que los
encontrados con Listeria monocytogenes en Medio Assay (50-200 UA/ml), sin embargo,
siguen estando muy alejados de los valores de actividad obtenidos con Micrococcus luteus
en el mismo medio (51200-102400 UA/ml).

Estos resultados no son insatisfactorios, ya que las Unidades Arbitrarias reportadas

en la literatura, oscilan entre 550 UA/m| y 5000 UA/m] , como se menciond anteriormente.
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6.5 Estabilidad térmica.

Se realizaron pruebas para determinar la estabilidad de las bacteriocinas producidas
por las cepas 14, 19, 59 y 60 (activas sobre Micrococcus fueus) a diferentes valores de pH.
Estas pruebas se lievaron a cabo sometiendo el extracto bacteriocinogénico a diferentes
temperaturas (60 y 100 °C). Como podemos ver en las tablas 5.4 y 5.5 a los valores de pH
aplicados la bacteriocina producida por la cepa 19 fue 1a menos estable al ser sometida a
tratamientos térmicos de 60 y 100°C por 30 minutos, por lo que podria pertenecer al grupo
M1, donde se incluyen aguellas bacteriocinas termolabiles (Klaenhammer, 1993; Doyle et
al., 1997).

Las bacteriocinas de las cepas 14, 59 y 60 resistieron un tratamiento térmico de
60°C a un pH de 4.3-4.6 y no fueron sensibles a «c-amilasa, sin embargo, fa bacteriocina de
la cepa 14 tuvo actividad antilisténica, por lo que puede pertenecer al grupo lla y las
bacteriocinas de las cepas 39 y 60 al no tener esta propiedad, se establecen dentro de los
grupos lb o lic.

Los resultados obtenidos en este apartado no fueron reproducibles en términos del
grado de estabilidad (Tabla 5.4 y 5.5), esto es, que las que eran afectadas presentaban
diferente susceptibilidad (+ 2 dilucienes). Esto puede ser debido a variaciones en la técnica

que estan fuera de la perspectiva de este trabajo.
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6.6 Seleccion de una cepa.

Con base a los resultados obtenidos en este estudio se propone que la bacteriocina
producida por la cepa 14 (Lactococcus lactis lactis) se utilice para trabajos futuros de
purificacion y caracterizacion, dado que es una bacteriocina termoestable y antilistérica,

teniendo asi un particular potencial para su aplicacién en alimentos.



Vi CONCLUSIONES.

El indice de deteccion de las bacterias acido lacticas productoras de bacteriocinas del
pozol fue alto (8.8%).

La naturaleza protéica de las bacteriocinas detectadas fue comprobada, ya que las
bacteriocinas fueron inactivadas por una enzima proteolitica (pronasa).

El espectro de accion de las bacteriocinas encontradas incluye: Bacillus cereus,
Staphylococcus  aureus, Listeria  innocua,  Clostridium  perfringens,  Listeria
monocytogenes, Clostridium  sporogenes, Micrococcus  luteus, Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus lactis lactis, Lactobacillus crispatus y Lactobacillus
acidophilus.

No se detectaron bacteriocinas con efecto sobre microorganismos Gram (-}.

De las ocho cepas detectadas como productoras de bacteriocinas, seis tuvieron
actividad antilistérica, de las cuales la cepa 14 (lLactococcus lactis lactis)
aparentemente puede pertenecer al grupo [la porque también es estable al calor; tales
caracteristicas hacen de ella una bacteriocina con mucho potencial para uso en
alimentos.

Las bacteriocinas de las cepas 59 (Leuconostoc mesentervides) y 60 (Leuconostoc
mesenteroides) no mostraron actividad sobre Listeria monocytogenes ni fueron
sensibles a a-amilasa, sin embargo, una caracteristica que las hace pertenecientes al
grupo Ii (b o ¢) es que fueron termoestables.

Las bacteriocinas de las cepas 12 (Lactococcus luctis luctis), 66 (lLeuconostoc

mesenteroides), 87 (Lactobucilus crispatusy y 88 (Lactobacillus acidophilus) no
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pueden ser definidas estrictamente dentro de un grupo, ya que tienen propiedades
antilistéricas (caracteristica del grupo [la) y también fueron sensibles a a-amilasa
{caracteristica del grupo IV).

La bacteriocina producida por la cepa 19 (Lactococcus lactis lactis), puede incluirse

dentro del grupo [il, dado que no fue termoestable ni sensible a a-amilasa
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RECOMENDACIONES PARA POSTERIORES ESTUDIOS.

e Se recomienda realizar la caracterizacion genética de las bacterias acido lacticas
productoras de bacteriocinas encontradas en este estudio.

+ Se sugiere ampliar el nimero de especies de ¢cada cepa indicadora.

¢ Es necesario definir el rango de pH éptimo para la accion de cada bacteriocina,

s Se recomienda hacer la inactivacion por proteasas de las bacteriocinas en medio
liquido.

s Se requiere detectar el factor que delimitd la técnica de actividad para obtener
resultados reproducibles.

e Sc recomienda purificar y secuenciar fa bacteriocina producida por la cepa 14

(Lactoceccus lactis lactis).




Apéadice 1. Bacterias licticas wtilizadas

No. de cepa Nombre del taxén
1 Lactobacillus plarsarum
2 Lewconastoc citrenm
3 Lactobacilius plantarum
4 Lactobacillus plantarem
5 Lactobacillus plantarum
6 Lactobacillus plantarum
7 Lactobacillus plantarum
8 Lactobacilius plamarum
9 Lactococcus lactis lactis
10 Lactococcus raffinolactis
1 Lactococcus lactis lactis
12 Lactococeus lactis loctis
13 Lactobacillus plamarum
14 Lactococcus lactis loctis
15 Lactobacillus plantarum
1] Lactococcus lactis lactis
17 Lactococcus loctis lactis
18 Lactococcus faciis lactis
19 Lactococcus lactis lactis

20 Lactococcus lactis lactis
21 Lactococcus raffinolactis
22 Lactococeus raffinolactis
23 Lactococcus raffinolactis
24 Lactococcus raffinolactis
25 Laciobacillus plantarum
26 Lactobacillus plantarum
27 Lactobacitlus plantarum
28 Lactobaciflus plantarum
29 Lactobacillus plantarum
30 Lactobacillas plaritarum
3 Lactobacillus plarniarum
32 Lactobacillus planiarum
33 Lactobacillus plontarum
34 Lactobacillus plantarum
35 Lactobacillus plantarum
36 Lactobacillus plantarum
37 Lactobacillus planiarem
13 Lactobacillus coprophilus
39 Lactobacillus pentosus
40 Loctobacillus pentasus
41 Lactobacillus pentosus
42 Lactobaciflus pentosus
43 Lactobacillus pentosus
44 Lactobacillus coprophilus
45 Lactobacillus plantarum

63

No. de cepa Nombre def tazbn
46 Lactobacillus perwosus
47 Lactobacillus pentosus
48 Lactobocillus pentosus
49 Lactobacillus pemiosns
50 Laciobaciflus pertosus
51 Leuconastoc mesenteroides
52 Lactobocillus fermentum
53 Leuconosioc mesentercides
54 Lactobacillus brevis
55 Lactobacillus pentosus
56 Lenconostoc mesenteroides
57 Lactobacillus pentasus
58 Lenconostoc mesenteroides
59 Leuconostoc mesenieroides
60 Leuconostoc mesentercides
61 Lenconostoc mesenteroides
62 Lenconasioc mesenteroides
63 Leuconosioc mesenteroides
64 Leuconostoc mesenteroides
65 Lenconostoc mesenteroides
66 Leuconostoc mesenlercides
67 Leuconostoc mesentervides
68 Leuconostoc mesenteroides
69 Lenconostoc mesenteroides
70 Leuconostoc citreim
T Leuconosioc mesenteroides
12 Leuconostoc mesenteroides
13 Leuconostoc mesenteroides
74 Leuconostoc mesenteroides
75 Lenconasioc mesentervides
16 Lenconostoc mesenteroides
77 Lenconostoc mesenteroides
78 Leuconostoc mesenteroides
19 Leuconastoc mesenteroides
80 Lactobacillus curvatus
81 Lactococeus raffinolactis
82 Lactococeus raffinolactis
83 Lactobacillus plantarim
84 Lactococeus raffinolactis
85 Lactococcus raffinoloctis
86 Lenconastoc citreum
87 Lactobacillus crispatus
88 Lactobacillus acidophilus
89 Lactococcus raffinolactis
20 Lactobacillus plastarum




Apéndice 2a. Actividad de las bacterioccinas en medio iquido
sobre Micrococcous iiteus), a pH 6.2 -68.8 en places de Medio

Assay.

No. Diluciones

de

cepa | Come, | 12 | 14 | 1 [ i6 | 132 | ves | 1128 | 11256 | 1512 {11024 | 172048

Sin tratamiento

14 24 22 20 20 | 1851 17 15 14 12 | 115] 9 0

19 nm | nm | nm 19 p185] 1851 17 17 i7 1165] 155 15

59 19 j 18511851 18 17 16 16 15 14 14 | 135 12

60 19 |175] 17 | 165]165] 165} 155 ] 145 | 145 | 145] 13 12.5
60°C

14 20 18.5 | 16.5 15 14 13 12 10 3 0 0 0

19 19.1 { 1831164 152 | 13 |17 {104 ] 7.1 0 0 0 0

59 20 J171]161 f 143 | 135 112711311 97 8 7.1 0 0

60 18511651 16 i5 13 12 1M y1051 8 75 0 0
100°C

14 20 1175|155 | 145 1125 | 11 10 9 8 7 0 0

19 0 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0

39 0 0 Q 0 0 0 0 0 0 0 0

60 175 {165 {155 | 15 j 135 [ 1151 11 10 | 7.5 0 0 0

nd No determinado
nm Halo deforme No medible

El tamafio del halo esta dado en milimetros incluyendo el diametro del pozo (aproximadamente

mm})

5
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Apéndice 2b. Actividad de bacteriocinas en rmedio liquido (usarndo
como indicador ;: AM¥crococous iteus).

apHde 4.3-4.6

No. Dituciones

de

cepa [Conc. | 172 | 114 | 18 i 116 | 152 | 164 [ 1128 ] 11256 | 14812 | 11024 [ 112048

Sin tratamiento

59 22 2112011918 15]131]11 8 7 7 0
19 23 § 22 {1 21 18 f 171151311 10 9 7 ¢
14 23 1 2 19 | 18 ] 16 J 14 1135} 12 10 8 8 8
60 23 | 21 19 1 17 | 16 | 14 {1 13 | 12 9 8 7 6.5
60°C
59 23 1 22 |20 ] 19 1714412} 10 9 9 7 0
19 23 12151 20 | 18 | 16 ) 13 ]1255105] 9 7.5 0 0
14 1220117116 ]15]113] 11 10 | 85| 85 7
60 23 12151 19 I8 | 16 § 15 ] 13 | 1} 10 ] 10 9 3
100°C
59 23 1 20 a7 J 17 b5 a3t 10 9 8 0 0
19 22 1205] 19 | 17 | 14 J125]115] 95 8 7 0 0
14 23 | 21 19 | 17 1 16 |145] 13 | 11 9 8 7 0
60 23 | 21 J195) 17 | 16 | 14 1 13 | 1} 9 8 0 0

El tamaito del halo esti dado en milimetros incluyendo ¢l dikmetro del pozo (S mm aproximsdamente).
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