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RESUMEN 

La creciente demanda del consumidor por productos naturales ha propiciado una 

progresiva actividad en la investigación de las bacteriocinas, debido a su aplicación potencial 

como sustancias conservadoras naturaies en la industria de alimentos. Durante la obtención de 

una bacteriocina se requiere estimar la concentración presente en una muestra dada, de lo que 

se deriva la necesidad de desarrollar procedimientos eficientes de cuantificación de éstas 

sustancias. la bacteriocina WB1 es producida por Lactococcus lactis subsp. lactis y está en 

proceso de purificación por nuestro grupo de trabajo. Para estimar la concentración de dicha 

bacteriocina, se utiliza el método de cuantificación denominado Método Base S, que involucra el 

uso de fosas de agary el uso de M. luteus como microorganismo indicador. El Método Base S 

ha venido presentando dificultades que implican problemas de crecimiento de M. luteus y de 

difusión de la bacteriocina en el agar. El objetivo del presente trabajo fue estudiar fases 

especificas del Método Base S para superar las dificultades descritas. 

Por ello se compararon 3 métodos de preservación (secado en discos de agar, 

congelación en chaquiras con glicerol a -70'C, congelación en medio con glicerol a -70'C ) 

para M. luteus. Se estudió el efecto que tiene el medio de cultivo, la agitación y el volumen de 

cultivo de trabajo en la recuperación de M. luteus a partir de medio de preservación. Se 

estableció la estabilidad del cultivo recuperado. Se estudiaron las condiciones de preparación 

así como la estabilidad del inóculo de M. luteus a partir del cultivo recuperado. Además se 

determinó el uso de un estándar de referencia y se estudió el efecto de la composición y 

concentración de agar en la cuantificación de la bacteriocina WB1. 

Se encontró que preservando a M. luteus por los métodos estudiados no hay diferencia 

en el número de microorganismos iniciales que proporcionará cada cultivo. Para la recuperación 

de M. futeus se sugiere el uso de caldo BHI inoculado con 250 ¡.tl de cultivo de trabajo "8" e 

incubado a 150 rev. min -1 seguida de una resiembra en agar 8HI al 1.5% ya sea en tubo 

inclinado o en caja de Petri. M. luteus recuperada y almacenado a 4 'C puede ser usado para 

preparación del inóculo por 21 días si se recupera en tubo y 14 días si se recupera en caja. Se 

encontró que no hay diferencia entre preparar al inóculo a partir de M. luteus recuperado en 

tubos o recuperado en cajas, siendo viable de 4 a 9 días. Se implementó el uso de un estándar 

de referencia (solución de 100 mg de nisaplin/l agua a pH 5). Por último se sugiere eliminar el 

uso de placas de ensayo con sobrecapas de agar y utilizar placas de ensayo con capas de Agar 

BHI 0.8% para cuantificar a la bacteriocina WB1. 

Con los estudios realizados en el presente trabajo, se obtuvo un método denominado 

Método Base S Modificado, el cual ha sido utilizado exitosamente por el grupo de trabajo para 

cuantificar a la bacteriocina WB1. 
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i. INTRODUCCiÓN 

Los compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias ácido iáctlcas 

incluyen ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, áiacetilo, reuterina y bacteriocinas 

Las bacteriocinas se definen como sustancias de naturaleza proteica, que en su 

forma activa ejercen un efecto aníimicrobiano sobre bacterias relacionadas 

taxonómicamente con el microorganismo productor. 

En el proceso de obtención de una bacteriocina destacan 3 etapas principales 

en las que se requiere estimar su concentración: la producción del extracto crudo, la 

caracterización y la purificación. 

Hasta el momento no existe un método oficial para cuantificar bacteriocinas, 

de tal manera que se desarrollan y aplican tantos métodos de cuantificación como 

bacteriocinas estudiadas. Las técnicas utilizadas para cuantificar bacteriocinas se 

basan generalmente en la cuantificación de la inhibición de crecimiento de un 

organismo sensible denominado microorganismo indicador. 

En nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios de purificación de la 

bacteriocina WB1, la cual es activa contra M. luteus. Para estimar la concentración 

de la bacteriocina se ha venido utilizando el método de cuantificación de 

bacteriocinas denominado Método Base S. 

2 



El Método Base S es un método de difusión en agar en el que se detectan 

zonas de inhibición producidas por la bacteriocina WB1 en M, luteus inoculado en 

placas de agar. Este método ha presentado dificultades frecuentes que incluyen la 

falta de crecimiento o el crecimiento irregular de M, luteus así como la difusión de la 

ha.,-..¡.o.r·I",..:1"8 on Q! 8"8' )1;:,., tndos ''os "81S"S ''os O)(neC'¡montos ~ie",e;n n.;¡Q s",r IIJ' .... " .... 1 "'-"v,. ~,...... ::::l'....... 'U ..,,.,.. ~ r" •• • ..."... ...... '1""'-' _. 

repetidos, representando una gran inversión de tiempo y recursos, 

En el presente trabajo se realizaron estudios en fases específicas del Método 

Base S para superar los problemas anteriormente descritos y poder contar con un 

método de cuantificación eficiente para la bacteriocina WB1, 

3 



~t ANTECEDENTES 

2.1 Bacterias Ácido Lácíicas 

Las Bacterias Ácido lácticas (SAL) se identifican como Gram (+), no esporuladas 

y anaerobias facultativas (De Vuyst & Vandamme, i 994). incluyen los géneros 

Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus V Leuconostoc (JaV, 1992; 

Requena, 1995). Las BAL se usan tradicionalmente como cultivos iniciadores para la 

fermentación de alimentos V bebidas, contribuyendo principalmente ai desarrollo de 

textura, sabor y aroma. Por otra parte, las SAL actúan inhibiendo el crecimiento de 

bacteria patógenas y de descomposición, dando lugar a productos estables y 

relativamente seguros ( Kelly y col., 1996; Franz y col., 1998; Zamfir y col., 1999). 

Los compuestos antimicrobianos producidos por las SAL incluyen ácidos 

orgánicos, peróxido de hidrógeno, diacetilo, reuterina y bacteriocinas (Enan y col., 1996; 

larsen y col., 1993). 

2.2 Bacteriocinas 

Las bacteriocinas se definen como sustancias de naturaleza proteica, que en su 

forma activa ejercen un efecto antimicrobiano sobre bacterias relacionadas 

taxonómicamente con el microorganismo productor (Stiles, 1996; Parente y Ricciardi, 

1999). 

La función biológica de las baceriocinas es antimicrobiana, permitiendo a sus 

productores competir con otras bacterias para sobrevivir (Nes y col., 1996; Toit y col., 

2000). 
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2.2.1 Aplicación en la industria de Alimentos 

La creciente demanda del consumidor por productos naturales ha favorecido que 

las bacteriocinas producidas por SAL reciban atención en la investigación, debido a su 

aplicación potencial como sustancias conservadoras naturales en la industria de 

alimentos (Ten Brink y coi., 1994; Martinez y coi., 2000 ; Zhu y coi., 2000). 

El espectro inhibitorio de las bacteriocinas de SAL se restringe a bacterias 

Gram (+). Varias bacteriocinas son activas sobre microorganismos de descomposición y 

patógenos incluyendo Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, etc. Numerosas bacteriocinas son 

termoestables, siendo factible su aplicación en combinación con tratamientos térmicos; 

parecen tener un modo de acción bactericida e irreversible, son biodegradables, 

digeribles, seguras para la salud y activas a bajas concentraciones (De Vuyst & 

Vandamme, 1994). la única bacteriocina que se comercializa es la nisina. 

2.2.1.1 Nisina 

La nisina es un péptido antibacteriano producido por Lactococcus lactis subsp 

lactis, es soluble en medio acuoso y estable a pH ácido. En 1988 la FDA le concedió el 

estatus GRAS (Generalmente Reconocida como Segura). Actualmente el uso de nisina 

en alimentos se permite en más de 50 países (Delves - Broughton, 1998). La nisina se 

comercializa como agente antimicrobiano natural denominado Nisaplin® por Aplin & 

Barreti Ud (Inglaterra), como Chrisin® por Chr. Hansen (Dinamarca) y como Ambicin® 

por AMBllnc. (USA) (Parente & Ricciardi, 1999; Wessels y col., 1999). 
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2.2.1.2 Ingredientes que contienen bacteriocinas 

Otras bacteriocinas que se comercializan como ingredientes de alimentos son: 

Microgard® de Wesman Foods, Inc. (USA), ALTA® 2341 Y Perlac® de Quest 

International (Holanda). 

Alta 2341 se basa en ei producto de fermentación de una BAL, presumiblemente 

Pediococcus acidilactíci (Stiles, 1996; Szabo & Cahill, 1998). 

Microgard es un producto de leche fermentada por acción de Propionibacterium 

freudenreichií subsp. shermanii ( De Vuyst & Vandame, i 994; Wessels y col., 1999). 

Debido a la poca variedad en el mercado y al alto precio de éstas sustancias 

antimicrobianas, existen grupos de investigación dedicados a la búsqueda de 

microorganismos productores de bacteriocinas. 

2.2.2 Proceso para obtener una bacteriocina pura 

En la literatura se reportan las etapas principales del proceso de obtención de 

una bacteriocina (Vaughan y col., 1992; Stoffels y col., 1992; Mathiew y col., 1993; 

Coventry y col., 1997; Yildirim & Jonson, 1998; Zheng & Slavik, 1999; Zhu y col., 2000). 

n"ndo el p"o""d;m;ent " g",nc'al "" el ";gu·lent,,· .......... '...... . .............. ...., ~ ...... " ,........ ..... . ........ . 

'" Escrutinio. Se realiza a partir de alimentos como: carne y productos cárnicos, 

leche y productos lácteos, vegetales, frutas, bebidas fermentadas y productos del 

mar. El objetivo es detectar bacterias productoras de bacteriocinas. 

@ Aislamiento e identificación de la bacteria productora de bacteriocina. 

e Producción del extracto crudo de bacteriocina. 
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o Caracterización de la bacteriocina: sensibilidad a enzimas, estabilidad térmica, 

efecto de pH, espectro de inhibición. 

® Purificación de la bacteriocina 

® Secuenciación de la bacteriocina pura para establecer si es una bacteriocina 

nueva. 

De las etapas mencionadas anteriormente, 3 requieren estimar la concentración 

de bacteriocina presente en una muestra: la producción del extracto crudo, la 

caracterización y la purificación de una bacteriocina. De aquí la necesidad de 

desarrollar procedimientos eficientes de cuantificación de bacteriocinas. 

2.3 Cuantificación de bacteriocinas 

No existe un método oficial para cuantificar bacteriocinas. Existen casi tantos 

métodos de cuantificación como bacteriocinas. La cantidad de bacteriocinas en una 

muestra dada se expresa en Unidades Intemacionales o en Unidades Arbitrarias. 

2.3.1 Unidades 

2.3.1.1 Unidades Internacionales 

La primera unidad descrita para expresar la cantidad de nisina, fue la Unidad 

Reading, posteriormente conocida como Unidad !nternacional que se definió como la 

cantidad de nisina necesaria para inhibir una célula de Streptococcus agalactiae en 1 mi 

de caldo. Se denominó Unidad Reading en reconocimiento al hecho de que gran parte 

de la investigación en nisina se realizó en el Instituto Nacional de Investigación en 

Lácteos de Reading, Inglaterra (Rayman & Hurst, 1984;Delves - Broughton, 1998). 

Las unidades Internacionales (UI) se usan únicamente para nisina. 
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2.3.1.2 Unidades Arbitrarias 

Las bacteriocinas que no son nisina se cuantifican en unidades arbitrarias. Una 

Unidad Arbitraria (UA) se define como el recíproco de la dilución más alta a la cual una 

muestra aún e)(hibe actividad antibacíeriana al aplicar el método de difusión en agar 

(Geímond y coi.) 1997 ). 

2.3.2 Métodos de cuantificación 

Las técnicas utilizadas para cuantificar bacteriocinas se basan generalmente en 

la cuantificación de la inhibición de crecimiento de un organismo sensible denominado 

microorganismo indicador (Caboy col., 1999; Martinez y col., 2000). Entre las técnicas 

más usadas se encuentran los métodos de difusión en agar (Wolf & Gibbson, 1996; 

Martínez y col., 2000) y los métodos turbidimétricos. 

En los últimos años se han desarrollado también métodos de cuantificación más 

sensibles y menos laboriosos que los métodos basados en la actividad inhibitoria de 

una bacteriocina sobre un microorganismo indicador, como los Métodos inmunológicos 

(Suárez y col., 1996; Martínez y col., 2000) y los basados en Bioluminiscencia 

(Wahlstrom & Saris, 1994). 

2.3.2.1 Métodos de difusión en agar 

Los métodos de difusión en agar tienen como característica común la medida de 

zonas de inhibición en un microorganismo indicador inoculado en placas de agar. El 

tamaño del halo de inhibición es el resultado de dos factores: difusión del compuesto 

antimicrobiano a través del agar y velocidad de crecimiento del organismo indicador 

(Hoover & Steenson 1993). 
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lPara llevar a cabo los métodos de difusión en agar, se preparan diluciones de la 

muestra y se depositan en el agar de 3 posibles formas: 

o Método de puntos. Se depositan puntos de cada dilución de la muestra 

sobre la superficie de! agar. '~'ay' ·Harling "cnl 197 2. \,iJl ,-.. l .• , 'J .., •. j • • , Hoover & 

Steenson, 1993). 

o Método de fosas. Se horadan fosas de tamaño uniforme. Se vierte un 

volumen constante de cada dilución de la muestra en las fosas (SS 

2040:1974; Germond y coi., 1997). 

@ Método de discos de papel~ Se deposita el disco de papel, previamente 

humedecido con un volumen fijo de dilución de la muestra, sobre la 

superficie del agar (Ohmomo y coi., 2000; Navarro y col.,2000). 

Tanto la difusión de la bacteriocina como la velocidad de crecimiento del 

organismo indicador dependen de variables como: medio y condiciones de cultivo 

adecuados para el microorganismo indicador; densidad del inóculo; peso molecular, 

carga iónica y tiempo de difusión de la bacteriocina; viscosidad y profundidad del 

agar, así como temperatura y tiempo de incubación de la placa de ensayo. Estos 

factores deben ser controlados para obtener respuestas reproducibles (Barry, 1976; 

Davidson & Parish, 1989; Blom y coi., 1997; Cabo y col., 1999). 
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2.3.2.2 Método Turbidimétrico 

En el método turbidimétrico la inhibición de un microorganismo indicador se 

estima a través de la medición de densidad óptica del medio de ensayo ( Jiménez­

Díaz y col., 1995; Cintas y col., 1997; Blom y col., 1999), dicho método se realiza de 

la siguiente forma: 

• Se preparan diluciones de la muestra y se depositan a volumen constante 

generalmente en pozos de microplacas . 

G Cada pozo se inocula con un I/olumen constante de cultivo del microorganismo 

indicador 

• Después de un periodo estandarizado de incubación, se cuantifica la inhibición 

del microorganismo indicador por efecto de la bacteriocina al medir la densidad 

óptica del cultivo. 

2.3.3 Microorganismos indicadores 

Se elige como microorganismo indicador a aquel microorganismo que sea más 

sensible a la bacteriocina en estudio. (Mota-Meira y col., 2000; Guyonnet y col., 2000). 

En el apéndice 1 se muestra un resumen de algunas bacteriocinas estudiadas, 

así como el método y microorganismo indicador utilizados para su cuantificación. 

Hasta el momento el único método estandarizado para la cuantificación de 

bacteriocinas es el de la nisina. Para cuantificar nisina primeramente Hirsch usó en 

1950 a Streptococcus cremoris como el microorganismo indicador. Mocquot y Lefebre 

en 1956 usaron a Lactococcus lactis y Streptococcus cremoris. Por su parte Tramer y 

Fowler en 1964 usaron a Mícrococcus futeus. (Hoover & Steenson, 1993), a raíz de lo 
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anterior el Estándar Británico BS 4020: 1974 estableció a iVI. futeus como 

microorganismo indicador para cuantificar nisina. El uso de dicho estándar es útil en la 

cuantificación de otras bacteriocinas siempre y cuando M. iuteus sea sensible a ellas. 

2.4 Micrococclis §uieus 

iVlicrococcus luteus tiene la siguiente clasificación taxonómica: 

Reino 
Clase 
Subclase 
Orden 
Suborden 
Familia 
Género 

Eubacteria 
Firmicutes 
Actinobacteridae 
Actinomycetales 
Micrococcineae 
Micrococcaceae 
Micrococcus 

Micrococcus luteus es una de las nueve especies del género Microccoccus, 

presenta forma de coco con un diámetro de 1.0 - 2.0 ¡.tm, forma letradas o racimos 

irregulares, inmóvil, su reacción a la tinción de Gram es (+). Las colonias son convexas 

de borde regular y de color amarillo, cuyo pigmento es dihidroxi Cso carotenoide 

(Sneath y col., 1986; Votyakova y col., 1994; Atlas, 1995). 

La piel humana es considerada como el hábitat principal de la bacteria, sin 

embargo se ha detectado en las membranas mucosas, incluyendo la cavidad bucal; así 

como en agua y suelo (Holt y col, 1994; Monodane y col., 1996). 

Entre los medios de cultivo para lograr su reproducción se encuentra el caldo 

nutritivo (Monodane y col., 1996), medio mínimo de lactato (contiene L- lactato) 

(Votyakova y col., 1994; Mukamolova y col., 1998), caldo PWYE con peptona (Welby y 
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col., 1996), caldo extracto de levadura 0,5% y 1% de glucosa, agar Assay de Tramer y 

Fowler CNolf y Gibbons, 1996) , agar Assay (Estándar Británico BS: 4020, 1974), yagar 

BHI (Oscáris & Pisabarro, 2000 ). 

las temperaturas mínima, óptima y máxima de crecimiento de M. luteus son: 

10°C, 30 oC y 45 oC respectivamente (Pe!czar y col.,1982; Vot)/akova y 001.,1994; 

Welby y col., 1996; Wolf & Gibbons, 1996 ). Es un microorganismo estrictamente 

respiratorio y algunos autores lo reportan cultivado con agitación de 200 rev min-1 

(Votyakova y col., 1994; Welby y col., 1996; Wolf & Gibbons, 1996). 

2.5 M. luteus como indicador en la cuantificación de la bacteriocina WB1 

2.5.1 Bacteriocina WB1 

La bacteriocina WB1 es producida por Lactococcus ¡actís subsp. lactis y es 

activa contra M. Juteus. Dicha bacteriocina está en proceso de purificación por nuestro 

grupo de trabajo (Santiago, 2000). Para estimar la concentración de la bacteriocina 

WS1 a lo largo de su purificación se ha venido utilizando el método de cuantificación de 

bacteriocinas denominado Método Base S. 

2.5.2 Método Base S 

Este método Base S es un método de difusión en agar, modificado del Estándar 

Británico SS 4020:1974 por Regalado y col.,(2000), Pereyra y Trejo (1999) y Santiago 

(2000). Este método especifica el uso de fosas y el uso de M. luteus como 

microorganismo indicador. Tanto el procedimiento descrito por el Estándar Británico 

BS 4020: 1974, como el Método Base S, se describen en las Figuras 1 y 2 

respectivamente. 
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FASE 

PRESERVACiÓN DE 
Ni.lutells 

CULTIVO DE NiicU"ococclis luteus 

SUSPENSiÓN DE M. IlIteus 

CLAVE 

PB 

M luteus ATCC 10420/NCIB 8166 en agar Assay 1 
Almacenado a 4°C - 7°C 114 días máximo 

1 Subcultivo 

M. luteus en Agar Assay 1 

'"OOTcI 

10 mL de Solución Ringer 1/4 

l Ajustar a 
D0650= 0.5 

INÓCULO 
Suspensión de M luteus 
Ajustada a D0650= 0.5 

Figura 1. Estándar Británico SS 4020: 1974 para cuantificación de nisina 
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PREPARACiÓN DE 
PLACAS DE ENSAYO 

PlB -1 

PlB -3 

PlB -4 

PLB -5 

2%VN 

Tween 80 en agua 1:1 
50°C ± 2°C! 20 - 30 mino 

PlB -2 

-<!!'-----
2%VN 

Agar Assay 1 a 50°C ± 2°C INÓCULO 
M. luleus en suspensión 

3mm -4 mm de 
profundidad 

Solidificar y almacenar a 4 oC - 7 oC / 1 h 

Hacer pozos con horadador 
7 mm a 9 mm de diámetro 

PlB-6 000 Placas de ensayo 

000 
000 

Distancia entre los centros de pozos: 
30m m 
Distancia entre los pozos y la pared de la 
caia: 2 mm 

Figura 1. Estándar Británico SS 4020:1974 para cuantificación de nisina (continuación). 
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DilUCiÓN DEL ESTÁNDAR 

DE-1 DE-2 I 
100±1mgde l 

nisina estándar ----~ ~ 

Baño de agua 
hirviendol5 mino II '--=DE-,,--3----, 

I 
Aforar a 

HCI 0.02 N 80ml 

Preparar diluciones del estándar 
de nisina: 10, 5 Y 2.5 UII ml 

CUANTIFICACiÓN DE NISiNA 

Diluciones del estándar 

DE-4 

20± 5°C 12 h 100 mlcon 

Solución estándar de nisina 
100 Ullml 

Estable por 7 dias a 4°C-rC 

000 
eN -1 000 

HC! 0.02N 

000 CN-z 
Muestra 10 UI /ml 5 Ullml 2.5 Ul /ml 

CN-4 

Determinar la actividad de nisina en UI de 
acuerdo a lo siguiente: 

Graficar el lag de concentración de nisina de 
cada dilución (Ullml) VS. la correspondiente 
zona de inhibición (mm) y con el cálculo de la 
regresión lineal se determina la actividad de 

nisina en la muestra 

Volúmenes 
equivalentes 

-'-

~ 
@ 000 

CN -3 

Medir los diámetros de halos o 
zonas de inhibición 

Figura 1. Estándar Británico BS 4020:1974 para cuantificación de nisina (continuación). 
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FASE 

PRESERVACiÓN DIE 
M. ílltells 

RECPERACIÓN DE 
M.luteus 

SUSPENSiÓN DIE M. Buteus 
RECUPERADO PARA 
PREPARACiÓN DE 
INÓCULO 

CLAVE 

PM 

CM - ~ 

CM-2 

M /uteus ATCC 10420 
En Chaquiras con glicerol a 

-20°C 

3 ml Caldo Assay pH 
7.5 30°C/48 h 

Agar Assay 1 pH 7.5 
30°C /48h 

CM - 3 Almacenar a 4°C máximo 

SM -1 

SM -2 

14 días . ~ 

300 fLL de Sol. 
RínQer% 

Totalidad de la 
suspensión 

l 250 uL 

Ajustar a 
00650=0.3 - 0.5 

~ 

¡'¡~I---lavar con 200 ¡¡L 
de Sol. Rinqer % 

SM-3 

2 mL de Sol. Ringer % INOCULO 
Suspensión de 

M. luteus ajustada 
Almacenar a 4°C máximo 7 días 

Figura 2 . Método Base S para cuantificar a la bacteriocina WB1 (Modificado del Estándar 
Británico 8S 4020:1974) (continuación). 
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PREPARAC~ÓN DE PLACAS DE ENSAYO 

PLM -1 

INÓCULO 
Sol. de M. luteus 
00650= 0,5 ó 0,3 

20uL 

PLM -4 

I 

~ 
PLM -2 

~ PL-1 

U 
8 mL de Agar Assay 2 
liquido a 45°C aproK 

1 • 1) 
10 mL de Agar 

Assay 1 

PLM -3 
j' Agregar j Plaquear 

Sobrecapa 
,----, 

PL-2 

~ "--------::::K=---:=1 
~ ~~--- e&w/~ 

Solidificar 
Placa con sobrecapa 

de agar 

I PLM - 5 

---j'¡> 

Hacer pozos con 
horadador Placas de ensayo con 

sobrecapa de agar 
Tapar y guardar en 
refrigeración hasta su 
utilización ( no más de 12 
horas) 

Figura 2 , Método Base S para cuantificar a la bacteriocina WB1 (Modificado del Estándar 
Británico BS 4020:1974) (continuación), 
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PREPARACiÓN DE DILUCIONES SERiADAS 

~ 250uL ~ ~ 250uL 
---~ 

Bacteriocina WB1 

Solución Concentrada 
(SC) 

250JlL de Sol. Rlnger % 

Dilución 1/2 

250!lL de Soi. Ringer % 

Dilución 1/32 

CUANTIFICACiÓN DE ACTIVIDAD DE LA BACTERIOCINA WB1 

20 f'L de cada eN -'1 
dilución por ----I!> 

triplicado 

eN -2 

Placas de ensayo 

Diluciones Diluciones 

se 
1/2 

1/4 

eN -4 

000 1/8 

000 1/16 

000 1/32 

Temperatura 
ambiente/3D mino 

CN-3 1 ",.""," 

000 
000 
000 

Determinar la actividad en UA de acuerdo a la siguiente 
fórmula: 

UAlmL:(RDM /20!ll)(1 000 !lL ImL) 
Donde: 
UA = Unidades Arbitrarias 
RDM = Recíproco de la dilución máxima que presentó el halo 
de inhibición más pequeño perceptible 

Figura 2 . Método Base S para cuantificar a la bacteriocina WB1 (Modificado del Estándar 
Británico 8S 4020:1974) (continuación). 
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2.5.3 Deficiencias del Método Base S 

la cuantificación de la bacteriocina WB1 mediante el Método Base S ha 

presentado dificultades frecuentes que involucran la falta de crecimiento o e! 

crecimiento irregular de fvi. Juteus en ¡as siguientes etapas: 

i) Cultivo de M. luteus en medio líquido. Específicamente en la fase CM- 1, descrita 

en la figura 2. 

2) Cultivo de M. luteus en medio sólido. Particularmente en las fases CM - 2 (culivo 

en viales) y CN - 3 (cultivo en placas de ensayo), descritas en la figura 2. 

La falta de crecimiento de M. lufeus en las placas de ensayo (fase CN - 3) 

después del periodo de incubación impide observar zonas de inhibición imposibilitando 

la cuantificación a la bacleriocina WB1. El crecimiento irregular del microorganismo 

indicador ( en las fases CM - 1, CM - 2 Y CN - 3) provoca un aumento del diámetro de 

los halos de inhibición imposibilitando la cuantificación de la bacleriocina WB 1. 

Otra dificultad frecuente es la cuantificación de la bacteriocina WB1 mediante el 

método Base S que se ha venido observando es la variación en el halo de inhibición 

más pequeño perceptible (fase eN - 4). Debido a que el método se realiza utilizando 

diluciones seriadas de 2 en 2, el uso de una dilución o la siguiente en el cálculo de 

actividad implica una reducción del 50% de actividad, afectando la reproducibilidad del 

método. 

En todos los casos mencionados anteriormente, los experimentos tienen que ser 

repetidos, representando una gran inversión de tiempo y recursos. 
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Las deficiencias mencionadas en el método Base S pueden atribuirse a problemas que 

se detallan a continuación. 

2.6 Factores involucrados en las deficiencias dei Método Base S para la 

cuantificación de !a bacíeriocina \NB'! 

2.6.1 Crecimiento del microorgsmismo indicador 

La principal deficiencia del Método Base S consiste en problemas durante el 

cultivo del microorganismo indicador (M. luteus). Dichos problemas involucran la falta 

de crecimiento o crecimiento irregular de M. luteus tanto en medio sólido como en 

medio líquido. De acuerdo a la literatura, en ambos casos (sólido y líquido) los factores 

determinantes de crecimiento de un microorganismo son: 

a) El método de preservación 

b) Las condiciones de cultivo 

e) la manipulación del ¡nóculo 

2.6.1.1 Métodos de preservación de cultivos 

El objetivo principal de la preservación de cultivos es mantener al organismo 

vivo, libre de contaminación y sin variaciones o mutaciones, es decir, preservar al 

cultivo en una condición tan cercana como sea posible al microorganismo aislado 

originalmente. Muchos métodos han sido usados para preservar bacterias pero no 

todas las especies responden en forma similar a un método dado (Collins, 1989; Kirsop 

& Doyle, 1991; Gerhardt y col.,1994; Smith, 1997). Los métodos de preservación se 

clasifican generalmente en: 
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A. Métodos a corto plazo 

o Subcultivo (3 meses - 5 meses) 

® Inmersión en aceite (3 meses - 2 años) 

o Congelación ordinaria (6 meses - 2 años) 

~ Congelación a -70°C er. glicerol o DMS y en chaquiras de vidrio (10 años) 

o Secado sobre arena, tierra, sílicagel, tiras o discos de papel y discos de agar 

( 2 años - 5 años) 

B. Métodos a largo plazo 

Q Liofilización ( hasta 50 años) 

@ Ultracongelación ( más de 35 años) 

2.6.1.2 Condiciones de cultivo 

Los factores de cultivo que influyen en la multiplicación de bacterias pueden 

dividirse en dos categorías principales: factores ambientales y factores nutricionales. 

Factores Ambientales Factores Nutricionales Reportados por 

Temperatura, oxígeno, pH, Requerimientos de carbono, Prescott y col., 1996; Atlas, 

presión osmótica y efectos hidrógeno, nitrógeno, 1997; T órtora y coi., 1998; 

de luz fósforo y azufre, así como Naster y col., 1998. 

elementos traza 
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En medio sólido un factor determinante de crecimiento es la concentración del 

agar utilizado. Un agar al 1 % - 2% proporciona una superficie lo suficientemente 

húmeda para facilitar el crecimiento y lo bastante seca para mantener separadas las 

colonias (Tortora y col., 1998; Prescott Ij col., 1996; Davis y col., 1984). Si se usan 

concentraciones muy altas, el crecimiento de algunas bacterias puede ser inhibido por 

ei aumento de la presión osmótica (Tortora y col., 1998). 

2.6.1.3 Manipulación del inóculo 

El inóculo debe provenir de un microorganismo recién cultivado, el cuál se diluye 

para obtener una suspensión ajustada del microorganismo indicador y posteriormente 

se resuspende en un medio sólido previamente fundido (Gruenwedel & Whitaker, 

1985). 

Una fuente común de errores es la inadecuada manipulación del ¡nóculo, 

ocasionada por el uso de diluyentes inapropiados(Parish & Davidson, 1989), o por 

malas condiciones de almacenamiento (tiempo '1 temperatura) (Barry, 1976). 

2.6.2 Difusión de la bacteriocina WB1 

Otra dificultad observada en el Método Base S ha sido la variación en el halo de 

inhibición más pequeño perceptible (fase CN - 4). 

Un factor determinante en el tamaño del halo de inhibición es la difusión de la 

bacteriocine WB1 a través del agar de la place de ensayo (fase CN - 2). Pare facilitar 

el proceso de difusión algunos autores incluyen como parte de su método de 

cuantificación a los siguientes procedimientos: 
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a) Adición de Tween al agar de las placas de ensayo (Estándar Británico SS 4020: 

1974; De Martinis y col., 1997; Elegado y col., 1997). 

b) Apiicación de un periodo de preíncubación a !as placas de ensayo (Parente & HiII 

1992; Jíménez-Díaz y col., 1995; Cintas y col., 1997; Suma y col., 1998). 

c) Variación de la concentración oei agar de las placas de ensayo (l/IIolf & Gíbbons, 

1996; Carolissen - Mackay y col., 1997). 

De acuerdo a la literatura, los factores determinantes en la difusión de una 

bacteriocina son: 

a) Composición de agar en las placas de ensayo 

b) Concentración de agar en las placas de ensayo 

2.6.2.1 Composición de agar en las placas de ensayo 

La composición del medio sólido influye en la formación de halos o zonas de 

inhibición en las placas de ensayo, debido él su efecto sobre la actividad y velocidad 

de difusión del compuesto antimicrobiano, así como a su repercusión en la velocidad de 

crecimiento del microorganismo indicador (Barry, 1976). 

2.6.2.2 Concentración de agar en las placas de ensayo 

La concentración de agar en las placas de ensayo para la cuantificación de 

bacteriocinas puede ser única o combinada. Lo anterior se logra mediante el uso de 

capas y $obrecapa.s de agar. 

23 



2.6.2.1 Placas de ensayo con capas de agar: Compuestas solamente por una capa de 

agar con una concentración única que varía de 0.7% a 1.5% (Parente & HiI!, 1992; 

Mathieu y col., 1993; Jiménez-Díaz y coi., 1995; Georgalaky y col., 2000). 

2.6.2.2 Placas de ensayo con sobracaRa de agar: Compuestas de una capa de agar 

(1.5 %) Y una sobrecapa de agar suave cuya concentración varia entre 0.7% y 0.8% 

(Elegado y col., 1997; Enan y col.,1996; Bogovic- Matijasic y col., 1998; Choi y col., 

2000; Zhu y col., 2000). 

2.1 Factores del Método Base S sujetos a optimización 

Con base en los factores descritos en el inciso anterior se considera que las 

deficiencias en el Método Base S pueden ser superadas mediante el estudio específico 

de las siguientes fases (ilustradas en la figura 2): 

Fase PM: Preservación de M. luteus 

Fase CM-1: Recuperación de M. luteus en caldo Assay 

Fase CM-2: Resiembra de caldo Assay a agar Assay para recuperación 

de M. luteus. 

Fase CM-3: Almacenamiento de M. luteus recuperado en agar Assay 

Fase SM-3: Almacenamiento del ¡nóculo de M. luteus 

Fase PLM-5: Efecto de placa de ensayo con sobrecapa de agar 
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Adicionalmente, podría incluirse a uso de un estándar de referencia en el Método 

Base S, El Estándar Británico BS: 4020: 1974 menciona que las variables que 

influyen en la detección de las zonas de inhibición son compensadas por la aplicación 

de controles y establece el uso de una solución estándar de nisina como parte de estos 

controles permite la cuantificación de nisina en una muestra, El Método Base S no 

incluye el uso de un estándar de referencia por io que puede estudiarse la posibilidad 

de incorporarlo para mejorar el método, 
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m. OBJETIVOS 

3.1 OBJETiVO GENERAL 

O t·· ,.R·t" B S I .·f··· d I h , . . WB1 
Q P lmlzar el ¡Vle QuO ase para la cuand ¡caClon e la U8CLenOClna u 

3.2 OBJETiVOS ESPECíFICOS 

e Comparar el método de preservación actual de M. luteus (fase PM del método 

Base S) con otros posibles métodos de preservación. 

e Estudiar la metodología para la recuperación de M. luteus en medio líquido a 

partir de medio de preservación (fase CM-1 del Método Base S). 

Q Estudiar la resiembra de medio líquido a medio sólido para la recuperación de 

M. luteus (fase CM-2 del Método Base S) . 

" Monitorear la viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en medio 

sólido (fase CM-3 del Método Base S). 

" Estudiar la preparación del inóculo (fase SM-1 a SM-3 del Método Base S). 

" Monitorear la viabilidad a través del tiempo del inóculo de M. luieus (fase SM-3 

del Método Base S). 

" Establecer un estándar de referencia para la cuantificación de actividad de la 

bacteriocina WB1. 

'" Evaluar la composición y concentración de agar para la determinación de 

actividad de la bacteriocina WB1 (fase PLM-5 del Método Base S). 
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~v. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 MedilOs de cultivo \f slOiucicmes 

4.1.1 Medios de cultivo 

4.1.1.1 Medios de cultivo preparados por ingredientes 

Caldo Assay (gIL: peptona bacteriQlógica (Difco 0118-17 )10; extracto de carne (BiQxQn 

160-3 ) 3; NaCI 3; extractQ de levadura (BioxQn 155-3 ) 1.5 Y azúcar mascabado 

(Genuino) 1); pH 7.0. 

Agar Assay 1. Caldo Assay adicionado con 1 % (PN) de agar bacteriológico (Bioxon 

150-1 ); pH 7.5. 

Agar Assay 2. Caldo Assay adicionado con 0.8 % (PN) de agar bacteriológico; pH 7.5. 

Agar Assay 3. Caldo Assay adicionado con 1% (PN) de agar bacteriológico; pH 7.0. 

4.1.1.2 Medios de cultivo comerciales 

Caldo BHI (Srain Hearl Infusión) (Difco 0037-17-8 ) preparado de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor, excepto que se ajustó el pH a 7.0 

Agar BHI1. Caldo BHI adicionado con 1% (PN) de agar bacteriológico; pH 7.0. 

Agar BHI 2. Caldo SHI adicionado con 0.8% (PN) de agar bacteriológico; pH 7.0. 

Agar 8HI 3. Caldo SHI adicionado con 1.5% (PN) de agar bacteriológico; pH 7.0. 

Caldo nutritivo (Bioxon 103-1) pH 7.0. 

Agar nutritivo 1. Caldo nutritivo adicionado con 1 % (PN) de agar bacteriológico y 7% de 

peptona de caseína (Bioxon 153-3); pH 7.0. 
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(giL: NaCI 9; KCI 0.42 g; CaCI2 anhidro 0.24; 

NaHC03 0.2) pH 7.5. 

Solución Ringar %: (2 una parte de la solución Ringar se !e adicionan 3 partes de agua 

destilada) pH 7.5 

Agua peptonada 0.1% (gIL: peptona de caseína (Bioxon 153-3), i) pH 7.0 

GliceroliO% 01N) 

Soluciones de Nisaplin® (Aplin & Barretl): 

A) 100 mg/O.1 L HCI 0.02N. 

B) 100 mg 10.1 L HCI 0.02 N - NaCI 0.075%. 

C) 100 mg Il Agua pH 2. 

D) 100 mg/L Agua pH 5. 

4.2 Microorganismo 

La cepa utilizada fue Mícrococcus luteus ATCC 10240 ¡ NCIB 8166 adquirida en 

presentación liofilizada y reconstituida de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

4. 2.1 Cultivos de trabajo 

Cultivo de trabajo A: Obtenido a partir de M. lufeus reconstituido y congelado en medio 

Assay con glicerol a -70°C (apéndice 2). 

Cultivo de trabajo B: Obtenido a partir de cultivo de trabajo A y congelado en medio BH! 

con glicerol a -70°C (apéndice 2). 
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4.3 Métodos de preservación 

P I t d· d '" t d d . . fVI I t ara e es u 10 e comparaclon me.o os e preservac!on para .... . u.eus se 

realizaron siembras por abundancia en Agar Assay a partir del cultivo de trabajo A 

como se describe en la figura 3. Se compararon 3 métodos de preservación: secado 

en discos de agar, congelación a -70°C en chaquiras con glicerol (método actual) y 

congelación a -70°C en medio de cultivo con glicerol (figuras 4, 5 Y 6) utilizando 

métodos adaptados de los procedimientos descritos por Hernández y col. (2000); Jones 

y col.,(1991) y Gherna (1994) respectivamente. Se realizaron cuentas viables de M. 

luteus por vertido en placa y por extensión superficial antes y después de efectuar cada 

método (apéndice 3), para determinar pérdida de viabilidad en cada uno de ellos. Las 

cuentas viables se calcularon mediante las siguientes fórmulas: 

A) Vertido en placa 

UFC/mL= Promedio de las colonias contadas X Recíproco de la dilución leída 

B) Extensión superficial 
Recíproco de la 

UFC/mL= Promedio de las colonias contadas X dilución leída 

Volumen de la dilución 

La pérdida de viabilidad se calculó mediante la reducción log de acuerdo la siguiente 

fórmula: 

Reducción lag = lag UFC/mL inicial-lag UFC/mL final 

Donde, inicial = antes de efectuar el método de preservación 

final = después de efectuar el método de preservación 
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4.4 lRecuperaciólíI die M. ffuteus en medio liguido a partir dle~ medio die 

preservación 

Se evall''; e' ~re,...jlrV'll·len'~ de Al} h,tóus "a'¡and~ 'as s'~u;en'es ..... "n.,.,J·I"'Ones· ..... '1.1 1.... vllll 1110'1.1 ,v;. BU o V la I i V I I~ I I L vVllU \,,#"1 i • 

i) Crecimiento en dos medios de cultivo: caldo BHi y caldo Assay 

ii) Velocidad de agitación: estático y a 150 rev min-1 

iii) Volumen de cultivo de trabajo 

400 ¡.LL 

Cultivo de trabajo "A" 30 mL de caldo Assay 
30°C / 30h 

Figura 3. Preparación de cultivos de M. luteus por abundancia. 

• 
Cosecha de B 
toda la caja¡,. O 

M. luteus en abundancia 

Mezclar 

• Agar Assay 1 
Incubado a 30°C/36h 

M. luteus por abundancia 

10 mL Agar nutritivo 1 
a 3TC aprox. 

Solidificar 

Almacenar en 
tubos Eppendorf 

con silica gel M. luteus en 
discos de agar 

Liofilizar 

Hacer discos 
con horadador 

5mmde 
diámetro 

Figura 4. Preservación de M. luteus por secado en discos de agar (adaptado de 
Miranda y Hernández, 1999). 
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• 
M.luteus en 
abundancia 

----1> 

2 asadas 

---1> 

M. Meas 
en chaquiras con 

gliceroi 
(Technicai Service 

Consultants Limited) 

Tubos Eppendorf 
Congelación a -

70°C 

Figura 5. Preservación de M. luteus por congelación al -70oe en chaquiras con glicerol 
(adaptado de Jones y col. 1991). 

• 
Mluteus en 
abundancia 

Cosecha de 
toda la caja 

20 mL de 

------jI> 

Caldo Assay - glicerol 1 0% 

Agitar 

~OUL 

Tubos Eppendorf 
Congelación a -70°C 

Figura 6. Preservación de M. luteus por congelación a -70oe en medio de cultivo con 
glicerol (adaptado de Gherna, 1994). 
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.4. 'i Efecto del medio de cultivo. 

El Estándar Británico SS 4020: 1974 y el Método Base S establecen como 

ledio de cultivo para M. luteus al medio Assay. Por su parte Oscáriz y Pisabarro 

2000) utilizan el medio BH!. En el presente trabajo se experimentó con ambos medios. 

Se inocularon volúmenes de 4 mL de caldo BHI y 4 mL de caldo Assay con una 

3sada del cultivo de trabajo "A" previamente descongelado a temperatura ambiente. Los 

lIolúmenes inoculados se incubaron por 48 horas a 30°C. Se determinó la Densidad 

Óptica (DO) de cada cultivo a 550 nm a las 24 y 48 horas de incubación. Los 

experimentos se realizaron por duplicado. 

4.4.2 Efecto de la agitación 

El Estándar Británico SS 2040:1974 y el Método Base S establecen el cultivo de 

M. luteus sin agitación. en tanto que algunos autores como Welby y col. (1996); 

Votyakova y col (1994) recomiendan el uso de agitación. Por lo tanto, se estudió el 

efecto de la agitación en el crecimiento de M. luteus. 

Por otro lado, en el Método Base S se cultiva a M. luteus a partir del medio de 

preservación en 3 mL de caldo Assay (fase CM-1). En éste trabajo se inocularon 

diferentes volúmenes de medio Asay y BHI con 2.5% de cultivo de trabajo "A" 

previamente descongelado, como se muestra en la Tabla 1. Inmediatamente después 

de inocular se tomó 1 mL de muestra de cada medio para determinar DO a 550 nm. 

Los cultivos se incubaron a 30°C en condiciones estáticas y en cultivo agitado a 150 rev 

min-1
. Después de 11 horas de incubación se determinó nuevamente la DO a 550 nm 

de cada cultivo. Cada experimento se realizó por duplicado. 
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Caldo de cultivo Voúmen del medio 
(mL) 

Volumen de cultivo de trabajo 
inoculado 

()ll) 

Assay I I 125 
1----------1,5 mL en vial de 10 mL f-

I 
-------="'-------1 

125 
BHI 

1

10 mL en Matraz I Er!enmeyer de 25 mL I 250 

Tabla 1. Condiciones experimentales para el cultivo de M. luteus con agitación. 

4.4.3 Efecto del volumen de cultivo de trabajo 

En el Método Base S se utiliza una chaquira de M. luteus inoculada en 3 mL de 

caldo Assay para iniciar la recuperación del medio de conservación (fase CM- 1). 

En el presente trabajo se emplearon matraces Erlenmeyer de 25 mL trabajando 

con volúmenes de 10 mL de caldo BHI, los cuales se inocularon con 100)lL y 250)lL de 

cultivo de trabajo "8" previamente descongelado. Los medios inoculados fueron 

incubados a 300C con agitación de 150 rev min-1 por un lapso de 11 horas. El 

crecimiento de M. luteus se determinó por DO a 550 nm. Cada experimento se realizó 

por duplicado. 

4.5 Resiembra de medio líquido a medio sólido para la recuperación de M. luteus 

a partir del cultivo de trabajo 

El Método Base S establece que la resiembra de medio líquido a medio sólido 

para le recuperación de M. luteus se realice en viales inclinados de agar Asay 1 (fase 

CM-2). Por las deficiencias presentes en dicha etapa en el presente trabajo se estudió 
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la alternativa de utilizar Agar BH!. Se estudiaron diferentes concentraciones de agar 

BHI tanto en tubos inclinados como en cajas de Petri como se describe a continuación. 

4.5.1 Efecto de la concentración de! agar 

Se inoculaíOn 10 mL de caído BH! con 250 ¡.¡L de cuitivo de trabajo "B" 

previamente descongelado. El medio inoculado se incubó a 30°C agitado a 150 rev min 1 

Después de 11 horas de incubación se estrió el cultivo tanto en cajas de Petri como 

tubos inclinados con tapón de algodón conteniendo agar BHI 1 Y agar BHI 3. Los tubos 

y cajas se incubaron a 30°C por 48 h. Se determinaron las siguientes características 

morfológicas de cada cultivo: abundancia, borde, textura, color, tamaño y elevación de 

las colonias. 

4.6 Viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en medio sólido 

El Estándar Británico BS 4020: 1974 y el Método Base S recomiendan que M. 

luteus, una vez recuperado en agar Assay a partir del medio de preservación, sea 

almacenado durante un máximo de 14 días a 4°C - 7°C (fase CM-3). 

En este trabajo se estudió la viabilidad a través del tiempo de M. luteus 

recuperado en tubos inclinados y en cajas de Petri con agar BHI 3. Los cultivos se 

almacenaron a 4°C y cada O, 9, 14 Y 21 días se preparó una suspensión de cada cultivo 

(inóculo) como se describe en la figura 7. Se determinaron las cuentas viables de cada 

suspensión por vertido en placa utilizando 1 mL de la suspensión ajustada (D0550= 0.2). 

Así mismo, se plaqueó M. luteus en capas de agar BHI 2 (como se muestra en la figura 

8). Cada experimento se realizó por duplicado. 
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1 asada Ajustar a 00550= 0.2 

------i~ A 
U 

------11> 

Cultivo recuperado 

5 mL de Sol. Ringer % 

Suspensión concentrada de 
M. luteus 

11 mL de sol. Ringer 1/4 

Suspensión ajustada de M. luteus 
INÓCULO 

Figura 7. Preparación de la suspensión de M. !uteus (inóculo) a partir de un cultivo en 
medio sólido. 

Sol. de M. /uteus 
00550= 0.2 

125 uL 
16 mL 

---~ 

50 mL de Agar BHI 2 a Capas de 16 mL de 
37°C - 40° C aprox. Agar BHI 2 

/300 C/48h 

Evaluación de crecimiento de acuerdo 
a la escala subjetiva donde: 

XXXXX - abundante 
XXX)( - bueno 
XXX - mediano 
XX - regular 
X - poco 

Figura 8. Evaluación de calidad del crecimiento de M. !vtevs. 
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4.1 Preparación de inóculro 

En el Método Base S el ináculo de M. luteus se prepara suspendiendo el cultivo 

recuperado en tubos de agar Assay inclinado (fase SM-1 a SM-3). De acuerdo al 

Método Base S, dicho ¡nóculo permanece viable en almacenamiento por no más de 7 

En el presente trabajo el ¡nóculo de M. luteus se preparó a partir de cultivos 

recuperados en agar BHI 3 (cajas de Petri y tubos con agar inclinado) como lo indica la 

figura 7. Se estudiaron cultivos recuperados almacenados durante O y 14 días a 4°C. 

Una vez preparados los inóculos se almacenaron a 4°C y se evaluaron a los O, 2, 4 Y 9 

días. la evaluación se realizó por recuento de células viables por vertido en placa. Se 

evaluó también la calidad de crecimiento en capas de agar BHI 2 (figura 8). Cada 

experimento se realizó por duplicado. 

4.8 Estándar de referencia 

4.8.1 Preparación del estándar de referencia 

En este trabajo se realizaron estudios de nisina como estándar de referencia. Se 

estudiaron cuatro soluciones de nisaplin ®: 

A) 100 mg diluidos en 0.1 l HC! 0.02 N de acuerdo a! Estándar Británico 88 

4020:1974. 

B) 100 mg diluidos en 0.1 L de HCI 0.02 - NaCI 0.75% de acuerdo a Montville y col., 

(1999). 

C) 100 mg diluidos en 1l de agua a pH 2 ,de acuerdo a Aplin & Barrett (2000). 

D) 100 mg diluidos en 1L de agua a pH 5, de acuerdo a Aplin & Barrett (2000). 
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Se colocaron 20¡¡L de cada solución concentrada en placas de ensayo con 

M. luteus como microorganismo indicador en capa y en sobrecapas de agar Assay 3 

con fosas preparadas de acuerdo a la ñgura 2. Las placas se incubaron a 30°C por 22h. 

Posteriormente se midió el diámetro del halo de inhibición de cada so!ución. Se 

realizaron controles utilizando soluciones diluyentes ( HCi 0.2 N, HCL 0.2 N - Na Cl 

0.75%, agua a pH 2 yagua a pH 5) sin nisaplin @ Las placas se incubaron a 30°C por 

22 horas. Debido a la distancia que existe entre cada pozo en las cajas de Petri (figura 

9) se establecieron 16 ± 1 mm como diámetro deseado de halo de inhibición 

(incluyendo el pozo). 

90 mm 

o O 
O O 
00 

Figura 9. Distribución de fosas o pozos en la caja de Petr!. 

4.8.2 Variabilidad del estándar de referencia 

19 mm 

5mm 

Para determinar la variabilidad del diámetío del halo de inhibición qüe produjo la 

solución elegida como estándar de referencia, dicha solución fue evaluada en placas de 

ensayo con agar Assay 1 y 2 (como lo establece el Método Base S) y en placas de 

ensayo con Agar BHI 1 Y 2. Se realizaron 2 repeticiones por triplicado. Los diámetros 

obtenidos se promediaron y se calculó la desviación estándar para cada medio de 

cultivo. 
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4.8.3 :Estabilidad de! estám::lar de referem:ia almacenado a 4°C 

Una vez determinada la solución de nisina cuyo halo de inhibición presenta el 

valor más cercano a 16 mm ±1, se evaluó la estabilidad de la misma en refrigeración. 

La solución se almacenó en la oscuridad a 4°C y se cuantificó su actividad a los Oj 7 Y 

17 días por el método de fosas descrito en el método Base S (figura 2). 

4.9 e uantil'lcación de ia bacteriocina WB1 

4.9.1 Efecto de la composición 'J concentración de agar en la cuantificación de la 

bactel1'iocina WB1 

La preparación de placas de ensayo con sobrecapas de agar (fase PLM-5) 

implica un aumento considerable en el tiempo y esfuerzo de realización del Método 

Base S (fases , PL-1, PL-2, PLM-1, PLM-2, PLM-3, PLM-4). Para estudiar 

simultáneamente los efectos de concentración y composición del agar en la 

cuantificación de la bacteriocina WB1 se evaluó el uso de placas de ensayo con capas 

(sin sobrecapa). Se realizó un control utilizando placas de ensayo con sobrecapas de 

ambos medios (Assay y BHI). 

Las placas de ensayo con capas de agar se prepararon utilizando 16 mL de agar 

0.8%. Las placas de ensayo con sobrecapa de agar se prepararon utilizando 10 mL de 

agar 1.0% y adicionados con 8 mL de agar 0.8%. 

La cuantificación de actividad de la bacteriocina WB1 se realizó empleado el 

Método Base S modificado a lo largo del presente trabajo (figura 10). los ensayos se 

realizaron utilizando un estándar de referencia (solución de 100 mg de nisaplin®/L agua 

a pH 5). Cada experimento fue realizado por duplicado. 
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V.RESUlTADOS 

5.1 Métodos de preservación ¡para M. luteus 

las cuentas viables de M. luteus para determinar la pérdida de viabilidad con cada uno 

de los métodos de preservación estudiados se muestran en ia tabla 2. 

Tabla 2. Pérdida de viabilidad de M. luteus de acuerdo al método de preservación utiiizado 
(secado en disco de agar, congelación en chaquiras con glicerol a -7DoC, congelación en 
medio de cultivo con glicerol a -7G°G) 

UFC/mL 
Método de Preservación Inicial * Final * Reducción log 

Secado en disco de agar 2.5X 10" 2.5 X 107 4 
1.2X107 2.5 X 106 0.68 

Congelación en 
2.5 X 107 2.5 X 107 chaquiras con glicerol a O 

-70°C 2.2 X 107 6.3X 105 1.55 

Congelación en medio 
de cultivo con glicerol a 1.0X107 2.5 X 107 -0.39 
-70°C 3.2 X 10'2 2.0 X 106 6.2 

.. • Valor superior calculado por vertido en placa y valor mfenor por extenslon superficial 

5.2 Recuperación de M. luteus en medio líquido a partir del medio de preservación 

5.2.1 Efecto de! medio de cultivo 

La 00550 de M. luteus a partir del medio de preservación a las 24 y 48h fue de 0.297 y 

0.613 en caldo BHI y de 0.269 y 0.452 en caldo Assay. 

5.2.2 Efecto de la agitación 

El efecto de la agitación en el crecimiento de M. luteus en medio líquido a partir de! 

medio de preservación se muestra en la tabla 3. 
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Tabla 3. Efecto de la agitación en la recuperación de M. luteus en medio líquido a partir 
del medio de preservación 

Medio Volumen de trabajo DO(550nml' 
T, T2 A 

Assay 5 mL en vial de 10 mL 0.628 0.772 0.144 
0.608 0.796 0.188 

5 mL en vial de 10 mL , 0.591 , 0.437 i -0.154 I BHI 0.609 I 0.747 , 0.138 , 
10 mL en matraz de 25 mL 0.639 0.722 0.083 

0.599 4.957 4.358 

'El valor superior corresponde al cultivo estático y el valor inferior al cultivo agitado a 150 rev min ·1 

Los resultados son el promedio de dos determinaciones, en donde cada determinación difirió menos del 
11 % del promedio. 
DO = Densidad óptica del cultivo incubado a 30'C 
T, = O horas de incubación. 
T2 = 11 horas de incubación. 

5.2.3 Efecto del volumen de cultivo de trabajo 

El desarrollo de M. luteus a partir de diferentes volúmenes de cultivos de trabajo "A" y 

"8" inoculados en caldo BHI se muestra en la tabla 4. 

5.3 Resiembra de medio Hguido a medio sólido para la recuperación de M. luteus 

a partir del cultivo de trabaio 

5.3.1 Efecto de la concentración de agar 

Las características morfológicas se las colonias de M. luteus sembradas en medio BHI 

con concentraciones de agar de 1 % Y 1.5% se describen en la tabla 5. 

5.4 Viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en medio sólido 

La viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en cajas y tubos con agar 

inclinado 8HI 1.5% Y almacenado a 4 'C, se observa en la tabla 6. 
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1 

Tabla 4. Efecto del volumen de inóculo en la recuperación de M. luteus en medio 
líquido. 

I I 
I r lit' 1,... ño. tg .. abai .... I Vnh rn.on 1"10. .......... ' .1 ..... I ,v.., 

"'L,.]\. ............ ~I JV ...... ,.J," .... ,' "' .... 1"o ......... " .... ...... -550 

(¡¡L) 
T, T2 !i 

, , 
A 500 1.130 5.340 4.210 

250 0.599 4.957 4.358 

8 250 0.676 6.989 6.313 

100 0.286 5.205 4.916 

Los resultados son el promedio de dos determinaciones, en donde cada determinación varió menos del 
2% del promedio. 
DO = Densidad óptica del cultivo incubado a 30°C a 150 rey min" 
T, = O horas de incubación. 
T 2 = 11 horas de incubación 

Tabla 5. Características morfológicas de colonias de M. luteus recuperado en agar BHI 
1% Y 1.5% 

Concentración Cultivo Características del cultivo 
de Agar 

Tubo inclinado Desarrollo escaso, no se distinguen tamaño y borde, 
de consistencia viscosa y color amarillo. Se observa 
sinéresis. 

1% 
Desarrollo abundante, colonias circulares, pequeñas, 

Caja de Petri de borde entero y elevación convexa con textura 
viscosa de color amarillo. 

Desarrollo abundante, con borde uniforme, de 
Tubo inclinado consistencia viscosa y color amarillo. 

1.5% 
Desarrollo abundante, colonias circulares, pequeñas 

Caja de Petri de borde entero , elevación convexa con textura 
viscosa de color amarillo. 
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Tabla 6. Viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en agar BHI 1.5% Y almacenado a 4°C. 

Tiempo de almacenamiento de M. luleus (días)* 
O 9 14 21 

Cultivo recuperado DO UFC/mL CC DO UFC/mL ce DO UFC/mL ee DO UFC/mL ee 
550 nm 550 nm 550 nm 550 nm 

En cajas de Pe!'; 0.195 3.2 x 109 xxxxx 0.231 6.8 X 10' xxxxx 0.210 5.8 x 10' xxx 0.224 4.8x10 6 xx 
--

En tubos con agar 0.210 2.7 x 108 xxxx 0.234 2.3 x 10' xxxx 0.202 5.0 x 10' xxx 0.234 1.3x10' xxxxx 
inclinado 

I 

* De un cultivo de M. futeus suspendido en Sol. Ringer Y. 
ce = Calidad de cultivo en capa de agar, donde el crecimiento es: XXXXX, abundante; XXXX, bueno; XXX, mediano; XX, regular; X poco 
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5.5 Preparación de inóclI!o de M. luteus a partir del cultivo recuperado del medio 

de preservación 

Las cuentas viables de! inócu!o preparado a partir de diferentes cultivos recupeiados 

(tubo con agar inclinado o caja de Petri) se presentan en la tabia 7. En la misma Tabla 

se presentan también los datos obtenidos para la viabilidad de! inóculo a través del 

tiempo a 4°C. 

5.6 Estándar de referencia 

5.6.1 Selección del estándar de referencia 

Los diámetros de inhibición observados en las placas de ensayo con capas y placas de 

ensayo con sobrecapas de agar Assay 3 para las 4 soluciones de nisaplin® utilizadas 

como estándares de referencia se describen en la figura 10. 

30 
<:: 
'0 25 .¡:; 
;e 
.<:: 20 .S 

A B e D 

Soluciones de nisaplin 

A) 100 mg de nisaplin® /100 mL HCI O.02N 
B) 100 mg de nisaplin® /100 mL HCI 0.02 N - NaCI 0.75% 
C) 100 mg de nisaplin® IL agua pH 2 
D) 100 mg de nisaplin® IL agua pH 5 

o Placas de ensayo con 
capas de agar Assay 

o Placas de ensayo con 
sobrecapas de agar 
Assay 

O Diluyente 

Figura 10. Diámetro de inhibición de nisina en el crecimiento de M. luteus en agar Assay. 
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Tabla 7. Cuentas viables y calidad de crecimiento del inóculo de M. luteus preparado a partir de cultivos recuperados en 
tubos con agar inclinado y cajas de Petri (agar BHI 1.5%) Y su viabilidad a través del tiempo de almacenamiento a 4°C. 

Cultivo recuperado Tiempo de almacenamiento del inóculo de M. ;u/eus a 4°C ( las) (cl'I 
2 4 --

"LIFCfmL 
9 

"Tiempo UFCfmL CC UFCfmL ce UFCfmL ce 
(dlas) -

En caja de petri O 3.2 x 10
9 xxxxx 6.7 X 107 xxxxx 5.1 X 107 xxxx 2. Ix 107 

-

14 5.8 x 107 xxx 4.2 X 107 
xxxx 3.4 X 107 xxx NO -- -

En tubo con agar O 2.7x 10' xxxx 9.5 X 107 xxxxx 4.4 X 107 xxx 3,6 X 107 
-

inclinado 
14 5,0 x 107 xxx 2.1 X 107 

xxxx 2.0 X 107 xxxx NO 
'Suspensión de M. futsus ajustada a 00550= 0,2, 
** El tiempo que el cultivo recuperado estuvo almacenado a 4°C, 
ce = Calidad de cultivo en capa de agar, donde el crecimiento es: XXXXX, abundante; XXXX, bueno; XXX, mediano; XX, regular; X poco, 
NO = No determinado 
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5.6.2 Variabilidad dei estándar de referencia 

Los diámetros de inhibición producidos por el estándar de referencia tuvieron un 

promedio de 15.75, 18.83 JI una desviación de 0.92, 0.98 en agar Assay y BHI 

respectivamente. 

5.6.3 Estabilidad del estándar de referencia almacenado a 4°C 

La actividad inicial del estándar de referencia fue de 1600 UA I mL, después de 7 días 

dicha actividad disminuyó a 800 UA ImL JI al cabo de 17 días a 400 UA ImL. 

5.1. Efecto de la composición y concentración de agar en !a cuantificación de la 

bacteriocina WB1 

Los resultados referentes al efecto de la composición (tipo de medio) JI la concentración 

(capa o sobrecapa) de agar en la cuantificación de la bacteriocina WB1 se presentan en 

la tabla 8. 

Tabla 8. Cuantificación de la bacteriocina WB1 en placas de ensayo con capas y placas 
de esayo con sobrecapas de agar BHI y de agar Assay. 

Placa de ensayo Actividad' Estándar Interno' 
(UNml) (mm) 

Capa 200 18 
200 18 

Sobrecapa 400 21 
200 19 

* El valor superior corresponde a placa de ensayo con agar BHI y el valor inferior a placa de ensayo con 
agar Assay. 
Las placas de ensayo con capa de agar se componen de una sola capa de agar 0.8% (16 mL). 
Las placas de ensayo con sobrecapa de agar se componen de: una capa de agar 1.0% (10 mL) y una 
sobrecapa de agar 0.8% (8 mL). 
El diámetro del halo de inhibición del estándar interno incluye el diámetro de la fosa (5mm). 
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PRESERVACiÓN DE 
M.luteus 

Secado en 
discos de agar 

RECUPERACiÓN DE M. lutelJs 

250 uL 

ó 

Chaquiras con 
glicerol a -70°C 

150 rey mino' 
30°C/11h 

ó 

Med)do de cu\t\vo con 
glicerol a _70°C 

Cultivo de trabajo "B" 
(Medio de cultivo con 

glicerol a -70°C) 10 mL Caldo BHI1.5% pH 7.0 Incubar a 30°C /48h 
Almacenar a 4°C /21 días 

SUSPENSiÓN DE M. il.lteus RECUPERADO 
PARA PREPARACiÓN DE iNÓCUlO 

Sin 
Imacenamiento 

Ajustar a 
D055O= 0.2 

-------jI> 

Solución Ringer 1/4 

M. luteus recuperada 

Almacenamiento 
4°C/14 días 

Ajustar a 
D0550= 0.2 

-----1> 

Solución Ringer 1/4 

Almacenar 
4°C/9 días 

Almacenar 
4°C /4 días 

FiCJura 11. Método BaSe S modificado para cuantificar a la bacleriocina \N81. 
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PREPARACiÓN DE PLACAS DE ENSAYO 

125uL 16 mL 

------',.. ---,.. 
Suspensión de 

1111. fu/eus 00550= 0.2 50 mL de Agar BHI 0.8% 
a 45°C 

Capa de Agar BHI 

Refrigerar 1 h a 4 oC 

Placas de ensayo con capa de agar BHI 
Tapar y guardar en refrigeración hasta su 

utilización 
( no más de 12 horas) 

PREPARACiÓN DE DiLUCIONES SERiADAS 

~ 
Bactenocina WB 1 

Solución Concentrada 
(SC) 

250ul ~ 

il' Ej 
250uL 

----11> 

250¡¡L de Sol. Ringer y,; 

Dilución 1/2 

Hacer fosas con horadador 

250llL de Sol. Ringer y,; 

Dilución 1/32 

Figura 11 . Método Base S Modificado para cuantificar a la bacteriocina WB1 (continuación). 
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CUANTIFICACiÓN DE ACTIVIDAD DE 
LA BACTERIOCiNA WB1 

20 llL de cada 
dilución por 
duplicado 

Il> 

Placas de ensayo 
con capas de agar BHI 

Diluciones *ER Diluciones 

SC 00 1/8 

1/2 00 1/16 

1/4 00 1/32 

* ER: Estándar de referencia 
Temperatura 

ambiente/30 mino 

30°C/22h 

• Determinar la actividad en UA de acuerdo a la 
siguiente fórmula: 

UAlmL: (ROM! 2011L)(1000 llLfmL) 
Donde: 
UA = Unidades Arbitrarias 
ROM = Reciproco de la dilución máxima que presentó el halo 
de inhibición más pequeño perceptible 

• Medir el diámetro de halos de inhibición producidos 
por el estándar de referencia (ER) 

*ER 

Figura 11 . Método Base S Modificado para cuantificar a la bacteriocina W81 (continuación). 

48 



Vi. DISCUSiÓN DE RESULTADOS 

6.1 Comparación de métodos de preservación para M. luteus 

La viabilidad de M. luteus después de utilizar los 3 métodos de preservación 

estudiados (secado en discos de agar, congelación en chaquiras con glicerol SI -70°C, 

conge!ación en medio con glicerol a -70°C), se cuantificó utilizando el método de 

vertido en placa y el método por extensión superficial, observándose que los métodos 

de plaqueo presentaron diferencias aparentes (tabla 2). Esto dificultó la comparación 

entre los métodos de preservación. Sin embargo, tomando en consideración las 

cuentas finales puede observarse que no hay diferencia en el número de 

microorganismos iniciales que proporcionará cada cultivo. 

6.2 Recuperación de M. luteus en medio líq¡uido a partir del medio de preservación 

A partir del medio de preservación M. luteus cultivado en viales se desarrolló a 

las 24 horas de incubación de manera similar tanto en caldo BHI como en caldo Assay 

(00550= 0.297 Y 0.269 respectivamente). Sin embargo despuéS de 48 horas el 

microorganismo se desarrolló mejor en caldo BHI (00550=0.613) que en caldo Assay 

(00550=0.452). 

Así mismo se observó que la agitación no tiene efecto en el crecimiento del 

microorganismo cultivado en viales, pero si lo tiene cuando M. lufeus es cultivado en 

matraz (tabla 3). Lo anterior se atribuye al mayor espacio de cabeza en el matraz, que 
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proporciona a su vez mayor exposición del medio al oxígeno, ya que M. luteus se ha 

reportado como un microorganismo aerobio (Sneath y col. 1986). Es interesante 

mencionar que el Estándar Británico SS 4020:1974 no establece el crecimiento de 

M. luteus en agitación aunque la diferencia en densidad óptica que puede obtenerse es 

de cuatro unidades ( D0550= 4.358 Y 0.144 con y sin agitación respectivamente) 

además de una considerable reducción en el tiempo de incubación ( 11 h Vs. 30 h con y 

sin agitación respectivamente). 

En cuanto al efecto del volumen de cultivo de trabajo en la fase de recuperación 

de M. luteus en medio líquido, se observó (tabla 4) que al aumentar el volumen de 

inóculo de los cultivos de trabajo A y S, aumentó también el desarrollo del 

microorganismo. Cabe señalar que éste aumento no fue en forma proporcional al 

incremento del volumen de inóculo probado. 

En éste experimento se observó también que el cultivo de trabajo B (en BHI) 

produjo un mejor desarrollo de M. luteus que el cultivo de trabajo A (en caldo Assay). 

Por todo lo anterior para la recuperación de M. luteus se sugiere el uso de caldo 

BHl inoculado con 250 flL de cultivo de trabajo "8" e incubado a 150 rev. min -1 . El uso 

de medio 8HI en lugar de medio assay presenta la ventaja adicional de que en su 

condición de medio de cultivo comercial se minimizan variaciones de composición y se 

facilita la preparación del medio, en comparación con el caldo Assay, que es preparado 

por ingredientes. 
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6.3 Resiembra de medio líquido a medio sólido para la recuperación de M. luteus 

a partí r del cultivo de trabajo 

6.3.1 Efecto de la com:entración de agar 

En la resiembra de medio líquido a medio sólido para la recuperación de M. 

luteus se observó que al utilizar la concentración de agar establecida por el Método 

Base S (1%), las características del cultivo en caja de Petri fueron mejores que las 

Qbtenidas en tubo inclinado (tabla 5). PQr el contrariQ el cultivo de M. ¡uteus en agar BHI 

1,5% se desarrolló con buenas características tanto en tubo inclinado como en caja de 

Petri. Este resultado indica que la concentración de agar de 1% no es suficientemente 

seca en el tubQ inclinado de agar, ocasionando que el desarrollQ de M. ¡uteus sea 

deficiente. 

PQr 110 anterior, se recomienda recuperar a M. ¡uteus en agar BHI al 1.5% ya sea 

en tubo inclinado o en caja de Petri. 

6.4 Viabilidad a través del tiempe de M. luteus recuperado en medie sólido 

En el estudio de la viabilidad de cultivos de M. ¡uteus en cajas de Petrí y tubos 

con agar inclinado BHI 1.5% (tabla 6) se observó que el número de células viables una 

vez iniciada la refrigeración es igual tanto en caja como en tubo (107) hasta el día 14, 

disminuyendo en caja para el día 21 a 106. Se observó también que aunque los 

valores iniciales de DO se mantienen cQnstantes, para el día 21 ha habido una 
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reducción de 3 ciclos log. en M. futeus almacenado en placa y de 1 ciclo log en M. 

luteus almacenado en tubo. Sin embargo, en la literatura se reporta que para la 

Cüantificación de bacteriocinas por difusión en agar, el ¡nóculo del microorganismo 

indicador debe contener entre 106 UFC/mL (Montville y col. 1999; Oscáriz & Pisabarro, 

2000) y 107 UFC/mL (Mathieu y ca!. 1993; To!t y co!. 2000). 

De acuerdo a lo anterior, el cultivo de M. luteus almacenado tanto en caja de 

Petri como en tubo con agar inclinado BHI 1.5% durante el periodo recomendado por 

el Método Base S (14 días) puede ser utilizado para la cuantificación de la bacteriocina 

WB1 y ser extendido hasta 21 días. 

6.5 Preparación de ¡nócula de M. iuteus a partir del cultivo recuperado del medie 

de preservación 

En los resultados (tabla 7) se observó que no hay diferencia ni en las cuentas ni 

en la calidad del cultivo cuando el inóculo de M. Juteus se prepara a partir de cultivos 

recuperados de cajas de Petr! o de tubos con agar inclinado BHI 1.5%. 

Así mismo se observó que, una vez suspendido y almacenado a 4°C, M. luteus 

puede ser usado como inócu!o para la preparación de las placas de ensayo 9 días 

después de iniciado el almacenamiento cuando la suspensión proviene de un cultivo 

recuperado fresco (sin almacenamiento) y 4 días cuando la suspensión es preparada a 

partir de un cultivo recuperado y almacenado (14 días). 
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6.6 Estándar de referencia 

6.6.1 Selección del estándar die referencia 

En los resultados de la evaluación de las soluciones de nisaplin® (figura 10) se 

observó que las soluciones A , B Y e produjeron diámetros de halo de inhibición 

mayores al requerido para su uso como estándares de referencia(26 mm, 26 mm y 19 

mm Vs. Valor deseado de 16± 1 mm). Mientras que con la solución O (100 mg de 

nisaplin I L agua pH 5) se obtuvo el diámetro de halo más cercano al deseado(16 ±1 

mm).Las diferencias observadas pueden explicarse con lo reportado en la literatura que 

indica el aumento de solubilidad y estabilidad de nisina al descender el pH (Liu & 

Hansen, 1990). 

6.6.2 Variabilidad del estándar de referencia 

No se encontró variabilidad entre los diámetro producidos por el estándar de 

referencia en los dos medios estudiados. (BHI y Assay). Por otra parte debido a la 

reproducibilidad del diámetro de los halos producidos puede establecerse que su uso 

como estándar de referencia será un parámetro adecuado para determinar variaciones 

en el método Base S. 
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6.6.3 Estabilidad del estándar de referencia almacenadc a 4°C 

Al cuantificar la actividad del estándar de referencia almacenado, se observó una 

disminución del 50% al cabo de 7 dlas y de 75% al cabo de 17 djas en comparación a 

la actividad inicial (de 1600 UNmL a 800 UNmL y 400 UNmL). De lo anterior se 

sugiere que el estándar de referencia sea preparado en el momento de su uso. 

6.7 Efecto de la composiciói'! y concentración de agar ei'! la cuantificación de la 

Bacteriocina WB1 

En los resultados obtenidos (tabla 8) se observó que ni la composición ni la 

concentración del agar (BHI ó Assay) influyeron en la cuantificación de actividad de la 

bacteriocina WB1 dado que la actividad en todos los casos fue de 200 UNmL, excepto 

en placas de ensayo con sobrecapas de agar BHI donde la actividad fue de 400 

UNmL pero el estándar de referencia produjo un diámetro de halo de inhibición de 21 

mm, mayor que el establecido como parámetro de evaluación por lo que no se 

considera válido el aumento observado. 

De acuerdo a lo anterior el método Base S puede realizarse usando agar BHI y 

eliminado el uso de sobrecapas, además que se establece que el estándar de 

referencia es un parámetro de utilidad. 

54 



6.8 Aplicación die! Método Base S Modificado 

Con base en los experimentos realizados en el presente trabajo el Método Base S 

Modificado se describe en la figura í 1. Este método a partir de su obtención ha sido 

utilizado por Santigo y col. para la cuantificación de la bacteriocina WB 1, sin que hasta 

el momento se hayan presentado problemas como los que existían al utilizar el Método 

Base S. 
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VU. CONCLUSiONES 

e Se obtuvo el método de cuantificación denominado ~~~étodo Base S ~,.~od¡f¡cado 

que supera las deficiencias que presenta el método Base S. 

En el Método Base S modificado: 

e Los métodos estudiados para la preservación de M. futeus (secado en discos de 

agar, congelación a -70oe en chaquiras con glicerol y congelación a -70oe en 

medio de cultivo con glicerol) no presentan diferencia en el número de 

microorganismos iniciales que proporcionará cada cultivo. 

w La recuperación de M. luteus es más recomendable en matraz inoculado con 

250 ¡.¡L de cultivo de trabajo e incubado con agitación que en vial inoculado con 

una chaquira e incubado sin agitación. 

G Para la recuperación de M. luteus del cultivo de preservación se recomienda 

resembrar de medio líquido a medio sólido en agar al 1.5% y no al 1 %. 

" M. luteus recuperado y almacenado a 4°e puede ser usado para preparación del 

inóculo por 21 días si se recupera en tubo y 14 días si se recupera en caja 

" No hay diferencia entre preparar al inóculo a partir de M. luteus recuperado en 

tubos o recuperado en cajas. 

" Una vez preparado el inóculo de M. luteus en suspensión, es viable de 4 a 9 

días. 

'" Se puede establecer como estándar de referencia a la solución de 1 00 mg de 

nisaplin® I L de agua a pH 5. 

e Se recomienda eliminar el uso de sobrecapas y el uso de agar Assay del Método 

Base S. 
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APÉNDICE 1 
CUANTIFICACiÓN DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ÁCIDO lÁCTICAS -

GENERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODODE REPORTADA POR 

PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 
L. lactís subsp. lactis 
DPC 3147 Lacticina 3147 L. lactis HP DA- P Ryan y col. (1998, 1999 b); 

DA - F Mc. Auliffe y col. (1998, 
1999 Y 2000); 

DA-F Scanell y col. (2000); 
DA-F Margan y col. (2000) 

L. lactis AM2 DA - F Tomey y col. (2000) 
DA- F Ryan y col. (199!3 b) 

Strep. dysgalactiae DA- F Mc. Auliffe y col. (2000); 
IPLA972 Lactococcina 972 L. lactis MG 1614 DA-F Ryan y col. (199!~ a). 

DA- P Marlinez y col. (2000). 

IL 1403 Lactococcina B L. lactis SK 112 DA- P Vénema y col. (1993). 

(J) LMG2081 Lactococcina G L. lactis I L 1403 Turbidimétrico MolI y col. (1998)., Nissen-
:::¡ Mayer y col. (19H2). 
(.) 
(.) 
O 

NCD0497 Nisina A L. sake DSM 20017, 20497 DA- P Bennik y col. (1997). (.) 

.2 A164 Nisina Lactobacillus sake ATCC Turbidimétrico Choi y col. (2000) 
(.) 
Ctl 15521 
-.l NCK400, LJH80 Nisina L. lactis subsp. cremoris DA-F Harris y col. (19EI2). 

ATCC 11454 Nisina Lactobacillus leichmannii DA - F Burianek & Yousef(2000). 
ATCC 4797 

AFISC 2011 Nisina L. cUlvatus L 789 DA- F Wan y col. (19gei). , 

Brochothrix thermosphacta DA- P Coventry y col. (1996). 

HPB 1688 Nisina Z L. monocytógenes Scott A DA- F Cai y col. (1997) 
L. lactis supsp. lactis 
var. diacetylactis 
UL719 Nisina Z Pediococcus acidilactici Turbidimétrico Bouksaim y col. (1999). 

850 Bacteriocina S50 L. lactis sups. cremoris N81 DA- F I<ojic y col. (1991). 
L. lactis subsp. 
cremoris 
R Lactococina R L. plantarum DA- P Yildirim & Jonson (1998). 
LMG 2130 Lactococcina A L. lactis. subsp. cremoris Turbidimétrico Holo y col. (1991). 

DA - P: Difusión en agar por el método de puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas. 
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vUMI'd' Ir."",,.,.VIVI'II ...,_ I.J,",_ • ...... '1_-.. "'..,- -- _..---,._.~. "' ... - "._-
Gf:NERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO 

PRODUCTOR INDICADOR 

Lb. acidophilus 
88 Lactacina F L leíchmanií 4797, 1750 

OSU 133 LacidinaA S. aureus ATCC 29213 
TK 9201 Acidocina A Lb. acídophilus JMC 2010 

lBS 801 Acidofilina 801 Lb. helvetícus 
30SC Bacteriocina de Leuconostoc sp k2 

Lb. acidophilus 
30SC 

OSU 133 Lacidina A L leíchmaníi 
Lb. amylovorus 
DCE 471 Amylovorina L471 Lb. delbrueckíi subsp. 

bulgarícus 

C/) 
:::s LMGP-13139 Lactobina A Lb. helvéticus 
~ 
(.) Lb. bavaricus 
(1J 

MI401 Bavaricina A Lb. Sake LMG 9468 -Q 
.8 Lb. brevis 
(.) V83286 Brevicina 286 L monocytogenes 4A 
(1J 
-J Lb carnosum 

L.m 1 Leuconocina Enterococcus faecalis MB1 
LcM1 

Lb. casei 
CRL 705 Lactocina 705 Lb. plantarurn CRL 691 

Lb. curvatus 
LTH 1174 Curvacina A Lb. curvatus L TH 1432 

Lb. curva tus DSM20019 
Lb. sake NCDO 2714 

S813 Curvaticina 13 L monocytogenes 
No referido Listería innocua F 

Lb. johnsoníi 
VPI11088 Lactacina F Lb. delbrueckii ATCC 4797 

Lb. helvetícus 87 

.. . - -- . .. lliL 
METODO DE 

CUANTIFICACI6N 

DA - P 

Turbidimétrico 
DA- F 
DA- P 
DA- P 

DA- P 

DA- P 
DA- P 
DA- P 

DA-F 

Turbidimétrico 

DA- P 

DA- P 

DA- F 

Turbidimétrico 
Turbidimétrico 
Turbidimético 

DA-F 
DA - F 

DA- P 

REPORl ADA POR 

. 

Muriana & Kla 
(1987) 
Liao y col. (19 
Kanatani y co 
Zamfir y col. ( 
Oh Y col. (200 

8urianek & Ye 

Callewaert y e 
De Vuyst y co 
Callewaert & I 
(2000). 
Contreras y c( 

L.arsen y col. ( 

Wan y col. (1! 

Yang y col. (1 

Guozzo & col. 

Ganzle y col. ( 
Ganzle y col. ' 
Eijsink y col. ( 
80uttefroy y c 
Miteva y col. ( 

Allison y col 

enhammer 

93). 
(1995) 
9~19) 

O) 

uSlsf (2000) 

01. (1999) 
(11996). 

e Vuyst 

. (1997). 

9B3). 

95). 

92). 

2000). 

19B9 a). 
91:)9 b) 

9518). 
1. (2000) 
9S18). 

(1994).FQ 

DA - P: Difusión en agar por el método de puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas 
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\JUMI" IlrlvMVIVI.,. ......... L.l'1""'t._ I ..... 'I __ II"fI,-,. ____ ""-_. _."' .... _ ... _. ___ ~ -- u --- -- -

GENERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE 

PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 

Lactoba Lb. delbrueckii supsp. 

cillus lactis 
JCM 1106,1107 Lacticina A Lb.bulgaricus subsp. DA-F 

JCM 1248 Lacticina B Bulgaricus JCM 1002 DA-F 

Lb. gasseri 
KT7 Gassericina KT7 Lb. plantarum M16 DA- F 

LA39 Gassericina A Lb. delbrueckii subsp. DA-F 
bulgaricus 

Lb. gelidium 
UAL 187 Leucocina A-UAL Camobacterium No especificado 

187 divergens 
Lb. helveticus 
481 Helveticina J Lb. vulgaricus 1489 DA- P 

Lb. plantarum 
LPCOIO Plancaricina A Lb. plantarum 965 Turbidimétrico 

LL441 Plantaricina C Lb. sake DA- F 

BFE 905 Plantaricina D Lb. sake DA- P 

C11 Plantaricina EF,JK Lb. plantarum 965 Turbidimétrico 
Turbidimétrico 

LP010 Plantaricina S Lb. plantarum 128/2 DA- F 

Plantaricina T Lb. plantarum J - 81 Turbidimétrico 
DA- F 

TMW 1.25 Plantaricina 1.25 Lb. plantarum TMW 1.191 Turbidimétrico 

423 Plantaricina 423 Listeria monocytogenes DA- P 

J-51 Extracto de Lb. Lb. plantarum J-81 DA- O 
plantarum J-51 

KW30 Plantarieina KW30 Lb. plantarum ATCC 8014 DA- F 

ST 31 Plantaricina ST31 Lb. plantarum LAB73 DA- F 

UG1 _ Plantaricina UG1 L. lactís MG 164 DA- F 

DA- P: Difusión en agar por el método ele puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas 
DA-D: Difusión en agar por el método de disco de papel 
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'A POR REPORTAD 

Taoba y col. (19 
Taoba y col. (19 

Zhu y col. (2000 
Kawai y col. (19 

Hasting y col (1! 

Joerger & Klaen 
(1986). 

Nissen - Meyer 
(1993), Hauge y 

Bárcena y col. (" 
Franz y col. (19! 
Andersen y col. 
Hauge y col.(19 
Jiménez-Díaz y 

Leal y col. (199c 
Jiménez-Díaz y 

Klostermaier y e 
Van Reenen y e 
Navarro y col. (~ 

Kelly y col.(199E 
Todorov y col. (" 

91 b). 
Ji b). 

8) 

9~1). 

lammer 

col. 
col. (1998). 

998). 
8). 
1!l98)., 
9}. 
01.(1993), 

01.(1993) 

1. (1999). 
1. (1998). 

000). 

9S19). 
n Enan y. col. (199E ~ 
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GÉNERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR 

PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 

P. acidilactici 
H Pediocina Lb. plantarum NCDO 955 DA- P Bhunia y col. (1991)., 

AcH/PA-1 DA - P Biswas y col. (19911 )., 
DA - P Yang y col. (1992). 

Linnocua LI N 11 DA- P Ennahar & Deschamps 
Pediocina (2000). 

PAC1.0 AcH/PA-1 L. monocytogenes ScottA DA- P Chen y col. (199l). 
P. pentosaceus FBB63 DA- F Pucci y col. (1988). 

1521 Pediocina Listeria ivanovi BUG 496 DA-F Guyonnet y col. (2000). 

LMG2351 AcH/PA-1 Lb. sake NCDO 2714., Turbidimétrico Johnsen y col. (2000). 
C/J Pediocina PA-1 E. faecalis NCDO 58., ::;¡ 
(.) Pediocina PA-1 P. acidilactici NCDO 1859 
O M Pediocina PA-1 Lb. plantarum NCDO 955 DA - F Elegado y col. (19EI7). 
(.) 

.Q P02 L. monocytogenes 4A DA - P Coventry y col. (1996). 
''0 L. monocytogenes ScoltA No especificado Liao y col. (1993) 

~ P. parvulus 
AT034 Pediocina AcM L. monocytogenes Turbidimétrico Bennik y col. (1997). 

AT077 Pediocina P02 C. botulinum 
P. pentosaceus 
FBB61, L7230 Lb. plantarum W50 DA - P Daeschey & Klaenhammer. 

Pediocina PA-1 (1985). 

N5p Pediocina PA-1 P. pentosaceus E5p DA- F Manca de Nadra y col. 
(1998). 

F'ediocina A 

Pediocina N50 
r-

C/J 
S. milleri 

::;¡ NMSCC 061 Millericina B M. luteus A ICC 468998 DA- F Beukes y col. (2000). 
(.) 
(.) 
O S. mutans (.) 

.e Ny266 Mutacina B-Ny266 M. luteus A ICC 272 Turbidimétrico Mota-Meira y col. (:2000). 

Q.. UA787 Mutacinall S. sobrinus OMZ176 No especificado Chen y col. (199!!). 
~ Mutacinall I Turbidimétrico Qi y col. (1999). .... S. sanguis Ny101 

CI) T8 Mutacina S. sanquis., S. mutans. DA- P Nóvak y col. (1994). 
----_.--

DA- P: Difusión en agar por el método de puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas 
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CUANTIFICACiÓN DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS (CONTINUACIÓN) 

- --

GÉNERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODODE REPORTADA POR 
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 

~ 
S. mutans 
N 17 S. mutans 17 DA- P Balakrishnan y col. (2000). 

ü 
ü 
O S. termophilus ü 
.8 ACA-DC 0040 Termofilina T L. cremoris CNRS 117 DA o F Aktypis y col. (1998). c.. 81 Termofilina 81 Listeria innocua F DA- F Ivanova y col. (1!J98). 
~ ..., 

C/) 
-

Leuc. carnosum 
LA54A Carnocina 54 Leuc. mesenteroides DA o F Becker y col. (1994). 

TA10C 
Ta11a Leucocina B- Leuc. mesenteroides No especificado Felix y col. (1994). 

Ta11a TA10c 
Leuc. gelidium 

ü UAL 187 Leucocina A-UAL C. divergens LV13 No especificado Hasting y col. (1991). 
.9 187. 'f.J 
O Leucocina A C. piscicola LV17C DA- P Van Belkum y col. (1995). 
¡;;: 

Leuc. mesenteroides O 
ü UL5 Mesentoricina 5 Listeria ivanovii 28 Turbidimétrico Daba y col. (199'1). ::J 
ü FR 52 Mesentoricina 52 Leuc. paramesenteroides DA· F Mathieu y col. (1!J93). 
Q) 
-1 Y105 Mesentericina L. monocytogenes E 20., DA· F Guyoneet y col. (2000)., 

Y105 L. ivanovii DA· F Fleury y col. (1996). 

MF215B Leucocina Ha., L. ivanovii Li4., Turbidimétrico Blom y col. (1999). 

Leucocina H J3 Lb. sake 
F10 Leucocina F10 L. innocua DA- F Parente y col. (199B). 

DA- P: Difusión en agar por el método de puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas 
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BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODODE GENERO MICROORGANISMO 
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 

C. divergens 
V41 Divercina V41 Listeria innocua F 

¡::: 
:5 Listeria ivanovii BUG 496 "~ 
.~ 

~~ C. piscicola NCDO 2762 
(j LV13 Divergicina A C. piscico/a L V17C 
(1) 

..Q AST Divercina C. piscico/a NCDO 2762 
o C. piscico/a E; 
l\J LV 17A Carnobacteriocina A C. piscico/a LV17C., 
() Piscicolina Lb. sakei DSM 20017 

JG 126 Listeria monocytognes 

-~~~ 
E. faecalis 
336 Enterocina A Listeria ivanovii 
BFE 1071 Enterocina 1071A., E. faeca/is LMG 13566 

Enterocina 1071 B 
22 Enterococcina EF52 Listeria innocua LI N 11 

E. faecium 
DPC1146 Enterocina A Listeria innocua OPC 

~ 1170 

8 EFM01 Enterocina A Listeria innocua LI N 11 
O 
(j 

e CTC492 Enterocina A P. pentosaceus FBB63 

.~ P. pentosaceus FBB63 

I~ 
Listeria inncoua BL86126 
L. sake NCDO 2714 

Enterocina B Lb. sake FVM 148 

BFE 900 
Enterocina B Lb. sake DSM 20017 

P13 
Enterocina P Listeria monocytogenes 

Seott A 

NIAI157 
ON - 157 E. faecium IF013712 

- - --

DA- P: Difusión en agar por el método de puntos. OA-F Difusión en agar por el método de fosas 
DA-O: Difusión en agar por el método de disco de papel 
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DA- P 

DA- F 
DA- P 
DA- P 

Turbidimétrico 

DA- P 

DA - P 

--

DA- F 
DA- P 

DA- P 

DA- P 

DA- P 

DA- P 
Turbidimetrico 
Turbidimétrico 
Turbidimétrico 
Turbidimétrico 

DA-P 
Turbídímétríco 

DA- P 
Turbidimétrico 

DA- D 

REPORTADA POR 

-

Bhugaloo -Vial y col. (1999) 

Guyonnet y col. (2000). 
Métivier y col. (1998). 
Worobo y col. (199~¡). 
Sip y col. (1998). 

Franz y col. (2000). 

Coventry y col (1996). 

---'---'-~-

Guyonnet y col (2000). 
Baila y col. (2000). 

Ennahar & Deschamps 
(2000). 

O'Keeffe y col. (19B9). 

Ennahar & Deschamps 
(2000). 
Aymerich y col. (19'96)., 
Ni/sen y coi. (1998). 
Aymerich y col. (2000). 
Eijsink y coi. (1998J., 
Fimland y col (1998)., 
Aymerich y col. (1 H96)., 
Nilsen y col. (1998). 
Franz y col. (199B). 
Cintas y col. (1997) 

Ohmomo y col. (20100). 



CUANTIFICACiÓN DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS (CONTINUACIÓN) 

GENERO MICROORGANISMO BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODODE REPORTADA POR 
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACiÓN 

E. faecium 
CCM 4231 Enterocina CCM L. monocytogenes DA- P Lauková & Czik.ková. 

4231 (1999). 

C/J WHE 81 Enterocina 81 L. monocytogenes 4d DA- F Ennahar y col. (1998). 
:;¡ L50 Enterocina L50A., P. acidilactici 347 Turbidimétrico Cintas y col. (1 i~98). 
() 
() Enterocina L50 B 
a Enterocina P., E. faecium P 13 Turbidimétrico Cintas y col. (2000). () 

e Enterocina Q. E. faecium T136 
~ 671a Enterocina I E. faecium 20 

GS E. gallinarum Enterocina 012 Lb. sake LMG 13558 DA- P Jemes y col. (2000). 
012 
E. mundtii Mundticina Lb. sake DSM 20017 Turbidimétrico Bennik y col. (1998). 
AT06 

DA- P: Difusión en agar por el método de puntos. DA-F Difusión en agar por el método de fosas 
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M. luteus propagado de 
acuerdo a las 

instrucCiones de ATCC 

Cultivo de trabajo A 

APÉNDICE 2 

Preparación de los cultivos de trabajo A lf B 

200uL 

----!!l> 

3coC/24 

30 mL de caldo Assay 
Tubos Eppendorf Congelación a -70°C 

c/ 
!l> !l> 

30°C 111 ha 
150 rey min-1 

10 mL de caldo BHI 

Tubos Eppendorf 
Congelación a - 70 oC 

con 200 f'L de CULTIVO DE TRABAJO A 
glicerol al1 0% 

0 c/ 
• !l> 

30°C/36h 

Agar BHI Agar BHI 

1000 ¡.tL 

Cosecha de 
toda la caja 

20 mL de caldo BHI -
glicerol 10% 

CULTiVO DE TRABAJO B 
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APÉNDICE :3 

Cuenta de cé~uias viables de M. luteus a partir de diferentes métodos de 
conservación 

'1 disco de agar 
IP 10-1 10-2 10-10 

.~ 
1ml 

,~ 
1mL 

't 
1mL (\ 

* 1 chaquira [3 ll> 

* 400 flL de fI» 
suspensión en 3mL 9mL 9mL 9 mL 

glicerol Agua peptonada Agua peptonada Agua peptonada Agua peptonada 

* Antes (O horas) y después (72 horas) de los procesos de secado (discos de agar) y 
congelación a -70°C (chaquiras con glicerol y medio de cultivo con glicerol). 

A) VERTIDO EN PLACA 

15 mL 

<11--

Dilución de inóculo 
en agua peptonada I Agar Assay a 37 - 40 oC 

• 30°C/48h 

Contar el número de colonias desarrolladas 

B) EXTENSiÓN SUPERFICIAL 

400uL 

Dilución de inóculo 
en agua peptonada 

20 mL de agar Assay 1% 
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---IfI» 

Contar el 
número de 
colonias 

desarrolladas 



I 

APÉND!CE4 

Datos cnldos de cuenta de células viables de M. luteus a partir de diferentes 
métodos de conservación 

M't ' d ! e 000 e CI o onlas o b d seva as en p acas ¡ UFCI mL. 
preservación Inicial Final 
Secado en 

disco de agar 25 X1010 2,5X 1011 25 X 106 2.5X107 

48 X105 1.2 X 107 98 X 106 2.5X 106 

Congelación en 
chaquiras con 245 X 105 2.5 X 107 25 X 106 2.5X107 

glicerol a -70°C 86 X 105 2.2 X 107 25 X 105 6.3X105 

Congelación en 
medio con 1.0X107 1.0X107 25 X 106 2.5 X 107 

glicerol a -70oe 127 X 1010 3.2 X 1012 8 X 105 2.0 X 106 

'Valor superior calculado por vertido en placa y valor inferior por extensión superficial 

o Vertido en placa 

UFC/mL = Promedio de las colonias contadas X Recíproco de la dilución 

G Extensión superficial 

UFC/mL= Promedio de colonias contadas X Recíproco de la dilución 

Volumen de la dilución 
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