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RESUMEN

La creciente demanda de! consumidor por productos naturales ha propiciado una
progresiva actividad en la investigacién de las bactericcinas, debido a su aplicacidn potencial
como sustancias conservadoras naturales en ia industria de alimenios. Duranie la obtencién de
una baciericcina se reguiere estimar la concentracién presente en una muestra dada, de lo que
se deriva la necesidad de desarrcilar procedimientos eficientes de cuantificacidn de ésias
sustancias. La bacteriocina WB1 es producida por Lacfococeus factis subsp. factis y esté en
proceso de purificacién por nuestro grupo de trabajo. Para estimar la concentracidn de dicha
bacteriocina, se utiliza el méfodo de cuantificacion denominado Método Base S, que involucra el
uso de fosas de agar v ef use de M. luteus como microorganisme indicador. El Méicdo Base S
ha venido presentando dificultades que implican problemas de crecimiento de M. lufeus y de
difusion de la bactericcina en el agar. El objetivo del presente trabajc fue estudiar fases
especificas del Método Base S para superar las dificultades descritas.

Por elio se compararon 3 meétcdos de preservacidon (secado en discos de agar,
congelacion en chaquiras con glicerol a —70°C, congelacién en medio con glicerol a —70°C )
para M. luteus. Se estudié el efecto gue tiene el medic de cultive, la agitacién y el volumen de
culiive de trabajo en la recuperacién de M. lufeus a partir de medio de preservacién. Se
estabiecid la estabilidad del cultivo recuperado. Sg estudiaron las condiciones de preparacion
asi como la estabiiidad del indcuic de M. fufeus a partir del cullivo recuperads. Ademas se
determiné el uso de un estandar de referencia v se esiudid el efecte de ia composicidn y
concentracidn de agar en la cuaniificacién de la bacteriocina WE1.

Se encontré que preservando a M. lufeus por ios métodos estudiados ng hay diferencia
en el nimero de microorganismaes iniciales que propoercionaré cada cultivo. Para la recuperacion
de M. luteus se sugiere el uso de caido BHI inoculado con 250 pl de cultivo de trabajo “B” e

incubado a 150 rev. min

seguida de una resiembra en agar BHI al 1.5% ya sea en tubo
inclinado o en caja de Petri. M. jufeus recuperade y aimacenado a 4°C puede ser usado para
preparacién del inbculo por 21 dias si se recupera en tubo y 14 dias si se recupera en caja. Se
enconiré que nc hay diferencia entre preparar al inéculo a partir de M. Jufeus recuperado en
tubos o recuperado en cajas, siendo viable de 4 a @ dias. Se implementd el uso de un estandar
de referencia (solucién de 100 mg de nisapiin/L agua a pH 5). Por ultimo se sugiere eliminar el
uso de placas de ensayo con sobracapas 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 ef presente irabajo, se obtuvo un método denominado
Método Base S Modificado, el cual ha sido utilizado exitosamente por el grupe de trabajo para
cuantificar a la bacteriocina WB1.
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L INTRCDUCCION

Los compuesios antimicrobianos producidos por las bacierias acidc lacticas
inciuyer &cidos crganicos, peréxide de hidrégeno, diaceatilo, reuterina y bactericcinas
l.as bacteriocinas se definen como sustancias de naturaleza proteica, gue en su
forma activa ejercen un efecto antimicrobiano sobre baclerias relacionadas

iaxondémicamente con el microorganismo productor.

En el procesc de obtencion de una bacteriocina destacan 3 etapas principales
en las gue se requiere estimar su concentracion: la produccion del extracto crudo, la

caracterizacion y la purificacion.

Hasta ei momento no existe un método oficial para cuantificar bacteriocinas,
de tal manera que se desarrollan v aplican tantos métodos de cuantificacidén como
bacteriocinas estudiadas. Las técnicas utilizadas para cuantificar bactericcinas se
basan generalmente en la cuantificacion de la inhibicidn de crecimientc de un

organismo sensible denominado microcrganismo indicador.

En nuestro grupe de irabaje se han realizado estudics de purificacién de la
bacteriocina WB1, la cua! es activa contra M. Jufeus. Para estimar la concentracién
de la bactericcina se ha venido utlizandc el méicdo de cuantificacion de

bacteriocinas denominado Método Base S.



El Método Base S es un meétodo de difusidn en agar en el que se detectan
zonas de inhibicién producidas por la bacteriocina WB1 en M. luleus incculado en
piacas de agar. Este método ha presentado dificultades frecuentes gue incluyen ia
falta de crecimiento ¢ el crecimiento irregular de M. jufeus asi come la difusidn de la
bactericcing an & agar. En todos ios casos los experimentos tienen gus ser

repetidos, representandc una gran inversién de tiempo y recursos.

En ei presente trabajo se realizaron estudios en fases especificas del Mélodo
Base S para superar los problemas anteriormente descritos y poder contar con un

método de cuantificacidn eficiente para la bacteriocina WB1.



il. ANTECEDENTES

2.4 Bacterias Acido Lacticas

1 as Bacterias Acido Lacticas (BAL) se identifican como Gram (+), no esporuladas
y anaercbias faculiativas (BDe Vuyst & Vandamime,1994). incluyen los géneros
Lactococcus, Lacfobacillus, Pediccoccus, Streptococcus v Leuconostoc (Jay, 1992;
Requena, 1995). Las BAL se usan tradicionalmente como cuitivos iniciadores para la
fermentacidén de alimenios y bebidas, coniribuyendo principaimente al desarrolic de
textura, sabor v aroma. Por otra parte, las BAL actGan inhibiendo el crecimiento de
bacteria patdgenas vy de descomposicion, dando lugar a productos estables vy
relativamente seguros { Kelly y col., 1896; Franz y col., 1998; Zamfir y coi., 1999).

Los compuestos antimicrobianos producidos por las BAL incluyen Aacidecs
organicos, peréxide de hidrogeno, diacetilo, reuterina v bactericcinas (Enan y col., 1996;

Larsen y col., 1993).

2.2 Bactericcinas

Las bacteriocinas se definen como sustancias de naturaleza proteica, que en su
forma activa ejercen un efecto antimicrobiano sobre bacterias relacionadas
taxondmicamente con el microcrganismo productor (Stiles, 1998; Parenie y Ricciardi,
1998).

La funcion bioldgica de las bacerioccinas es antimicrobiana, permitiende a sus

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

2000).



2.2.1 Aplicacién en la Industria de Alimentos

La creciente demanda del consumidor por productes naturales ha favorecido gue
las bactericcinas producidas por BAL reciban atencién en la investigacidn, debido a su
aplicacién potencial como susiancias conservadoras naturales en la indusiria de
alimentios { Ten Brink v col., 1894; Martinez y col., 2000 ; Zhu v col., 200C}.

El espectrc inhibitcrio de las bactericcinas de BAL se restringe a bacterias
Gram (+). Varias bacteriocinas son activas sobre microorganismos de descompaosicién y
patdgenos incluyendo Baciflus cereus, Clostridium botulinum, Ciostridium perfringens,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, eic. Numerosas bacteriocinas son
termoestables, siendo factible su aplicacién en combinacién con tratamientos t€rmicos;
parecen iener un modo de accidn baciericida e irreversibie, son biodegradables,
digeribles, seguras para la salud y activas a bajas concentracionss (De Vuyst &

Vandamme, 1894). La Unica bacteriocina que se comercializa &s la nisina.

2.2.1.1 Nisina

La nisina es un péptide antibacterianc producido por Lacfococcus factis subsp
factis, es soluble en medio acuosc y estable a pH &cidec. En 1988 ia FDA le concedié el
estatus GRAS (Generalmente Reconocida como Segura). Actualmente el usc de nisina
en alimentos se permite en mas de 50 paises (Delves — Broughton, 1898). La nisina se

comercializa como agente antimicrobiano natural denominado Nisaplin® por Aplin &
Barrett Ltd (inglaterra) , come Chrisin® por Chr. Hansen (Dinamarca) v como Ambicin®

por AMBI Inc. (LUSA) (Parente & Ricclardi, 1998; Wessels y col., 1989).



2.2.1.2 Ingredientes que contienen bacteriocinas

Oiras 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 el producio de fermentacion de una BAL, presumiblemente
Pediococcus acidilactici {Stiles, 1996; Szabo & Cahill, 1928).

Microgard es un producic de leche fermentada por accién de Propionibacterium

freudenreichii subsp. shermanii { De Vuyst & Vandame, 1894, Wessels y col., 19989).

Debido a la poca variedad en el mercado v al alto precio de éstas sustancias
antimicrobianas, existen grupos de investigacién dedicados a la Dbusqueda 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 obtencién de
una bacteriocina (Vaughan vy col., 1982; Stoffels v col., 1892; Mathiew vy col., 1983;
Coventry v col., 1997; Yiidirim & Jonscn, 1998; Zheng & Slavik, 1999; Zhu vy col., 2000).
Donde el procedimiento general es ol siguients;

o Escrutinio. Se realiza =z partir de alimentos como: carne y producios carnicos,
leche y producios iacteos, vegetaies, frutas, bebidas fermentadas vy productos del
mar. El objetivo es detectar bacterias productoras de bacteriocinas.

e Aislamiento e identificacidn de ia bacteria productora de bacteriocina.

¢ Produccion del extracto crude de bacteriocina.



o Caracterizacién de ia bacteriocina: sensibilidad a enzimas, estabilidad térmica,
efecto de pH, especiro de inhibicién.
o [Purificacién de la bacteriocina
o Secuenciacion de la bacteriocina pura para establecer si es una bactericcina
nueva.
De las etapas mencionadas anteriormente, 3 requieren estimar ia concentracién
de bactericcina presente en una muesira: la produccion del extracie crudo, la
caracterizacion y la purificacidén de una bacteriocina. De aqul la necesidac de

desarrollar procedimientos eficientes de cuantificacién de bacteriocinas.

2.3 Cuantificacion de bacteriocinas
No existe un método oficial para cuantificar baciericcinas. Existen casi {antos
meétodos de cuantificaciébn como bacteriocinas. La cantidad de bacteriocinas en una

muesira dada se expresa en Unidades [nternacionales o en Unidades Arbitrarias.

2.3.1 Unidades

2.3.1.1 Unidades internacicnales

La primera unidad descrita para expresar la cantidad de nisina, fue ia Unidad
Reading, posteriormente conocida come Unidad Internacional que se definid come fa
cantidad de nisina necesaria para inhibir una célula de Strepfococcus agalactiae en 1 mi
de caldo. Se denominé Unidad Reading en reconocimiento al hecho de que gran parte
de la investigacién en nisina se realizd en el Instituto Nacional de Investigacidn en
Lacteos de Reading, Inglaterra (Rayman & Hurst, 1984,;Celves —~ Broughion, 1998).

Las unhidades Internacionales (U!) se usan Unicamente para nisina.



2.3.1.2 Unidades Arbitrarias

Las bactericcinas que no son nisina se cuantifican en unidades arbitrarias. Una
Unidad Arbitraria (UA) se define come el reciproco de la dilucion mas aita a la cual una
muestra aun exhibe actividad antibacieriana al aplicar ef método de difusidén en agar

(Germond y coi., 1997 ).

2.3.2 Miétodos de cuantificacidn

Las técnicas utilizadas para cuantificar bacteriocinas se basan generalmente en
la cuantificacidon de la inhibicién de crecimiento de un organismo sensible denominado
micreorganismo indicador (Caboy col., 1998; Martinez v col., 2000). Entre las técnicas
mas usadas se encueniran los métodos de difusién en agar (Wolf & Gibbson, 1996;
Martinez y col., 2000) y los métedos turbidimétricos.

En los dltimecs afos se han desarrcllado también métodos de cuantificacion mas
sensibles y menos laboricsos gue los metocdes basados en la actividad inhibitoria de
una bacteriocina sobre un microorganismo indicador, como los Métodos inmunoiégicos

(Suarez y col., 1996; Martinez vy col.,, 2000) v los basados en Bioluminiscencia

(Wahistrdm & Saris, 1994).

2.3.2.1 Métodos de difusién en agar

Los métodos de difusidn en agar tienen come caracteristica comin la medida de
zonas de inhibicidn en un microorganismo indicador inocuiado en placas de agar. El
tamafio del halo de inhibicién es el resuliado de dos factores: difusion det compuesto
antimicrobiano a través del agar v velocidad de crecimiento del organismo indicador

{Hoover & Steenson 1993).



Para lievar a cabo ios métodos de difusidn en agar, se preparan diluciones de la

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

e Método de puntes. Se depositan punics de cada dilucion de la muesira
sobre la superficie del agar. (Mayr-Harting y col., 1872; Heover &
Steenscn, 1993).

¢ Método de fosas. Se horadan fosas de tamafic uniforme. Se vierte un
volumen constanie de cada dilucién de la muestra en las fosas (BS
2040:1974; Germond y col., 1997).

o Meétodo de discos de papel. Se deposita el disco de papel, previamente
humedecido con un volumen fijo de dilucidn de la muestira, sobre la

superficie del agar (Ohmomo vy ¢ol., 2000; Navarro v col.,2000).

Tanto la difusidn de ia bacteriocina comc ia velocidad de crecimiento del
crganismo indicador dependen de variables como: medio y condiciones de cultivo
adecuados para el microccrganismo indicador; densidad del indculo; pesc molecular,
carga idnica y tiempo de difusidon de la bacteriocina; viscosidad y profundidad dei
agar, asi como temperatura y tiempo de incubacién de la placa de ensayc. Estos
factores deben ser controlados para obtener respuestas reproducibles (Barry, 1876;

Davidson & Parish, 1889; Blom vy col., 1997, Cabo v col.,1989).



2.3.2.2 Método Turbidimeétrico

En e método turbidiméatrico la inhibicidén de un microorganismo indicador se
estima a través de ia medicidén de densidad optica del medio de ensayo { Jimenez-
Diaz y col., 1995; Cintas v ccl., 1997; Blom v coi., 1999}, dichc métodc se realiza de
la siguients forma:

o Se preparan diluciones de le muestra v se depositan a volumen consiante
generalmente en pozos de micropiacas .

o Cada pozo se inocula con un volumen constanie de cultivo del microorganismo
indicador

o Después de un periodo estandarizado de incubacion, se cuantifica ia inhibicidn
del microcrganismo indicador por efecto de la bacteriocina al medir la densidad

Gptica de! cultivo.

2.3.3 Microorganismos indicadores
Se elige como microorganismo indicador a aguel microorganismo que sea mas
sensible a la bacteriocina en estudio. (Mota-Meira y col., 2000; Guyonnet vy col., 2000).
En el apéndice 1 se muestra un resumen de algunas bacteriocinas estudiadas,

asi como el métedeo v microorganismo indicador utilizados para su cuantificacién

Hasta el momentc el Gnico método estandarizade para la cuantificacién de
bacteriocinas es el de la nisina. Para cuantificar nisina primeramente Hirsch usé en
1950 a Sireplococeus cremoris como el microorganismo indicador. Mocquot y Lefebre
en 1956 usaron a Lactococcus factis y Streptococcus cremoris. Por su parie Tramer v

Fowler en 1964 usaron a Micrococcus luteus. (Hoover & Steenson, 1993), araiz de lo
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anterior el Esiandar Britanico BS 4020:1974 establecid a M. lufeus como
microorganismo indicador para cuantificar nisina. El usc de dicho estandar es tiil en la

cuantificacion de ofras bacteriocinas siempre y cuando M. iuteus sea sensible a eilas.

2.4 Micrococcus jufeus

Micrococecus luteus tiene la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino Eubacteria
Clase Firmicutes
Subciase Actinchacteridae
Orden Actinomycetales
Suborden Micrococcineae
Familia Micrococcaceze

Género Micrococcus

Micrococcus lufeus es una de las nueve especies del génerc Microcccoccus,
presenta forma de coco con un diametro de 1.0 — 2.0 um, forma tetradas o racimos
irregulares, inmdvil, su reaccién a ia tincién de Gram es (+). Las colonias son convexas
de borde regular y de color amarillo, cuyo pigmento es dihidroxi Csp carofenoide

{Sneath y col., 1988; Votyakova y col., 1994; Atlas, 1985).

La piel humana es considerada como el habitat principal de la bacteriz, sin
embargo se ha detectado en las membranas muccsas, incluyendo la cavicad bucal; asi

como en agua y suelo (Holt v col, 1994; Moncdane vy col., 19886).

Entre los medios de cultivc para iograr su reproduccion se encuenira el caido
nutritive {(Monodane y col., 1888), medio minimo de lactalo (contiene L.- lactatc)

(Votyakova vy col., 1994; Mukamolova y col., 1998), caldo PWYE con peptona (Welby v
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col., 1996), caldo extracto de levadura 0.5% vy 1% de glucosa, agar Assay de Tramer y
Fowler (Wolf v Gibbons, 1896€) , agar Assay {Estandar Britanicc BS: 4020, 1974), y agar
BH! (Oscaris & Pisabarro, 2000 ).

Las temperaturas minima, Sptima v méxima de crecimientc de M. Jufeus son;
1G°C, 30 °C vy 45 °C respeciivamenie {Peiczar v col.,1882; Votyakova y col.,1894;
Welby y col., 1996; Wolf & Gibbons, 19886 ). £s un microorganismo estrictamente
respiratoric v algunos autores lo reportan cultivado con  agitacion de 200 rev min”

{(Votyakova y col., 1984; Welby y col., 1996; Wolf & Gibbons, 1996).

2.5 M. luteus como indicador en la cuantificacién de la bactericcina WB1

2.5.1 Bacteriocina ¥WB1

La bacteriocina WB1 es producida por Lactococcus lactis subsp. factis v es
activa contra M. Jutsus. Dicha bacteriocina esta en proceso de purificacion por nuestro
grupo de trabajo (Santiago, 2000}. Para estimar ia conceniracion de ia bacteriocina
WB1 a lo largo de su purificacion se ha venido utilizande el método de cuantificacion de

bacteriocinas denominado Metodo Base S.

2.5.2 Método Base $

Este método Base S es un método de difusién en agar, modificado dei Estandar
Britanico BS 4020:1974 por Regalado v col.,{2000), Pereyra y Trejo (1898) v Santiago
(2000). Este método especifica el uso de fosas y &f usc de M lufeus como
microorganismo indicador. Tantc el procedimiento descriio por ei Estandar Briténico
BS 4020: 1974, como ef Método Base S, se describen en las Figuras 1 y 2

respectivamente.
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FASE CLAVE

i
w

PRESERVACION DE
M, luteus

(RO

M. luteus ATCC 10420/NCIB 8166 en agar Assay 1
Almacenado a 4°C — 7°C / 14 dias maximo

Subculiivo
CULTIVO DE Micrococous Ufeus

CB-1
M. luteus en Agar Assay 1
30°C/48n
SUSPENSION DE M. juteus
SB-1
10 mL de Solucién Ringer 1/4

Ajustar a
D0650= 0.5

SB-2

INOCULO
Suspension de M. lufeus
Ajustada a DOgsp= 0.5

Figura 1. Estandar Briténicc BS 4020:1874 para cuantificacién de nisina
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PREPARACION DE ﬁ
PLACAS DE ENSAYO

\
,, Tween 80 en agua 1.1
PLB -1 50°C = 2°C / 20 — 30 min.
E
2% VIV %
PLEB-2
PLE -3
G
2% VIV
Agar Assay 1a 50°C + 2°C INOCULO
M. luteus en suspension
PLB-4
R 3mm —4 mm de
il | .
‘ } profundidad
Solidificar y almacenara4°C -7 °C/ 1h
A4
PLB -5
) Hacer pozos con horadador
7 mm a 9 mm de diametro

PLB-€ O O O Placas de ensayo

O O O Distancia entre los centros de pozos:
I 30mm
O O O Distancia enire los pozos y la pared de ia
caja: 2 mm

Figura 1. Estandar Britanico BS 4020:1974 para cuantificacion de nisina {continuacién).
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DILUCION DEL ESTANDAR

T |
DE -4 DE -2
10C £ 1mg de / \
nisina estandar ——— % — %
\ Bafo de agua
hirviende/ 5 min. DE -3
Aforar a
HCI0.02 N 80mL 20+ 5°C 12 h 100 mLcon
HCi 0.02N
w
Preparar diluciones del estandar
de nisina: 10, 5y 2.5 Ul/ mL B — G
DE-4 Solucion estandar de nisina
100 Ul fmL
Esiable por 7 dias a 4°C-7°C
CUANTIFICACION DE NISINA
Diluciones del estandar
il ] 1] 1 000
) S G G \
CH -1 O O O —
CN-2
Muestra 10 Ul /mL 5U/mL 25U /mL
Volimenes
equivaiewtes @ 3000 ’l
PR P durante la
~/ O \J | noche
N7 QOO0
v
Determinar la actividad de nising en Ul de
acuerdo a lo siguiente: Ch -3

Graficar el log de conceniracion de nisina de
cada dilucién (UYmL) Vs, la correspondienie

zona de inhibicion (mm) y con el célculodela  [&—— zonas de inhibician

regresién lineal se determina ia actividad de
nisina en la muestra

Medir los diametros de halos o

Figura 1. Estandar Britanice BS 4020:1974 para cuantificacion de nisina {continuacion).
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FASE CLAVE

[ O

PRESERVACION DE BM
M, futeus

M Jufeus ATCC 10420

00 £n Chaquirfsoc;%n glicerol a
!
EFE?:&@C&@N DE p— @
o)
3 ml. Caldo Assay pH
7.530°C/48 h
Chi-2

Agar Assay 1 pH 7.5
30°C / 48h

CM -3 | Almacenar a 4°C maximo
- jadias )

g Lavar con 200 ul.

SUSPENSION DE M. fufeus de Sol. Ringer %
RECUPERADC PARA O
PREPARACION DE e <
INOCULO - Totalidad de la
suspension
300 pi de Sol.
Ringer ¥

l 250 ul.

ﬂ Ajustar a

7 DOgs=0.3-0.5
sM-z | & w50 SM.-3
—_—
2 mL de Sol. Ringer ¥ iINOCULO

Suspensién de
M. luteus ajustada
Almacenar a 4°C maximo 7 dias

Figura 2 . Método Base S para cuantificar a la bacteriocina WB1 (Modificado del Estandar
Britanico BS 4020:1874) (continuacién).
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PREPARACION DE PLACAS DE ENSAYQ

PLM -1 PLBG -2
20ul
- 5 PL—1
\J \

INOCULO 8 mi de Agar Assay 2 10 mL de Agar
Scl. de M. luteus liquido a 45°C aprox. @ Assay 1
DOs5p=0.560.3

Agregar .
Sobrecapa Plaquear
PLM -3 PL-2
T ——— |
Solidificar
Placa con sochrecapa
de agar
1ha4°C
PLM -4
PLM -5
—
—

Hacer pozos con

horadador

Placas de ensayo con
sobrecapa de agar
Tapar y guardar en
refrigeracién ~ hasta sl
utilizacién { no mas de 12

horas)

Figura 2 . Método Base S para cuaniificar a la bacteriocina WB1 (Modificado del Esténdar
Britanico BS 4020:1974) (continuacion).
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PREPARACION DE DILUCIONES SERIADAS

250ul i 250ul i
— —
@ @ cocaan @
\__/ M’ e’
Bactericcina W1 250l de Sol. Ringer %

250ul. de Sol. Ringer %
Solucidn Concentrada

(SC) Dilucion 1/2 Dilucion 1/32

CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD DE LA BACTERIOCINA W51

CN -2

Placas de ensayo

Diluciones Diiuciones
20 uL de cada } CN -1 | 18
dilucién por
iriplicado —> 1116
1732
Temperatura
ambiente/30 min.
CN-3 30°Cr22h
Determinar la actividad en UA de acuerdo a la siguiente
férmula:
CH -4 UA/mL:(RDM / 20pL)(1000 ul /mL)
Donde:

UA = Unidades Arbitrarias

RDM = Reciproco de la dilucion maxima que presentod el halo
de inhibicidn mas pequefio perceptible

Figura 2 . Méiodo Base S para cuaniificar a la bacteriocing WB1 (Modificado del Estandar
Briténico BS 4020:1974) (continuacion).
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2.5.3 Deficiencias del Método Base &
La cuantificacidon de la bacteriocinga WB1 medianie el Método Base 8 ha
vresentado dificultades frecuentes gque involucran la falle de crecimiento o el

crecimiento irreguiar de M. lufeus en las siguientes efapas:

1} Cultivo de M. lufeus en medio liquido. Especificamente en ia fase CM- 1, descrita
en la figura 2.
2) Cultive de M. lufeus en medio sdlido. Particularmente en las fases CM —~ 2 (cutivo

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

La falia de crecimiento de M. ljuteus en las placas de ensayo {fase CN - 3)
después del periodo de incubacién impide observar zonas de inhibicion imposibilitande
la cuaniificacion a la bacteriocina WB1. El crecimiento irregular del microerganismo
indicador ( en las fases CM - 1, CM — 2y CN - 3) provoca un aumento del diametro de
los halos de inhibicién imposibilitando ia cuantificacién de la bacteriocina WB1.

Otra dificultad frecuente es la cuantificacién de la bacteriocina WB1 mediante el
método Base S que se ha venido observando es la variacién en el halo de inhibicion
mas pequefic perceptible (fase CN — 4). Debido a que el métedo se realiza utilizando
diluciones seriadas de 2 en 2, el uso de una dilucién ¢ la siguiente en el célculo de
actividad implica una reduccion del 50% de actividad, afectando la reproducibilidad del
meétodo.

En todos los casos mencionados antericrmente, los experimentos tienen gue ser

repetidos, representando una gran inversion de tiempo vy recursos.
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{.as deficiencias mencionadas en el métodc Base S pueden atribuirse a problemas que

se detallan a continuacion.

2.6 Factores invoiucrados en ias deficiencias del Método Bass $ para la

cuantificacion de la bacteriocina WB1

2.6.1 Crecimiento del microorganismo indicador
La principal deficiencia del Métedo Base S consiste en problemas durante €l

cuitive del microorganismc indicador (M. Jufeus). Dichos probiemas involucran la falia
de crecimiento o crecimiento irregular de M. iufeus tanto en medic s6lido como en
medio liguido. De acuerdo a la literatura, en ambos casos (sdlido v liguido) los factores
determinantes de crecimiento de un microorganismo son:

a) Ei método de preservacion

b) Las condiciones de cuitive

¢) La manipulacicn del incculo

2.6.1.1 Metodos de preservacion de cultivos

El objetive principal de la preservacion de cuitivos es mantener al organismo
vivo, libre de contaminacién y sin variaciones o mutaciones, es decir, preservar ai
cultive en una condicion tan cercana como sea posible al microcrganisme aislado
originaimente. Muchos métodos han sido usados para preservar baclerias pero no
todas las especies responden en forma similar a un método dade (Collins, 1889; Kirsop

& Doyle, 1891; Gerhardt y c0l,1984; Smith, 1997). Los métodos de preservacién se

clasifican generaimente en:
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A, Métodos a corto plazo

e Subcultivo (3 meses ~ 5 meses)

o inmersion en aceite {3 meses — 2 afios)

o Congelacién ordinaria

fall
a—-70°C

s Congelacion

{ 6 meses - 2 afios)

en giicerol ¢ DMS v en chaguiras de vidrio (10 afics)

o Secado sobre arena, tierra, silicagel, tiras o discos de pape! v discos de agar

{2 afios - b afios)

B. Métodos &z largo plazo

o Liofilizacion ( hasta 50 afios)

¢ Ultracongelacidn { mas de 35 ahos)

2.6.1.2 Condiciones de cultivo

Los factores de cultivo gue influyen en la multiplicacion de bacterias pueden

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

Factores Ambientales

Factores Nutricionales

Reportados por

Temperatura, oxigeno, pH,
presién osmodtica y efecios

de luz

Requerimientos de carbono,
hidrégeno, nitrégenc,
fésforo y azufre, asi como

glementos traza

Prescott v col., 1596; Aﬂasf
1897; Tértora y col., 1988;

Nester y col., 1888.
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En medio sdélido un factor determinante de crecimiento es la concentracion del
agar utilizado. Un agar al 1% - 2% proporciona una superficie o suficientemente
hiimeda para facilitar el crecimiento y io bastanie seca para mantener separadas ias
colonias  { Torlora y col., 1998; Prescoti v col,, 1896 ; Davis y col., 1984). Si se usan
conceniraciones muy aitas, e} crecimiento de algunas bacterias puede ser inhibido por

el aumento de ia presién osmdtica (Tortora y col., 1888).

2.5.1.3 Manipuiacion del indculo

£l indoulc debe provenir de un microorganismo recién cultivado, el cual se diluye
para obtener una suspensidn ajustada del microorganismo indicador y posteriormente
se resuspende en un medic sélido previamente fundido (Gruenwedel & Whitaker,
1885).

Una fuente comin de efrores es ia inadecuada manipulacién del indculo,
ocasionada por ei uso de diluyentes inapropiados{Parish & Davidson, 1988), ¢ por

malas condiciones de almacenamiento {Hempo v temperatura) (Barry, 1276).

2.6.2 Difusidén de la bacteriocina WB1

Otra dificuitad observada en el Método Base S ha sido Ja variaciéon en &l halo de
inhibicion mas pequefio perceptible (fase CN - 4).

Un factor determinante en ef tamafo del halo de inhibicidn es la difusidn de ia
bacteriocina WB1 a iravés del agar de la placa de ensayo (fase CN - 2). Para facilitar
el proceso de difusidn aigunos autores incluyen como parte de su mélodo de

cuantificacion a los siguientes procedimientos:
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a) Adicion de Tween al agar de las placas de ensayo (Estandar Briténico BS 4020:
1974; De Mariinis y col., 1997; Elegado vy col., 1897).
b) Aplicacion de un psricde de praincubacién = las placas de ensayo (Parente & Hill

19892; Jiménez-Diaz y col., 1995; Cintas y ¢col., 1997; Suma y col.,, 1998).

¢) Variacidn de ia conceniracién del agar de ias piacas de ensayo (Wolf & Gibbons,

1986, Carolissen — Mackay y col., 1887).

De acuerdo a iz literatura, jos factores deierminanies en iz difusion de una

bacterioccina son:

a) Composicion de agar en Ias placas de ensayo

b} Conceniracidn de agar en las piacas de ensayo

2.6.2.1 Combosicién de agar en las piacas de ensayo

La composicion del medio sélide influye en la formacion de halos o zonas de
inhibicion en las placas de ensayo, debido a su efecto sobre la actividad y velocidad
de difusiéon del compuesio antimicrobiano, asi como a su repercusion en la velocidad de

crecimiento del microcrganismo indicador (Barry, 1976).

2.6.2.2 Concentracion de agar en las placas de ensavoe

La concentracién de agar en las placas de ensayoe para la cuantificacién de
bacteriocinas pueds ser dnica ¢ combinada. Lo anterior se logra mediante of uso de

capas vy sobrecapas de agar.
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2.6.2.1 Piacas de ensavo con capas de agar. Compuestas solamente por una capa de

agar con una concentracion Unica que varia de 0.7% a 1.5% (Parente & Hill, 1992;

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

2.8.2.2 Placas de ensayo con sobrecapa de agar: Compuestas de una capa de agar

(1.5 %) v una sobrecapa de agar suave cuva concentracion varia entre 0.7% v 0.8%
(Elegado y c¢ol., 1887, Enan y coil.,1996; Bogovic- Maitijasic y col., 1988; Choi v col.,
2000; Zhu y col., 2000).

2.7 __Factores del Método Base S sujetos a optimizacion

Con base en lcs factores descritos en el incise anterior se considera que las
deficiencias en el Método Base S pueden ser superadas mediante el estudio especifico
de las siguientes fases (lustradas en la figura 2):

- Fase PM: Preservacion de M. lufeus

- Fase CM-1. Recuperacion de M. Jufeus en caldo Assay

- Fase CM-2: Resiembra de caido Assay a agar Assay para recuperacion
de M. lufeus.

- Fase CM-3. Almacenamiente de M. luleus recuperade en agar Assay

- Fase SM-3: Almacenamiento del indculo de M. iufeus

- Fase PLM-5: Efecto de placa de ensayo con sobrecapa de agar
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Adicicnalmente, podriz incluirse a usc de un estandar de referencia en of Método
Base S. EI Estdndar Britanico BS: 4020: 1974 menciona que las variables que
influyen en la deteccidn de las zonas de inhibicidn son compensadas por ia aplicacién
de coniroles y establece el usc de una solucidén estandar de nisina como parte de estos
coniroles permite la cuantificacidn de nisina en una muesira. El Método Base S no
incluye el uso de un estandar de referencia por o que puede estudiarse la posibilidad

de incorporario para mejorar el métoedo.
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iil. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

=

Optimizar el Método Base S para la cuantificacion de la bactericcina WB1

3.2 OBJETIVCS ESPECIFICOS

@

Comparar el método de preservacion actual de M. fufeus (fase PM del métedo
Base S) con otros posibles métodos de preservacion.

Estudiar ta metodeiegia para la recuperacién de M. lufeus en medic liquido a
partir de medio de preservacién (fase CM-1 del Método Base S).

Estudiar ia resiembra de medio liguido a medio sdlido para la recuperacion de
M. luteus (fase CM-2 del Método Base S) .

Monitorear ia viabilidad a traves del tiempo de M. futeus recuperado en medio
solido (fase CM-3 del Método Base S).

Estudiar la preparacidén de! inoculc {fase SM-1 a SM-3 del Méicdo Base 3).

Monitorear ia viabllidad a través del tiempo del indcule de M. fufeus (fase SM-3

del Método Base S).

Estabiecer un estandar de referencia para la cuantificacion de actividad de la

bacteriocina WB1.

Evatuar ia composicién y conceniracién de agar para ia determinacién de

actividad de |a bacteriocina WB1 (fase PLM-5 del Método Base S).
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I, MATERIALES Y METODOS

4.1 Medios de cultive vy soiuciones

4.1.1 Medios de cultivo

4 1.1.% Medios de cultive preparados por ingredientes

Caldc Assay (g/L: peptona bacteriolégica (Difco 0118-17 )10, exiracto de carne (Bioxon
160-3 ) 3; NaCl 3; exiracto de levadura (Bioxon 155-3 ) 1.5 y aziicar mascabado
{Genuino ) 1); pH 7.0.

Agar Assay 1. Caldo Assay adicionado con 1% (P/V) de agar bactericidgico (Bioxon
150-1 ); pH 7.5.

Agar Assay 2. Caldo Assay adicionadc con 0.8 % (P/V) de agar bacteriolégico; pH 7.5.

Agar Assay 3. Caldo Assay adicionado con 1% (P/V) de agar bacterioldgico; pH 7.0.

4.1.1.2 Medios de cultivc comerciales

Caldo BHi (Brain Heart infusidén) (Bifco 0037-17-8 )} preparado de acuerdo a ias
instrucciones del proveedor, excepio que se gjustd elpH a 7.0

Agar BHi 1. Caldo BHI adicionado con 1% (P/V) de agar bacieriolégico; pH 7.0.

Agar BHi 2. Caldo BHI adicionade con 0.8% (P/V) de agar bacteriolégico; pH 7.0.

Agar BHI 3. Caldo BHi adicionado con 1.5% (P/V) de agar bactericibdgico; pH 7.0.

Caldo nutritive (Bioxon 103-1) pH 7.0.

Agar nutritivo 1. Caldo nutritive adicionado con 1% (P/V) de agar bacterioiégice v 7% de

peptona de caseina (Bioxon 153-3); pH 7.0.
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4.1.2 Soluciones

Solucién Ringer concenirada (g/l: NaCl 2; KCI 0.42 g, CaCly anhidro 0.24;
NaHCO; 0.2) pH 7.5.

Solucion Ringer ¥ (2 una parte de iz solucidn Ringer se le adicionan 2 paries de agua
destilada} pH 7.5

Agua peptonada 0.1% (g/L: peptona de caseina {Bioxon 183-3), 1)pH 7.0

Glicerol 10% (V)

Soluciones de Nisaplin® {Aplin & Barrett):

A) 100 mg/0.1 L HCi 0.02N.

B) 100 mg /0.1L HCI 0.02 N ~ NaCl 0.075%.

C) 100 mg /L Agua pH 2.

D} 100 mg/L Agua pH 5.

4.2 Microorganismao

la cepa utilizada fue Micrococcus luteus ATCC 10240 / NCIB 8166 adquirida en

presentacién licfilizada v reconstituida de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

4. 2.1 Cultivos de trabajo

Cultivo de trabajo A: Obtenido a partir de M. juteus 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 BHI

con glicerol a2 ~70°C  {(apéndice 2).
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4.3 Métodos de preservacion

Para el estudio de comparacién métodos de preservacion para M. fufeus se
realizaron siembras por abundancia en Agar Assay a partir del cuitive de trabszjo A
como se describe en la figura 3. Se compararon 3 métodos de preservacion: secado
en discos de agar, congeiacion a —70°C en chaquiras con glicerol (método actuail) v
congelacién a —70°C  en medic de cultivo con glicero! (figuras 4, 5 y 6) utilizando
métodos adaptados de los procadimientos descritos por Herndndez vy col. (2000); Jones
y col., (1991} v Gherna (1994) respectivamente . Se realizaron cuentas viables de M.
luteus por vertido en placa y por extension superficial anies y después de efectuar cada
método (apéndice 3), para determinar pérdida de viabiiidad en cada uno de elios. Las

cuentas viables se calcuiaron mediante las siguientes formulas:

A) Vertido en placa
UFC/mL= Promedio de ias colonias contadas X Reciproco de la dilucion ielda
B) Extensién superficial

Reciproco de la
UFC/mL= Promedio de las colonias contadas X diiucién leida

Yolumen de ia dilucion

La pérdida de viabilidad se calculd mediante ia reduccién log de acuerdo ia siguiente

férmula:
Reduccion log = log UFC/mL inicial — log UFC/mL final
Donde, inicial = antes de efectuar el método de preservacion

final = después de efectuar el método de preservacion
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4.4 Recuperacion de M. luteus en medic liquido a partir del medic de

preservacion

Se evalud el crecimiento de M. lufeus variando las siguientes condiciones:
) Crecimiento en dos medics de cultivo: caldo BHI v caldo Assay
i Velocidad de agitacién: estético v 2 150 rev min™

i) Volumen de cultivo de frabajo

400 ul O/ =
) -———————@ _________.__% ]
%

. Agar Assay 1
Cultivo de trabajo “A” 30 mL de caldo Assay incubado a 30°C/36h

30°G/ 30h M. luteus por abundancia

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

= Cosecha de Mezcl
; __todalacaja ezciar
'Wﬂfﬂ‘
M. luteus en abundancia 10 mb Agar nutritivo 1
a 37°C aprox. -
Solidificar

Hl
G
O
Alm Hacer discos
tubosaéenzgcejgrf - con horadador
con siip;ga gel M. luteus en Liofilizar 5 mm de
discos de agar diametro

Figura 4. Preservacion de M. fufeus por secado en discos de agar (adaptade de
Miranda v Hernandez, 1989).
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— P —
= 2 asadas 000) OO NS
M. lufeus en & luteus E‘é)ﬁs;p?g:?f
abundancia en chagquiras con g 7350
gliceroi ’

{Technicai Service
Consultants Limited)

Figura 5. Preservacion de M. luteus por congelacidn a —70°C en chaguiras con glicero!
(adaptado de Jones v col. 1981).

Cosecha de
toda la caja ()

P

T P [ —

e

M. futeus en
abundancia 20 mL de &b
Caldo Assay — glicerol 10%
Agitar
‘AO L
I I
70 M
N N
Tubos Eppendorf

Congelacion a =70°C

Figura 8. Preservacion de M. lufeus por congelacién a —70°C en medio de culiive con
glicerol (adaptado de Gherna, 18994).
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4.5 Efecto de! medic de cultivo.

E! Estandar Britanicc BS 4020: 1974 vy el Método Base S establecen como
iedio de cullive para M. jufeus al medio Assay. Por su parie Oscériz v Pisabarro
2000) utilizan ei medic BHI. En el presente trabajo se experimentié con ambos medios.

Se inpcularcn volimenes de 4 mL de calde BHIy 4 mL de calde Assay con una
asada del cultivo de trabajo “A” previamente descongelado a temperatura ambiente. Los
volimenes inoculados se incubaron por 48 horas a 30°C. Se determiné la Densidad
Optica (DO) de cada cultivc 2 550 nm a las 24 y 48 horas de incubacidn. Los

experimentos se realizarcn por duplicado.

4.4.2 Efecto de la agitacion

El Estandar Britanico BS 2040:1974 v el Método Base S establecen el cultivo de
M. luteus sin agitacidén, en {antc que algunos autores como Welby y col. {1996);
Votyakova v col (1994) recomiendan e! usc de agitacion. Por io tanic, se estudié el
efecte de Ia agitacion en el crecimiento de M. lulsus.

Por otfro 1ado, en el Método Base S se cuitiva a M. juteus a partir dei medio de
preservacion en 3 mbL de caldo Assay (fase CM-1}. En éste trabajo se inocularon
diferentes volimenes de medio Asay v BHI con 2.5% de culiivo de trabajo “A”
previamente descongelado, como se muestra en la Tabla 1. inmediatamente después
de inocular se tomd 1 mL de muestra de ¢ada medio para determinar DO a 550 nm.
Los cullivos se incubaron a 30°C en condiciones estaticas y en cultivo agitado a 150 rev
min. Después de 11 horas de incubacidon se determind nuevamente ia DC a 550 nm

de cada cultive. Cada experimenic se realizd por duplicado.
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Caldo de cultivo Voumen del mecdio | Volumen de cultive de irabajo
{mL) inocufado
(ub)
Assay

125

Smienvialde 10 mL
125

BHi
16 miL en Matraz
Erlenmeyerde 28 mL 350

Tabla 1. Condiciones experimentales para el cultivo de M. lufeus con agitacion.

4.4.3 Efecto del volumen de cultivo de trabajo

En el Método Base S se utiliza una chaquira de M. fufeus inoculada en 3 ml de
caldo Assay para iniciar la recuperacién del medio de conservacion (fase CM- 1).

£n el piesente trabajo se emplearon matraces Erienmeyer de 25 mbL trabajando
con volimenes de 10 mL de caldo BHI, los cuales se inocularon con 100ul y 250 ul de
cultivo de trabajo “B” previamente descongelads. Los medios inoculados fueron
incubados a 30°C con agitacion de 150 rev min' por un fapso de 11 horas. El
crecimiento de M. luteus se determind por DO a 550 nm. Cada experimenio se realizd

por duplicado.

4.5 Resiembra de medio liguido a medio sdiido para la recuperacién de . lufeus

a partir del cuitivo de trabaic

El Método Base S establece que la resiembra de medio liguido a medio sdlido
para le recuperacion de M. luteus se realice en viales inclinados de agar Asay 1 (fase

Cii-2). Por las deficiencias presenies en dicha etapa en el presenie {rabajo se esfudid
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la alternativa de utilizar Agar BHL. Se estudiaron diferentes concentracicnes de agar

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

4.5.1 Efecto de la concentracidn del agar

Se inocularon 10 mi de caidc BHI con 250 pL de culiivo de trabaje “B’
previamente descongelade. El medio inoculado se incubd a 30°C agitado 2 150 rev min’
Después de 11 horas de incubacion se estrié el cultivo tanio en cajas de Peiri como
tubos inclinados con iapén de aigoddn conteniendo agar BHI 1 y agar BHI 3. Los fubos
y cajas se incubaron a 30°C por 48 h. Se determinaron las siguientes caracteristicas

morfolégicas de cada cultivo: abundancia, borde, textura, color , tamafio y elevacion de

ias colonias.

4.6 Viabilidad a través del tiempo de M. /lufeus recuperado en medic sélido

El Esténdar Britanico BS 4020: 1974 vy el Métodc Base S recomiendan gue M,
futeus, una vez recuperado en agar Assay a partir del medic de preservacion, sea
almacenado duranite un maximo de 14 dias a 4°C - 7°C (fase CM-3).

En este ifrabajo se estudit la viabilidad a través del tiempo de M. lufeus
recuperado en tubes inclinadcs y en cajas de Petri con agar BHI 3. Los cultivos se
almacenaron a 4°C ycada 0, 9, 14 y 21 dias se preparé una suspensién de cada cultivo
(indculo} como se describe en {a figura 7. Se determinaron ias cuentas viables de cada
suspension por vertido en placa utilizando 1 mL de Ia suspension ajustada (DOsso= 0.2).
Asi mismo, se plagued M. /uteus en capas de agar BHI 2 {como se muestra en la figura

8). Cada experimento se realizd por duplicado.
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1 asada q Ajustar a DOsso= 0.2

|
B>
¥

| i
@ 5 mi. de Sol. Ringer % 11 mL de sol. Ringer 1/4

Suspension concenfrada de  Suspension gjustada de M. futeus
Cultivo recuperado M luteus INOCULC

Figura 7. Preparacién de la suspension de M. luteus (indculo) a partir de un cultivo en
medic sélido.

>
Sol. de M. luteus 50 mi de Agar BHI 2 a Capas de 16 mi. de
DOss= 0.2 37°C -40° C aprox. Agar BHI 2

/ 30°C/48h

Evaluacion de crecimiento de acuerdo
a la escala subjetiva donde:
FROOXK - abundante

XXX - bueno
XXX - mediano
44 - regular
X - poco

Figura 8. Evaluacién de calidad del crecimientc de M. luteus.
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4,7 Preparacién de inécule

En el Méicdo Base S el indculo de M. lufeus se prepara suspendiendo el cultive
recuperado en tubos de agar Assay inclinado (fase SM-1 a SM-3). De acuerdc al
Método Base S, diche indculc permanece viable en almacenamiento por no mas de 7
diags 8 4°C-7°C.

En el presente trabajo el indcuio de M. Jufeus se prepard a partir de cultivos
recuperados en agar B 3 {cajas de Peirt v tubos con agar inclinado) como lo indica ia
figura 7. Se estudiaron culiivos recuperados almacenados duranie 0 y 14 dias a 4°C.
Una vez preparados los indculos se almacenaron a 4°C y se evaluaronalos 0, 2,4y ©
dias. La evaluacién se realizd por recuento de células viables por vertido en placa. Se
evalué también ia calidad de crecimiento en capas de agar BHI 2 (figura 8). Cada

experimento se realizé por duplicado.

4.8Estandar de referencia

4.8.1 Preparacion del estandar de referencia
En este trabajo se realizaron estudios de nisina como estandar de referencia. Se
estudiaron cuatro soluciones de nisaplin ©:
A) 100 mg ciluidos en C.1 L HCI 0.02 N de acuerdo al Estandar Britanico BS
4020:1974.
B) 100 mg diluidos en 0.1 L de HCI 0.02 — NaCi 0.75% de acuerdo a Montvilie 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).

36



Se colocaron 20ul de cada solucidén concentrada en placas de ensayo con
M. iuteus como microorganismo indicador en capa v en sobrecapas de agar Assay 3
con fosas preparadas de acuerdc a ia figura 2. Las placas se incubaron a 30°C per 22h.
Posteriormente se midié el diametre del halo de inhibicidn de cada solucién. Se
realizaron contreles utiizando soiuciones diiuventes { HCI 0.2 N, HCL 0.2 N — Na Ci
0.75%, agua a pH 2 v agua a pH 5) sin nisaplin ©. Las placas se incubaron a 30°C por
22 horas. Debido a ia distancia que existe enire cada pozo en ias cajas de Petri {figura
8) se esiablecieron 16 + 1 mm como diameirc deseado de halo de inhibicién

(incluyendo el pozo).

O O O
o0 o % S 19 mm
O O 5

Figura 8. Distribucion de fosas o pozos en la caja de Petri.

4.8.2 Variabilidad del estandar de referencia

Para determinar la variabilidad del diametro del halo de inhibicion que produjo ia
solucidn elegida como estandar de referencia, dicha solucion fue evaluada en placas de
ensayo con agar Assay 1y 2 (como lo establece el Método Base 8) vy en placas de
ensayo con Agar BH! 1 v 2. Se realizaron 2 repeticiones por triplicado. Los didmetros

obtenidos se promediaron y se calculd la desviacién estandar para cada medic de

cuttivo.
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4.8.3 Estabilidad del esténdar de referancia almacenado a 4°C

Una vez determinada la solucidn de nisina cuyo halo de inhibicidn presenta el
valor mas cercano a 16 mm =1, se evalud la estabilidad de la misma en refrigeracion.
La solucién se almacend en g cscuridad a 4°C v se cuantificd su aclividad aios 0, 7 v

17 dias por el método de fosas descritc en el métode Base S (figura 2).

4.9 _Cuantificacién de ia bacteriocina WB1

4.9.1 Efecto de la composicion y concentracidén de agar en la cuantificacion de la
hacteriocina WB1

La preparacidn de piacas de ensayo con sobrecapas de agar (fase PLM-5)
implica un aumento considerable en el tiempo y esfuerzo de realizacion del Método
Base S (fases , PL-1, PL-2, PLM-1, PLM-2, PLM-3, PLM-4). Para estudiar
simulténeamente los efeclos de conceniracidn y composicidn del agar en la
cuantificacién de la bacteriocina WB1 se evalud el uso de placas de ensayo con capas
(sin sobrecapa). Se realizd un control utilizande placas de ensayo con sobrecapas de
ambos medios (Assay y BHI).

Las placas de ensayoc con capas de agar se prepararon utilizando 16 mL de agar
0.8%. Las placas de ensayc con sobrecapa de agar se prepararon utilizando 10 mL de
agar 1.0% y adicionados con 8 mL de agar 0.8%.

La cuantificaciéon de actividad de la bacleriocina WB1 se realizd empleado el
Método Base S madificade a lo largo del presente frabaijo (figura 10). Los ensayos se
realizaron utilizando un estandar de referencia (soiucién de 100 mg de nisaplin®/L agua

a pH &). Cada experimento fue realizado por duplicado.
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V. RESULTADOS

5.1 Métodos de preservacion para M. lufeus

Las cuenias viables de M. lufeus para determinar la pérdida de viabilidad con cada unc
de ios métodos de preservacion esiudiados se muestran en ia tabla 2.
Tabla 2. Pérdida de viabilidad de M. lufeus de acuerde al método de preservacidn utilizado

(secado en disco de agar, congelacidon en chaquiras con glicerol a —70°C, congelacidén en
medio de cultive con glicercl a —70°C)

UFC/mL
Metodo de Preservacion inicial = Final * Reduccidn log
Secado en disco de agar 25X 10" 25X 10’ 4

1.2 X107 2.5 X 10° 0.68
Congelacion en
chaquiras con glicerol a 25X 10" 25X 10 0
-70°C 22 X107 63X 10° 1.55
Congelacion en medio
de cultivo con glicerol a 1.0 X 10’ 2.5 X 10 -0.39
-70°C 32X 10" 2.0 X 10° 8.2

*Valor superior calculado por vertido en placa y valor inferior por extension superficial

5.2 Recuperacién de M. [ufeus en medio liguido a partir def medio de preservacién

5.2.1 Efecto del medio de cultivo

La DOsso de M. lutfeus a partir del medic de preservacion a las 24 y 48h fue de 0.287 v

0.613 en caldo BHI y de 0.262 y 0.452 en caldo Assay.

8.2.2 Efecto de la agitacidn

El efecto de la agitacidn en el crecimiento de M. fufeus en medio liguide a partir del

medio de preservacidn se muestira en la tabia 3.
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Tabla 3. Efecto de la agitacién en la recuperacién de M. fufeus en medic liquido a partir
del medio de preservacion

Medic Volumen de frabajo DOssopm ©
Ty T A

Assay Smbenvialde 10mL 0.628 0772 0.144
0.608 0.796 0.188
5 mL en viai de 10 miL 0.591 0.437 -0.154
BH! 0.8092 0747 0.138
10 mL en maifraz de 25 mL 0.639 0722 0.083
0.599 4.957 4 358

*El valor superior corresponde ai cultivo estatico y el valor inferior al cultivo agitado a 150 rev min !

Los resultados son el promedio de dos determinaciones, en donde cada determinacion difirid menos del
11% def promedic.

DO = Densidad optica del cultivo incubado a 30°C
T = 0 horas de incubacion.
T, = 11 horas de incubacion,

5.2.3 Efecto del volumen de cultive de trabajo

El desarrollo de M. luteus a partir de diferentes volUmenes de culiivos de trabajo “A” v

“B” incculados en caldo BHI se muestra en ia tabla 4.

5.3 Resiembra de medio liguido a medio sélido para la recuperacién de M. luteus

a partir del cultive de trabajo

5.3.1 Efecto de la concentracién de agar

Las caracteristicas morfolégicas se las colonias de M. Juteus sembradas en medio BHI

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

5.4 Viabilidad a través dei tiempoe de M. Juteus recuperado en medio sélido

La viabilidad a través del tiempo de M. lufeus recuperado en cajas v tubos con agar

inclinade BHt 1.5% y almacenadoc a 4°C, se cbserva en la fabla 8.
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Tabla 4. Efecto del volumen de indculo en la recuperacidn de M. Jufeus en medic
liguido.

Cultive de trabaje | Volumen de indculc D0s0
{nt) -
T 1z A
A 500 1.130 5.340 4210
250G 0.589 4 957 4.358
B 250 0.678 6.989 6.313
100 0.286 5.205 4,816

Los resultados son el promedio de gos determinacionas, en donde cada determinacidn varid menos dei
2% del promedio.

DO = Densidad optica del cultivo incubado a 30°C a 150 rev min™
Ty = 0 horas de incubacion.
T2 = 11 horas de incubacion

Tabla 5. Caracteristicas morfolégicas de colonias de M. luteus recuperado en agar BHI
1% vy 1.5%

Concentracion Culiivo Caracteristicas del cultive
de Agar
Tubo inclinado Desarrolio escaso, no se distinguen tamafic y borde ,
de consistencia viscosa y color amarillo. Se observa
sinéresis.
1%
Desarrollo abundante, colonias circulares, peguefias,
Caja de Petri de borde entero y elevacién convexa con textura
viscosa de color amarilio.
Desarrolic abundante, con borde uniforme, de
Tubo inclinado | consistencia viscosa y color amarillo.
1.5%
Desarrollo abundanie, colonias circulares, pequefas
Caja de Petri de borde entero , elevacion convexa con iexiura
viscosa de color amarillo.
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Tabla 8. Viabilidad a través del tiempo de M. luteus recuperado en agar BHI 1.5% y almacenado a 4°C.

Tiempo de almacenamiento de M. futeus (dias)®
" 0 9 14 21
Cultivo recuperado Do UFC/mL cC DO UFC/mL cC DO UFC/mL cC DO UFC/mL
550 nm 550 nm 550 nm 550 nm
En cajas de Petr! 0,195 | 3.2x10% | s00mx 0231 |68X10" | xoox 0210 | 5.8x10° XXX 0.224 |48x10°
Entubos conagar | 0210 | 27x10° ] oxx 0.234 | 23x10 | 00 0202 | 5.0x107 XXX 0234 | 13x10
inclinado

* De un cultivo de M. futeus suspendido en Sol. Ringer 7
CC = Calidad de cultivo en capa de agar, donde el crecimiento es: XXXXX, abundanfe; XXXX, bueno; XXX, mediano; XX, regular; X poco
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5.5 Preparacion de indculo de M. lufeus a partir del cultivo recuperado del medio

de preservacion

(tubo con agar inclinado ¢ caja de Petrl) se presentan en {2 iabla 7. En ia misma Tabla
se presentan también los datos cbienidos para la vigbilidad del indcuic a iravés dal

tiempo a 4°C.

5.6 Estandar de referencia

5.8.1 Seleccion del estandar de referencia
Los diametros de inhibicién observados en las placas de ensayo con capas y placas de
ensayoc con scbrecapas de agar Assay 3 para las 4 soluciones de nisaplin® utilizadas

como estandares de referencia se describen en la figura 10.

30-

OPlacas de ensayo con
capas de agar Assay

B Placas de ensayo con
sobrecapas de agar
Assay

O Biluyente

Diametro del halo de inhibicidon

Sciuciones de nisaplin

A) 100 mg de nisaplin® /100 mL HCI 0.02N

B} 100 mg de nisaplin® /100 mL HCI 0.02 N - NaCi 0.75%
C) 100 mg de nisaplin® /L agua pH 2

D) 100 mg de nisaplin® /L agua pH 5

Figura 10. Didmetro de inhibicion de nisina en el crecimiento de M. luteus en agar Assay.
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Tabla 7. Cuentas viables y calidad de crecimiento del indculo 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 traves del tiempo de almacenamiento a 4°C.

Cultivo recuperado Tiempo de almacenamiento del inéculo de M. Jufeus a 4°C {dlas)
2 4 g
**Tiempo UFC/mL CC UFC/mL CC UFC/mL CC UFC/mL CC
{dias)
En caja de petri 0 32x10° OKXX 6.7 x107 XXXXX 5.1x10° XXXX 2.7 x10° XXX
14 5.8 x 107 XXX 4.2x10° XXXX 3.4x10° XXX ND ND
En tubo con agar 0 2.7 x 10° XXXX 9.5x 107 XXXXX 4.4 x 10 XXX 36 x107 XXX
inclinado

14 5.0 x 10 XXX 2.1x10 XXXX 2.0 x 10’ XX00K ND ND

*Suspension de M. luteus ajustada a DOgge= 0.2.

** ] tiempo que el cuitivo recuperado estuvo almacenado a 4°C,
CC = Calidad de cultivo en capa de agar, donde el crecimiento es: XXXXX, abundante; XXXX, bueno; XXX, mediano; XX, regular; X poco.

ND = No determinado
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£.6.2 Yariabilidad del estandar de referencia
Los didmetros de inhibicién producidos por el estandar de referencia tuvieron un
promedio de 15.75 , 18.83 v una desviacidon de 0.92, (.88 en agar Assay y BHI

respeclivamenie.

5.6.3 Estabilidad del esténdar de referencia almacenado a 4°C
Lz actividad inicial del estandar de referencia fue de 1600 UA / mL, después de 7 dias

dicha actividad disminuyd a 800 UA /mL y al cabo de 17 dias a 400 UA /mi.

5.7. Efecto de la composicién y concentracion de agar en la cuantificacidn de la
bacteriocina WB1

Los resultados referentes al efecto de ia composicion (tipo de medio) v la concentracion
(capa o sobrecapa) de agar en la cuantificacion de fa bacteriocina WB1 se presentan en

la tabla &.

Tabla 8. Cuantificacién de la bacteriocina WB1 en piacas de ensayo con capas y piacas
de esayo con sobrecapas de agar BHl y de agar Assay.

Placa de ensayo Actividad® Estandar internc*
{(UA/mL) (mim)
Capa 200 18
200 18
Sobrecapa 400 21
200 19

* El valor superior corresponde a piaca de ensayo con agar BHI y el valor inferior a placa de ensayo con
P y g ¥
agar Assay.

Las placas de ensayo con capa de agar se componen de una soia capa de agar 0.8% (16 mL).

Las placas de ensaye 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 didmetro del halo de inhibicién det estandar inferno incluye el diametro de la fosa (5mm).
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PRESERVACION DE I
M. luteus 1T 1

S
o . dbkd U
G 8]
Secado en Chaguiras con Medide de cuitivo con
discos de agar glicerol & =70°C glicergl a -70°C
RECUPERACION DE M. fufeus
250 ul O/
EE—— —_—
150 rev min”
°C/11h
Cultivo de trabajo “B” 30%cH
(Medio de cultivo con 10 mL Calde BHI 1.5% pH 7.0 Incubara 30°C / 48h

gticerol a -70°C) Almacenara 4°C /21 dias

SUSPENSION DE M. luteus RECUPERADO
PARA PREPARACION DE INOCULD

Ajustar a
DOss[): 0.2

v

Sin

almacenamiento
. Almacenar
Solucion Ringer 1/4 4°C/ 9 dias

M. luteus recuperado O/

Ajustar g
DOss0= 0.2
% >
Ajmacenamiento
4°C/14 dias
Solucién Ringer 1/4 Almacenar

4°C [ 4 dias

Figura 11. Método Base S medificade parzs cuantificar z la bacterniocing WB1.
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PREPARACION DE PLACAS DE ENSAYQ

125uL ) 16 mb
 —  / —

Suspension de

M. futeus DOsso= 0.2 50 mL de Q%GEBHE 0.8% Capa de Agar BHI
a O

Refrigerar th a 4°C

—

Placas de ensayo con capa de agar BHI
Tapar y guardar en refrigeracion hasta su Hacer fosas con horadador
utilizacion
{ no mas de 12 horas)

PREPARACION DE DILUCIONES SERIADAS

250ul E E 7 250ul m-lr
S _—
@ % bcooos @
Bacteriocina WB1 250ul de Sol. Ringer % 250uL de Sol. Ringer %
Solucion Concentrada o
(5C) Dilucion 1/2 Dilucion 1/32

Figura 11 . Método Base S Modificado para cuantificar a la bacteriocina WB1 {continuacion).
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CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD DE
LA BACTERIOCINA WRA

Placas de ensaye
con capas de agar BHI

Diluciones *ER

Diluciones *ER
20 pL de cada 1/8
dilucioén por B .
duplicadg [ /18
1/32

* ER: Estandar de referencia
Temperatura
ambiente/30 min.

30°C/22h

¢ Determinar la actividad en UA de acuerdo a la
siguiente formula:

UA/ML: (RDM / 20uL)(1000 pi fml)
Ponde:

UA = Unidades Arbitrarias
RDM = Reciproco de la dilucion maxima que presentd el halo
de inhibicion mas peqguefio perceptibie
o Medir el diametro de halos de inhibicidén producides
por el estandar de referencia (ER)

Figura 11 . Método Base S Modificado para cuantificar a la bacteriocina WB1 (continuacién).
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¥i. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Comparacion de métodos de preservacion para M. fufeus

La viabilidad de M. luteus después de ulilizar 08 3 meétodos de preservacion
estudiados {secado en discos de agar, congeiacion en chaguiras con glicerol a2 —70°C,
congelacién en medio con glicerol a -70°C), se cuantificd utilizandc el método de
vertido en placa v e métode por extensién superficial, observandose que ios métodos
de plagueo presentaron diferencias aparentes {tabia 2}. Esto dificulté la comparacién
entre los meétodos de preservacién. Sin embarge, tomandc en consideracién  as
cuentas finales puede observarse que no hay diferencia en el numero de

microorganismos iniciales que proporcionaré cada cultivo.

8.2Recuperacidn de M. lufeus en medio liguido a partir dei medio de preservacidn

A partir del medio de preservacion M. jufeus cuitivado en viaies se desarrolld a
las 24 horas de incubacidén de manera similar tante en caldo BHI como en caldo Assay
(DOssn= 0.297 y 0.269 respectivamente). Sin embargo después de 48 horas el

microorganismo se desarrolld mejor en caido BHI (DCs5=0.813) que en caldc Assay

(D0550=0.452).

Asi mismo se observé que la agitacidn no tiene efecio en ol ¢recimiento del
microorganismo cultivado en viales, pero si lo tiene cuandc M. fufeus es cultivado en

matraz (tabla 3). Lo anterior se afribuve al mayor espacio de cabeza en el matraz, gue
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proporciona a SU vez mayor axposicion del medio al oxigene, ya que M. lufeus se ha
reportado como un microorganismo aercbio {(Sneath y col. 1886). Es interesante
mencionar gue &l Estandar Britdnico BS 4020:1874 no establece el crecimientc de
M. luteus en agitacidon aungue ia diferencia en densidad dplica que puede cbtenerse es
de cuairo unidades { DCssp= 4.358 vy (.144 con v sin agitacidn respeciivamente;)
ademas de una considerable reduccion en el tiempo de incubacion { 11 h'Vs. 30 hcony

sin agitacion respectivamente).

£n cuanto al efecto del volumen de culiive de trabajo en la fase de recuperacion
de M. luteus en medic liquido, se observé (tabla 4) que al aumentar el volumen de
inécuio de ios cuitivos de trabajo A y B, aumentd también ei desarroilc del
microorganismo. Cabe sefalar que éste aumenic no fue en forma proporcicnal al

incremento del volumen de indcule probadoc.

En este experimento se observd también que el cultive de trabajo B {(en BHI

produjo un mejor desarroilo de M. futeus gue el cultivo de trabajo A (en caldo Assay).

Por tode lo anterior para la recuperacién de M. lufeus se sugiers el uso de caldo
BH! inoculado con 250 ui. de cultivo de trabajo “B” e incubado a2 150 rev. min ' . El uso
de medic BHi en lugar de medic assay presenta ia ventaja adicionai de que en su
cendicién de medio de cultivo comercial se minimizan variaciones de composicién y se

facilita ia preparacion del medic, en comparacion con e! caldo Assay, que es preparado

por ingredientes.
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6.3 Resiembra de medic liquido a medic sdlide para ia recuperacién de M. {uieus

2 partir del cultive de trabaio

6.3.1 Efecto de la concentracidn de agar

£n la resiembra de medio liguido a medio sélidc para la recuperacion de M.
futeus se observé que al utilizar la concentracién de agar establecida por el Métode
Base S (1%), las caracteristicas del cultivo en caja de Petri fueron mejores que las
obtenidas en tubo inclinado (tabla 5). Por el contrario el cultivo de M. luteus en agar BHI
1,5% se desarrolid con buenas caracteristicas tanto en tubo inclinado comoe en caja de
Petri. Este resuitado indica gue la concentracién de agar de 1% no es suficientemente

seca en el iubo inclinado de agar, ocasionando que el desarrollo de M. lufeus sea

deficiente.

Par lo anterior, se recomienda recuperar a M. lufeus en agar BHI al 1.5% ya sea

en tubo inclinado o en caja de Pelri.

8.4_Viabilidad a través del tiempo de M, fufeus recuperado en medic sélido

En el estudio de iz viabilidad de cultives de M. Jufeus en cajas de Petri v tubos
con agar inciinado BHi 1.5% (tabla 8) se observd que &l nimero de células viables una
vez iniciada la refrigeracién es igual tanto en caja como en tubo (107) hasta el dia 14,
disminuyendo en caja para el dia 21 a 10° Se observé también que aunque los

valores iniciaies de DO se mantienen constantes, para el dia 21 ha habidc una
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reduccion de 3 cicios log. en M. iuteus almacenadc en piaca y de 1 ciclo log en M.
luteus almacenado en tubo. Sin embargo, en la literatura se reporta que para la
cuantificacidén de bacteriocinas por difusidon en agar, el indcuic del microorganismo
indicador debe contener enire 10° UFC/mL (Montville v col.1899; Oscariz & Pisabarro,

2000} v 107 UFC/mL {Mathisu v col. 1883; Toit v col. 2040).

De acuerdo a lo anterior, el cultive de M. lufeus almacenado ianto en caja de
Petri como en iubo con agar inclinado BH! 1.5% durante el periodo recomendado por
el Método Base S (14 dias) puede ser utilizado para la cuantificacién de la bacteriocina

WB1 v ser extendido hasta 21 dias.

6.5 Preparacion de indculo de M. jufeus a partir del cultivo recuperado del medic

de preservacioén

En los resultados (tabla 7) se observd que no hay diferencia ni en las cuentas ni
en la calidad de! cultivo cuando el indcuic de M. lufeus se prepara a partir de cultivos

recuperados de cajas de Petri o de fubos con agar inclinado BHI 1.5%.

Asi mismo se chservé que, una vez suspendido y almacenado a 4°C, M. futeus
puede ser usado como indculo para la preparacién de las placas de ensayc 9 dias
después de iniciado el aimacenamiento cuando la suspensitn proviene de un cultive
recuperado fresco (sin almacenamienic) y 4 dias cuando la suspensién es preparada a

partir de un cultivo recuperado y aimacenado (14 dias).
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8.6 Estandar de referencia

£.8.1 Seleccion del estandar de referencia

En los resuliados de la evaluacidn de ias soluciones de nisaplin® (figura 10) se
observd gue las soluciones A , B y C produjeron diametros de halo de inhibicidn
mayores al requerido para su uso como estandares de referencia(26 mm, 26 mm vy 18
mm Vs. Valor deseado de 16+ 1 mm). Mientras que con la solucién D (100 mg de
nisaplin / L agua pH 5) se obtuvo el diametre de halo mas cercano al deseado(16 +1
mm).Las diferencias observadas pueden exglicarse con lo reportado en 1z literatura que

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

Hansen, 1990C).

§.6.2 Yariabilidad de!l estandar de referencia

No se encontré variabilidad entre ios diamefro producidos por el estandar de
referencia en los dos medios estudiados. (BH! y Assay}. Por ofra parie debido 2 la
reproducibilidad del didmetro de los halos producidos puede establecerse que su uso

como estandar de referencia serd un parametro adecuadc para determinar variaciones

en e método Base S.
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6.8.3 Estabilidad del estandar de referencia almacenado a2 4°C

Al cuantificar la actividad del estandar de referencia aimacenado, se observé una
disminucion ael 50% al cabe de 7 dias v de 75% ai cabo de 17 dias en comparacién a
la actividad inicial {de 1600 UA/mL a 800 UA/mL y 400 UA/mL). De lo anterior se

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

6.7 Efecto de la composicidon y concentracién de agar en la cuantificacion de ia

Bacteriocing WRB1

En los resuitados obtenidos (tabla 8) se observd que ni la composicion ni la
concentracidn del agar (BH! 6 Assay) influyeron en la cuantificacion de actividad de {a
bacteriocina WB1 dado que la actividad en todos los casoes fue de 200 UA/mL, excepto
en placas de ensayo con sobrecapas de agar BH! donde la actividad fue de 400
UA/mL pero el estédndar de referencia produjo un diametro de halo de inhibicidon de 21
mm, mayor que el esfablecidoe como parametro de evaluacion por lo gue no se
considera valido el aumento observado.

De acuerdo a lo anterior el métodc Base S puede realizarse usando agar BHI y
eliminado el usc de sobrecapas, ademas gque se esiablece que el estandar de

referencia es un parametro de uiilidad.
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6.8 _Aplicacion del Método Base § Medificado

Con base en ios experimentos realizados en el presente trabajo el Método Base S
Modificado se describe en la figura 11. Este metodo a partir de su obtencion ha sido
utilizade poer Santigo v col. para ia cuantificacion de la bacteriocina WB1, sin que hasta
el momento se hayan presentado problemas como los gue existian ai utilizar el Método

Base S.
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Vii. CONCLUSIONES

que supera las deficiencias que presenta el méiodc Base S.

En a! Método Base S modificado:

Los métodos estudiados para ia preservacicn de M. lufeus (secads en discos de
agar, congelacién a =70°C en chaquiras con glicercl v congelacién a —70°C en
medio de cultivo con glicerol) nc presentan diferencia en el nimero de
microorganismos iniciales que proporcicnara cada cultive.

La recuperacion de M. lufeus es mas recomendable en matraz inocuiado con
250 ul. de cultivo de trabajo e incubado con agitacion que en vial inoculado con
una chaquira e incubado sin agitacion.

Para la recuperacién de M. fufeus del cuitivo de preservacion se recomienda
resembrar de medio liguido a medio sélido en agar al 1.5% y no al 1%.

M. luteus recuperado vy almacenado a 4°C puede ser usado para preparacion del
indculo per 21 dias si se recupera en tubo y 14 dias si se recupera en caja

No hay diferencia entre preparar al indculo a partir de M. lufeus recuperado en

tubos o recuperado en cajas.

Una vez preparado ei inéculo de M. jufeus en suspensidn, es viable de 4 a ©

dias.
Se puede establecer como esténdar de referencia a ia solucién de 100 mg de
nisaplin® / L de agua a pH 5.

Se recomienda eliminar el usc de sohrecapas y el usc de agar Assay del Método

Base S.
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APENDICE 1

CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

GENERO | MICROORGANISMO ;| BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
L. factis subsp. lactis
DPC 3147 Lacticina 3147 L. lactis HP DA-P Ryan y col. (1998, 1999 b);
DA-F Mc. Auliffe y col. (1998,
1909 y 2000);
DA - F Scanell y col. (2000),
DA-F Morgan y col. (2000)
L. lactis AM2 DA-F Tomey y col. (2000}
DA -F Ryan y col. (1999 b)
Strep. dysgafactiae DA -F Mc. Auliffe y col. (2000);
IPLAG72 l.actococcina 972 | L. lactis MG 1614 DA -F Ryan y col. (1999 a).
DA-P Martinez y col. (2000).
L1403 Lactococcina B L. lactis SK 112 DA -P Vénema y col. (1993).
tn LMG2081 l.actococcina G L. lactis 1. 1403 Turbidimétrico Moll y col. (1998)., Nissen —
S Meyer y col. (1992).
&
8 NCDO 497 Nisina A L. sake DSM 20017, 20497 DA -P Bennik y col. (1997).
% A164 Nisina Lactobacillus sake ATCC Turbidimétrico Choi y col.{2000)
o 15521
~d NCK400, |.JH80 Nisina L. lactis subsp. cremoris DA -F Harris y col. (1992).
ATCC 11454 Nisina Lactobaciilus leichmannii DA-F Burianek & Yousef(2000).
ATCC 4797
AFISC 2011 Nisina L. curvatus L789 DA -F Wan y col. (1995).
Brochothrix thermosphacta DA-P Coventry y col. (1996).
HPB 1688 Nisina Z L. monocytégenes Scott A DA -F Cai y col. (1997)
L. lactis supsp. lactis
var. diacetylactis
uL719 Nisina Z Pediococcus acidilactici Turbidimétrico Bouksaim y col. (1299).

S50 Bacteriocina S50 | L. Jactis sups. cremoris NS1 DA-F Kojic y col. (1691).

L. lactis subsp.

cremoris

R l.actococina R L. plantarum DA -P Yildirim & Jonson (1998).
LMG 2130 Lactococcina A L. factis. subsp. cremoris Turbidimétrico Holo y col. (1991).

DA - P: Difusion en agar por el método de puntos.
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CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
Lb. acidophiius
88 Lactacina F L. leichmanii 4797, 1750 DA-P Muriana & Klaenhammer
(1987)
08U 133 l.acidina A S. aureus ATCC 28213 Turbidimétrico Liao y col. (1993).
TK 9201 Acidocina A Lb. acidophilus JMC 2010 DA -F Kanatani y col, (1995}
iBB 801 Acidofilina 801 Lb. helveticus DA - P Zamfir y col. (1999)
30SC Bacteriocina  de | Leuconostoc sp k2 DA-P Oh y col. (2000}
Lb. acidophilus
30SC
0OSU 133 lLacidina A L. leichmanii DA-P Burianek & Yousef (2000)
Lb. amylovorus
DCE 471 Amylovorina L471 | Lb. delbrueckii subsp. DA-P Callewaert y col. (1999)
bulgaricus DA - P De Vuyst y col. (1996).
DA-P Callewaert & De Vuyst
2] (2000).
§; LMGP-13139 Lactobina A Lb. helvéticus DA-F Contreras y col. (1997).
g Lb. bavaricus
O M1401 Bavaricina A Lb. Sake LMG 9468 Turbidimeétrico Larsen y col. (1993).
L Lb. brevis
% V83286 Brevicina 286 L. monocytogenes 4A DA - P Wan y col. (1895).
= Lb carnosum
Lm 1 Leuconocina Enterococcus faecalis MB1 DA-P Yang y col. (1992).
L.eM1
Lb. casei
CRL 705 l.actocina 705 Lb. plantarum CRL 691 DA - F Cuozzo & col.(2000).
Lb. curvatus
LTH 1174 Curvacina A Lb. curvatus LTH 1432 Turbidimétrico (Ganzle y col.( 1999 a).
Lb. curvatus DSM20019 Turbidimétrico Ganzle y col. (1929 b)
Lb. sake NCDO 2714 Turbidimeético Eijsink y col. (1998).
sSB 13 Curvaticina 13 L. monocytogenes DA -F Bouttefroy y col. (2000}
No referido Listeria innocua F DA -F Miteva y col. (1998).
Lb. johnsonii
VPl 11088 l.actacina F Lb. delbrueckii ATCC 4797 DA-P Allison y col. (1994).FQ

Lb. helveticus 87

DA — P: Difusién en agar por el método de puntos.
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CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
[ actoba | Lb. delbrueckii supsp.
cillus laciis . '
JCM 1108,1107 Lacticina A Lb.bulgaricus subsp. DA - F Taoba y col. (1991 b).
JCM 1248 Lacticina B Bulgaricus JCM 1002 DA -F Taoba y col. (1991 b).
Lb. gasseri
KT7 Gassericina KT7 | Lb. plantarum M16 DA -F Zhu y col. (2000}.
LA39 Gassericina A Lb. delbrueckii subsp. DA-F Kawai y col. (1998)
bulgaricus
Lb. gelidium
UAL 187 l.eucocina A-UAL | Carnobacterium No especificado Hasting y col (1991).
187 divergens

Lb. helveticus
481

Lb. plantatum
LPCOIO

L1441
BFE 905
C11

LPO10

TMW 1.25
423
J-61

KW30
ST 31
UG1

Helveticina J

Plancaricina A

Plantaricina C
Plantaricina D
Plantaricina EF ,JK

Plantaricina S

Plantaricina T

Plantaricina 1.25
Plantaricina 423
Extracto de Lb.
plantarum J-51
Plantaricina KW30
Plantaricina ST31
Plantaricina UG1

Lb. vulgaricus 1489

Lb. plantarum 865

Lb. sake
Lb. sake
Lb. plantarum 965

Lb. plantarum 128/2

Lb. plantarum J - 81

Lb. plantarum TMW 1.191
Listeria monocytogenes
Lb. plantarum J-81

Lb. plantarum ATCC 8014
Lb. pfantarum LAB73
L. lactis MG 164

DA-P

Turbidimetrico

DA-F
DA-P
Turbidimétrico
Turbidimétrico
DA -F

Turbidimétrico
DA -F

Turbidimeétrico
DA - P
DA-D

DA-F
DA -F
DA -F

Joerger & Klaenhammer
(1986).

Nissen — Meyer vy col.
(1993), Hauge y col. (1998).

Barcena y col. (1998).
Franz y col. (1998).
Andersen y col. (1998).,
Hauge y col.(1999).
Jiménez-Diaz y col.(1993),

Leal y col. (1998).
Jiménez-Diaz y col.(1993)

Klostermaier y col. (1999).
Van Reenen y col. (1998).
Navarro y col. (2000).

Kelly y col.(1996)
Todorov y col. (1999).
Enan y col. (1996).

DA~ P: Difusién en agar por el método de puntos. DA-F Difusién en agar por el método de fosas
DA-D: Difusién en agar por el método de disco de papel

39




CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
P. acidifactici
H Pediocina Lb. plantarum NCDO 955 DA-P Bhunia y col. (1891).,
AcH/PA-1 DA-P Biswas y col. (1991).,
DA-P Yang y col. (1992).
L.innocua LIN 11 DA-P Ennahar & Deschamps
Pediocina (2000).
PAC1.0 AcH/PA-1 L. monocytogenes ScottA DA -P Chen y col. (1987).
P. pentosaceus FBB63 DA -F Pucci y col. (1988).
1621 Pediocina Listeria ivanovi BUG 496 DA-F Guyonnet y col. (2000).
LMG2351 AcH/PA-1 Lb. sake NCDO 2714, Turbidimétrico Johnsen y col. (2000).
g Pediocina PA-1 E. faecalis NCDO 58,
Q Pediocina PA-1 P. acidilactici NCDO 1859
8 M Pediocina PA-1 Lb. plantarum NCDO 955 DA-F Elegado y col. {1897).
AS) PO2 L. monocytogenes 4A DA - P Coventry y col. (1996).
% L. monocyfogenes ScottA No especificado  |Liao y col. (1993).
&l P. parvulus
ATO34 Pediocina AcM L. monocytogenes Turbidimétrico Bennik v col. (1997).
ATO77 Pediocina PO2 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).
Pediocina A
Pediocina N5p
o S. milferi
8 NMSCC 061 Millericina B M, luteus ATCC 468998 DA-F Beukes y col. (2000},
O
& S. mutans
2 Ny266 Mutac;na B-NY266 | a1 tuteus ATCC 272 Turbldlm_e.tnco Mota-Meira y col. (2000).
% UA787 Mutacinall S. sobrinus OMZ176 No especificado | Cheny col. (1998).
- Mutacinalll S. sanguis Ny101 Turbidimétrico Qi v col. (1999).
v T8 Mutacina DA - P Névak y col. (1994).

S. sanguis., S. mutans.

DA~ P: Difusidn en agar por el método de puntos. DA-F Difusion en agar por el método de fosas
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CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODQ DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
o S. mutans
g N t7 S. mutans |7 DA -P Balakrishnan y col. (2000).
&
8 S. termophifus
£ ACA-DC 0040 Termofilina T L. cremoris CNRS 117 DA -F Aktypis y col. (1998).
g 81 Termofilina 81 Listeria innocua F DA -F lvanova y cat. (1998).
&
Leyc. camosum
LAS4A Carnocina 54 Leuc. mesenteroides DA-F Becker y col. (1994).
TA10C
Tatla lLeucocina B- Leuc. mesenteroides No especificado | Felix y col. (1994).
Tal1a TA10c
Leuc. gelidium
% UAL 187 Leucocina A-UAL | C. divergens LV13 No especificado | Hasting y col. (1991).
= 187
m +
8 Leucocina A C. piscicola L\ 17C DA-P Van Belkum y col. (1995).
S Leuc. mesenteroides
% UL5 Mesentor!c!na 5 Listeria ivanovii 28 Turbidimétrico Dabg y col. (1991).
% FR 52 Mesentoricina 52 | | euc. paramesenteroides DA-F Mathieu y col. (1993).
] 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 c¢ol. (1999).
LLeucocina Hp Lb. sake
F10 l.eucocina F10 L. innocua DA - F Parente y col. (1996).

DA~ P: Difusién en agar por el método de puntos. DA-F Difusién en agar por el método de fosas
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CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

METODO DE |

REPORTADA POR

Bhugaloo -Vial y col. (1999)
Guyonnet y col, (2000).
Métivier v col, (1998).
Worobo y col. (1995).

Sip y col. (1998).

Franz y col. (2000).

Coventry y col (1998).

' GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
C. divergens
o V41 Divercina V41 Listeria innocua DA-P
= Listeria ivanovii BUG 496 DA - F
5 C. piscicola NCDQ 2762 DA-P
&; LV13 Divergicina A C. piscicola LNV17C DA-P
£ AST Divercina C. piscicola NCDO 2762 Turbidimétrico
& C. piscicola
& LV 17A Carnobacteriocina A | C. piscicola LV17C., DA-P
O Piscicolina Lb. sakei DSM 20017
JG 126 Listeria monocylognes DA-P
4A
E. faecalis
336 Enterocina A Listeria ivanovii DA -F
BFE 1071 Enterocina 1071A ., | E. faecalis LMG 13566 DA -P
Enterocina 1071B
22 Enterococcina EF52 | Listeria innocua LIN 11 DA-P
E. faecium
" DPC1146 Enterocina A Listeria innocua DPC DA-P
=5 1170
8 EFMO1 Enterocina A Listeria innocua LLIN 11 DA-P
.
o CTC492 Enterocina A P. pentosaceus FBB63 DA-P
@ P. penfosaceus FBBG3 Turbidimetrico
£ Listeria inncoua BLBB126 Turbidimétrico
L .. sake NCDO 2714 Turbidimétrico
Turbidimétrico
Enterocina B Lb. sake FVM 148 DA - P
Turbidimétrico
BEE 900 Ezinterocﬁna B Lb. sake DSM 20017 DA -P _
P13— Enterocina P Listeria monocytogenes Turbidimétrico
Scoit A
NIAI 157 ON - 157 E. faecium IFO13712 DA-D

Guyonnet y col (2000).
Balla y col. (2000},

Ennahar & Deschamps
(2000}

O'Keeffe y col. (1999).

Ennahar & Deschamps
(2000).

Aymerich y col. (1986).,
Nilsen y col. (1998).
Aymerich y col. (2000).
Eijsink y col. (1998).,
Fimiand y col (1998).,
Aymerich y col. (1996).,
Nilsen y col. (1998).
Franz y col. (1999).
Cintas y col. (1897)

thmomo y col. (2000).

DA~ P; Difusidn en agar por el método de puntos. DA-F Difusién en agar por el método de fosas
DA-D: Difusion en agar por &l método de disco de papel
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CUANTIFICACION DE BACTERIOCINAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (CONTINUACION)

GENERO | MICROORGANISMO | BACTERIOCINA MICROORGANISMO METODO DE REPORTADA POR
PRODUCTOR INDICADOR CUANTIFICACION
E. faecium
CCM 4231 Enterocina CCM | L. monocytogenes DA-P Laukova & Czikkova.
4231 (1999).
0 WHE 81 Enterocina 81 L. monocytogenes 4d DA-F Ennahar y col. {1998).
S .50 Enterocina L50A., | P. acidifactici 347 Turbidimétrico Cintas y col. (1998).
O Enterocina L50 B
8 Enterocina P, E. faecium P13 Turbidimétrico Cintas y col. {2000).
£ Enterocina Q. E. faecium T136
% 671a Enterocina | E. faecium 20
W E. gallinarum Enterocina 012 Lb. sake LMG 13558 DA-P Jenes y col. (2000}.
012
E. mundtii Mundticina L.b. sake DSM 20017 Turbidimétrico Bennik y col. (1998).
ATO08

DA~ P: Difusidn en agar por el método de puntos. DA-F Difusion en agar por el método de fosas
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APENDICE 2

Preparacidn de los cultivos de trabajo Ay B

ﬁ O/ ﬂ\ 200ut. e . HH i
&y mwadlic 1R <

S~
30°C/24 —

M. luteus propagado de 20 mL de calde Assay Tubos Eppendorf Congelacién & —70°C
acuerdo z las con 200 pl de CULTIVO DE TRABAJD A
instrucciones de ATCC glicerot al 10%

il @ o/
—_— 2 !
(7
30°C /11 ha

M’

150 rev min™’ 30°C/36h
Cultivo de trabajo A 10 mL de calde BH Agar BHl Agar BH
30°C/24h
Cosecha de
toda la caja
1000 b
iR
e ¢
./
Tubos Eppendori 20 mi de caldo BHi -
Congelaciéna -70°C glicerol 10%

CULTIVO DE TRABAJO B
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APENDICE 2

Cuenta de células viables de M. {ufeus a partir de diferentes métodos de

conservacion
1 disco de agar 107 1072 410
imL Q 1mL imL N
* 1 chaguira
—_— 3 b [ b

* 400 pl de —

suspension en 3mL 9 mL 9 mL 9 mL
glicerot Agua pepionada Agua peplonada Agua peptonada Agua pepionada

* Antes (0 horas) y después (72 horas) de los procesos de secado (discos de agar) y
congelacién a —70°C (chaquiras con glicercl y medio de cultivo con glicerof).

A) VERTIDO EN PLACA

(D 15 mL

()

0 — &= — [
Dilucion de indeulo
l 30°C/48h

en agua peptonada Agar Assaya 37 - 40 °C
Contar el niimero de colonias desarrolladas

B) EXTENSICN SUPERFICIAL

4000t i 30°C/48 Contar el
s e ———p | Mmerode
R colonias
desarroltadas
Dilucion de indculo 20 mb de agar Assay 1%

eh agua peptonada
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APENDICE 4

Datos crudos de cuenta de células viables de M. jufeus a partir de diferentes
métodos de conservacion

Método de | Colonias obsevadas en piacas / UFC/mL
preservacion Inicial Final
Secado en
disce de agar 25 X100 2.5X 10" 25 X 10° 2.5X107
48 X10° 1.2 X 107 98 X 10° 2.5X% 10°
Congelaciéon en
chaquiras con 245 X 10° 2.5 X107 25 X 10° 2.5X107
glicerol a =70°C 86 X 10° 2.2 X107 25 X 10° 6.3X10°
Congelacion en
medio con 1.0 X 107 1.0X 107 25 X 10° 2.5 X 107
glicerola —70°C | 127 X 10" 3.2 X 10" 8 X 10° 2.0 X 10°

*Valor superior calculado por vertido en placa y valor inferior por extensién superficial

o Vertido en placa

UFC/mL = Promedio de las colonias contadas X Reciproco de la dilucion

o Extension superficial

UFC/mL= Promedio de colonias contadas X Reciproco de la dilucién

Volumen de la dilucion
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