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RESUMEN

Resumen

El pozol es una bebida acida, preparada a base de maiz nixtamalizado fermentado, es
de origen mesoamericano y en la actualidad sigue siendo consumida en el sureste de

México.

En la microbiota del pozol predominan las bacterias lacticas, las cuales se desarrollan
en gran cantidad durante su fermentacién. A diferencia de otras fermentaciones, en

ésta no se eliminan ciertas enterobacterias a pesar del pH bajo (alrededor de 4).

El estudio de bacterias lacticas es de importancia, ya que estos microorganismos
elaboran compuestos antimicrobianos para inhibir a otros miembros presentes en el
mismo ambiente. Diversas son las sustancias antagonicas que los microorganismos
producen para dominar en su habitat, entre ellas unos compuestos llamados
bacteriocinas, que son proteinas con actividad antimicrobiana, sobre todo contra
bacterias gram positivas, aunque se han reportado algunas capaces de actuar también

contra las gram negativas.

El objetivo de este trabajo fue determinar si en una coleccion de 80 cepas de bacterias
acido lacticas aisladas del pozol de Villahermosa, Tabasco, se encuentran algunas

cepas capaces de generar bacteriocinas.

vii



RESUMEN

La presencia de bacteriocinas de BAL (Bacterias acido lacticas), se llevd a cabo
aplicando el método de boton (Lewus y Montville, 1991), utilizando once
microorganismos indicadores; Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Bacillus cereus y cinco
cepas de Escherichia coli aisladas de pozol. Se encontrd actividad bacteriocinogénica
frente a bacterias gram positivas y gram negativas por 39 cepas BAL de las 80

bacterias que conformaban la coleccién.

Dado que la coleccion de BAL aisladas del pozol estd conformada por diversas
especies, es posible que las bacteriocinas producidas sean diferentes y como
consecuencia, difieran en el espectro de actividad que generan, asi como en sus

propiedades bioquimicas.

viii



INTRODUCCION

1. Introduccion

El pozol es un alimento fermentado en cuyo proceso de elaboracidn interviene una
microbiota compleja, dentro de la cual las bacterias lacticas ocupan un lugar
importante. Debido a la accidén de estas bacterias se acidifica la masa y se modifican
sus propiedades sensoriales; sin embargo la falta de higiene y la forma artesanal en la
gue se produce tiene por consecuencia la presencia de microorganismos indeseables,

como algunas bacterias patdgenas, lo que puede representar un riesgo para la salud.

Uno de los beneficios que presentan los alimentos fermentados es la disminucion del
pH hasta valores menores de 4.5, en donde la mayoria de las bacterias patdgenas se
inhiben. Del pozol, sin embargo, se han aislado cepas potencialmente patégenas de
Escherichia coli resistentes a la acidez (Sainz et al. 1998) que sobreviven en las
diferentes etapas del proceso de elaboracion. Del pozol se han aislado cepas de
Escherichia coli uropatogénicas (O1:H6 O1:H10), enteropatdégenicas (0O18:H53),
enterotoxigénicas (O8:H7, 0O8:H8, 08:H49, 011:H47, 0O20:HNM, 0173:H23) vy
enteroagregativas (Sainz et al. 2001). Lo anterior apoya la importancia que tiene el

encontrar una alternativa para controlar el crecimiento de estos microorganismos.

A través de la evolucion, los microorganismos han desarrollado distintos mecanismos

para competir por nutrientes en su medio ambiente (Jack et al. 1995). Diversas son las
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sustancias antagénicas que los microorganismos producen para dominar en su habitat,

entre éstas figuran las bacteriocinas.

Las bacteriocinas son definidas como proteinas biolégicamente activas contra
miembros de la misma especie o0 especies muy relacionadas a la cepa productora. En
la naturaleza existe una enorme diversidad de este tipo de substancias. Las
bacteriocinas han sido encontradas en casi todas las especies de bacterias acido
lacticas (BAL) examinadas hasta la fecha y aun dentro de una especie podrian ser

producidos diferentes tipos de bacterocinas.

El objetivo de este trabajo fue buscar dentro de las BAL aisladas del pozol, la
existencia de actividad bacteriocinogénica capaz de inhibir bacterias patdégenas, como
las cepas de E. coli aisladas del pozol que no se inhiben a valores bajos de pH. Esto
podria ser utilizado en un futuro como estrategia en la conservacion e inocuidad del

pozol y de otros alimentos.




ANTECEDENTES

2. Antecedentes

2.1 El pozol

Es una bebida acida y refrescante que se consume desde la época prehispanica en el
sureste de México; el término pozol viene del nahuatl pozolli, que significa espumoso.
Para su consumo se utiliza diluyendo en agua una masa fermentada de nixtamal (maiz
hervido en agua con cal) (Cruz y Ulloa, 1973). Se ingiere como bebida ceremonial, es
un alimento basico en las poblaciones indigenas del sureste de México y es una bebida
refrescante utilizada por los mestizos de la misma region del pais (Ulloa y Herrera,

1982).

Algunos grupos étnicos como los chontales y choles de Tabasco; los mayas de
Campeche, Yucatan y Quintana Roo; los lacandones, tzotziles o chamulas, tzeltales,
choles y mames de Chiapas; los zapotecos de Oaxaca y los mayas preparaban
cataplasmas de pozol enmohecido para curar infecciones cutaneas; también lo
utilizaban como ofrenda en ceremonias relacionadas con el cultivo y la cosecha del
maiz (Ulloa et al. 1987). El pozol se consume como alimento basico y también se utiliza
con fines medicinales para controlar diarreas, ademas para reducir la fiebre se adiciona

con miel de abeja.

La fermentacion del pozol es llevada a cabo por una microbiota natural, que esta

constituida por bacterias, levaduras y hongos.
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2.1.1 Elaboracién

Las diferentes etapas de elaboracion del pozol comienzan desde la limpieza del maiz,
en la cual se elimina el material extrafio y granos podridos que darian un mal aspecto
al pozol. El paso siguiente es la nixtamalizacién del maiz, la cual consiste en la coccion
de los granos en agua con cal, lo que tiene como objetivo la separacion del hollejo o
cascarilla del grano. Lo que sigue es el lavado del nixtamal, que se lleva a cabo con
agua, ya sea de rio o agua potable, con el fin de eliminar la cal y el hollejo; después se
lleva a cabo una segunda coccion, también llamada “reventado” que consiste en cocer
el nixtamal en agua hasta que el grano de maiz “revienta’ o “florea”. Esta segunda

coccion solo se lleva a cabo por los productores mestizos (Wacher, 2000).

El remojo, fase que precede a la molienda, se lleva a cabo con agua del ultimo lavado
del nixtamal (frio) o con el agua que se utilizé en el reventado (caliente), dependiendo
del productor que elabora el pozol. Por lo regular dura toda la noche, y tiene como
funcion aumentar la retencién de agua. La molienda se lleva a cabo la mafana
siguiente de la nixtamalizacion, o del reventado, ya sea en un molino de mano o que se
lleven a moler a un molino de nixtamal comercial. La principal fuente de contaminacién

de la masa ocurre durante esta etapa, ya que el molino no se limpia con frecuencia.

La elaboracion de la bola se hace inmediatamente después de la molienda, en donde
se forman bolas con la mano, con masa previamente amasada de forma vigorosa.
Estas bolas se elaboran moldeando la masa con las dos manos, o sobre la mesa, que

generalmente, se enjuaga previamente con agua. Durante la formacién de la bola, la




ANTECEDENTES

masa también se contamina (debido a la manipulacién de la masa con las manos y a

gue se agrega agua no potable).

El pozol se envuelve con hojas de platano (tradicionalmente); sin embargo, también es
comun encontrarlo cubierto con bolsas de plastico. En la figura 1 se esquematiza el

proceso elaboracién pozol.

El pozol que es preparado el mismo dia no es muy acido, aunque presenta cierto grado
de fermentacién, ya que el tiempo que transcurre desde su preparacion hasta su
consumo es aproximadamente de 8 horas, lo cual es suficiente para que las bacterias
lacticas, responsables de la acidificacion, alcancen su maximo desarrollo (Diaz et al.

2003).

El pozol maduro (que esta fermentado) puede tener desde unas horas hasta 30 dias o
mas de fermentacion a temperatura ambiente, en el Ultimo caso presenta un notorio

crecimiento superficial de mohos (Carias et al. 1993).
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Limpieza del Maiz

Nixtamalizacion

Lavado

\ 4

Segunda coccién’

Remojo

Molienda

\ 4

Elaboracion de la bola

|

Envoltura

\ 4

Fermentacioén

Figura 1. Diagrama de flujo del método de elaboracién de pozol indigena de Chiapas.
La segunda coccidn so6lo se presenta con ciertas poblaciones (Cafias et al. 1993).
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2.2 Microbiologia del pozol

La microbiota del pozol es compleja, ya que esta constituida por bacterias, levaduras y
hongos (Wacher et al.1993). Se ha demostrado que las BAL representan una fraccion
importante de la microbiota de la masa del pozol, ya que estan presentes en todas las
etapas de la fermentacion, ademas de ser las causantes principales de la acidificacion
del pozol. Estas bacterias constituyen del 89% al 94% de la microbiota activa de la
masa del pozol y, dentro de éstas, predominan los géneros: Streptococcus,
Lactococcus y algunos Leuconostoc (Wacher, 2004; Ben Omar y Ampe, 2000).

Algunas de las especies presentes en el pozol se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Bacterias lacticas aisladas del pozol.

Streptococcus macedonicus® Lactobacillus delbrueckii®
Streptococcus bovis® Lactobacillus plantarum”
Lactococcus lactis® Lactobacillus casei’
Enterococcus sulfureus® Lactobacillus fermentum®
Leuconostoc mesenteroides® Enterococcus saccharolyticus®
Weissella paramesenteroides® Lactobacillus pentosus®

a) Diaz et al. 2003
b) Escalante et al. 2001
c) Ben Omar et al. 2000
d) Ampe et al.1999
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2.2.1 Bacterias Acido Lacticas

Las Bacterias Acido Léacticas (BAL) son un grupo de microorganismos que comparten
ciertas caracteristicas ya que son Gram positivos, no esporulados y microaerofilicos
(De Vuyst y Vandamme, 1994). Dentro de las BAL se incluyen diversos géneros como
son: Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Jay,
1992; Requena, 1995). Las BAL comunmente se utilizan como cultivos iniciadores para
la fermentacion de alimentos y bebidas, contribuyendo principalmente al desarrollo de
textura, sabor y aroma. Por otra parte las BAL acttan inhibiendo el crecimiento de
ciertas bacterias patdgenas y de descomposicion dando lugar a productos alimenticios
estables y relativamente seguros (Kelly et al. 1996; Franz et al. 1998; Zamfir et al.

1999).

Las BAL se utilizan en productos consumidos por el hombre desde siglos atras, como
por ejemplo en los alimentos fermentados. En general, su consumo no implica riesgos
para el humano y tienen status GRAS (Generally Recognized As Safe) para su uso en
alimentos, ya que se utilizan como cultivos iniciadores en alimentos fermentados
(Stiles, 1996). Estas proporcionan a lo largo de la fermentacion una mejora en las

propiedades sensoriales del alimento en el que estan presentes.

Ademas, las BAL tienen gran potencial de bioconservacion debido a las sustancias
antimicrobianas que producen (acidos como: el lactico y acético; metabolitos como:
diacetilo, peréxido de hidrégeno y bacteriocinas). Con respecto a esto, se ha reportado

el uso del pozol en la antigiiedad para combatir infecciones (Cruz y Ulloa, 1973).
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2.2.2 Bacterias indeseables

Las bacterias patdgenas se definen como microorganismos capaces de causar alguna
enfermedad. La patogenicidad representa una forma de versatilidad y especializacion
gue permite a ciertos microorganismos penetrar y replicarse dentro de un organismo y
dafar a células huésped, produciéndole cambios fisioldgicos y anatémicos (Brock,

2003).

Una de las caracteristicas mas significativas de los alimentos fermentados es que
durante su proceso fermentativo se inhiben microorganismos indeseables, como son
los patdégenos, esta inhibicién puede darse como consecuencia del crecimiento de las
BAL que compiten por los nutrientes (consumidos preferentemente por quienes llevan a
cabo la fermentacion, al crecer en forma masiva) y a que sintetizan sustancias
antimicrobianas, como acidos organicos, bacteriocinas u otras sustancias inhibidoras

(Wacher, 1995).

La mayoria de los microorganismos patdégenos se ven inhibidos o disminuye la
concentracion de éstos, debido al descenso del pH causado por las BAL, lo que trae
como beneficio una menor cuenta de esta microbiota patégena. Sin embargo, hay
ciertos microorganismos patdégenos que llegan a sobrevivir en el proceso de

fermentacion y/o se incorporan al alimento por contaminacién cruzada.

Una de las propiedades que tienen algunos patdégenos presentes en el pozol y en otros

alimentos, es la capacidad de sobrevivir en condiciones acidas (Sainz et al. 2005). Esta
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resistencia a un bajo pH es importante para patdgenos transmitidos por los alimentos,
ya que requieren sobrevivir el paso por el estbmago, que se encuentra a valores de pH
bajos (2-3). Entonces, al incrementar su resistencia al pH bajo podria aumentar su

virulencia.

2.2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerébico facultativo, mévil por flagelos y
no forma esporas. Las cepas de E. coli llegan a causar dos sindromes generales: (i)
infeccidn en el tracto urinario, (ii) enfermedades entéricas y diarréicas (Miliotis y Bier,

2003).

La &cido resistencia es una de las caracteristicas mas destacadas que tiene E. coli que
se encontré en diferentes muestras de pozol. Sainz et al. (2001 y 2005) mostraron la
presencia y sobrevivencia de cepas de E. coli enteropatdogena (EPEC) la cual
interacciona con las células epiteliales produciendo una lesion histopatologica
caracteristica conocida como lesion (A/E) (Doyle y Beuchat, 2007) y la presencia de E.
coli enterotoxigénica (ETEC) la cual produce enterotoxinas termolébiles vy
termoestables que provoca la acumulacion de liquido y una respuesta diarreica (Doyle
y Beuchat, 2007). Este tipo de microorganismos se encontraron en el pozol a pesar de
los bajos valores de pH de (4.9 y 3.7) a las 48 horas de fermentacion de la masa (Sainz

et al. 2001).
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El agua no potable, es el vehiculo mas comun por el cual hay incidencia de Escherichia
coli en alimentos, asi como por falta de higiene personal en la preparacion de los

mismos (Miliotis y Bier, 2003).

2.2.2.2 Salmonella enterica

Salmonella enterica subgrupo enterica serotipo Typhimuriun conocida como Salmonella
Typhimurium, es un bacilo Gram negativo, aerobio, que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. En humanos causa salmonelosis y gastroenteritis (Miliotis y Bier,

2003, McCormick et al. 1995).

Al crecer Salmonella Typhimurium en condiciones ligeramente &cidas (pH 5.8), Leyer y
Johnson (1993) encontraron cierta tolerancia a otros tipos de estrés, como el calor,
medio salino y agentes superficiales activos. Esta tolerancia es llamada proteccion
cruzada, que es cuando un estado de estrés confiere proteccion contra otros tipos de
estrés. Esto trae como resultado que las enterobacterias al pasar por el estomago, se
preparen para tolerar otros tipos de estrés presentes en el intestino haciéndolas

resistentes.

Los nifilos son los méas propensos a contraer salmonelosis. La tasa de infecciones
diagnosticadas en nifios menores de cinco afios de edad es cinco veces superior a la
tasa en todas las demas personas. Los nifios pequefios, los ancianos y los
inmunosuprimidos son los mas propensos a tener infecciones graves (C.D.C.

“salmonelosis”). Es comun encontrar esta bacteria en carne de cerdo, carnes
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fermentadas, leche bronca, huevo y productos de huevo (Miliotis y Bier, 2003; Brock

2003).

2.2.2.3 Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, esporulado y mavil.
Es una bacteria que causa intoxicacion por consumo de alimentos contaminados.
Produce dos tipos de sindromes: el diarréico y el emético. El tipo diarreico de
intoxicacion alimentaria es provocado por una(s) enterotoxina(s) producida(s) durante
el crecimiento vegetativo de Bacillus cereus en el intestino delgado, mientras que la
toxina emeética es producida por células que crecen en el alimento (Doyle y Beuchat,

2007).

Las bacterias del género Bacillus pueden ser importantes en la fermentacion de
leguminosas, cereales y otros sustratos. Cepas amiloliticas de Bacillus estimulan el
crecimiento de las bacterias lacticas al hidrolizar el almidén de los granos (Achi, 1990).
Hay reportes que muestran la presencia de este microorganismo en arroz y alimentos
con alto contenido de azlcares; sin embargo, generalmente son consideradas

indeseables, porque dentro de este género se encuentra la especie Bacillus cereus.

Ademas, algunas cepas de B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. circulans, B.
lentus, B. thuringiensis, B. polimixa, B. carotarum y B. pasteurii han sido reportadas

como patégenas (Miliotis y Bier, 2003; Jay, 1992; Wacher, 1995). Se ha encontrado la
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presencia de Bacillus en masas de pozol recién elaboradas, como son: B. lentus, B.

mycoides y B. cereus (Rivera, 2001).

Bacillus cereus esta muy difundido en la naturaleza, aislandose frecuentemente en la
tierra y en las plantas en crecimiento, por ello normalmente se encuentra en alimentos
como aquellos con alto contenido de almidon (tubérculos), productos lacteos y

vegetales (Miliotis y Bier, 2003; Brock, 2003; Doyle y Beuchat, 2007).

2.2.2.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva, catalasa positiva, de movilidad
dudosa por flagelos, psicrotrofa, no genera esporas, acido tolerante, resistente a
concentraciones elevadas de NaCl (> a 10%), sobrevive a temperaturas bajas (3T) y
es anaerobia facultativa. En mujeres embarazadas provoca aborto espontaneo, muerte

fetal, parto prematuro y septicemia neonatal severa (Ogunmodede, 2005).

Este patdgeno intracelular entra en el cuerpo a través del tracto gastrointestinal, con la
ingesta de alimentos contaminados, penetra mediante fagocitosis tanto en células
fagociticas como en fagocitos no especializados, inmediatamente después de la
entrada, las bacterias son interiorizadas en vacuolas unidas a la membrana que son
lisadas. Las bacterias intracelulares quedan libres en el citosol y comienzan a
multiplicarse. Esto es frecuente en individuos con inmunidad celular disminuida

incluyendo: recién nacidos, ancianos, pacientes inmunosuprimidos con farmacos (como
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por ejemplo esteroides) o aquellos con enfermedades inmunosupresoras (SIDA).

Afecta frecuentemente a mujeres embarazadas.

Listeria monocytogenes es capaz de sobrevivir y crecer en tierra y en agua. Se ha
presentado en una gran variedad de alimentos crudos y procesados; carnes, lacteos,
mariscos, huevos y verduras, estos son los mas susceptibles al ataque de este

microorganismo (Doyle y Beuchat, 2007; Miliotis y Bier, 2003; Cox, 1989).

2.2.2.5 Proteus mirabilis.

Proteus mirabilis es una bacteria Gram negativa y anaerobia facultativa. Es una
bacteria uropatdgena oportunista importante; aunque no suele causar infeccion urinaria
en el huésped normal, puede causar infeccion urinaria grave, especialmente en
pacientes con catéter urinario 0 en personas con anomalias estructurales de las vias
urinarias y se asocia frecuentemente con la vejiga y la formacion de calculos renales
(Sosa y Zunino, 2009). Se le ha encontrado en polvo y no es comun encontrarla en
alimentos; sin embargo, cuando se llega a ingerir al microorganismo puede provocar

infecciones urinarias.

El género Proteus se caracteriza por su rapida movilidad, causa descomposicion en los
alimentos, principalmente en carne fresca, aves, mariscos y leche (Brock, 2003). Se ha
reportado la presencia de Proteus vulgaris en la superficie de quesos madurados

(Deetae et al. 2009).
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2.2.2.6 Staphylococcus aureus

Los miembros del género Staphylococcus son cocos Gram positivos que se agrupan
regularmente en racimos, inmoéviles, no esporulados, dan positiva la reaccion de la
catalasa y por lo general producen una microcdpsula de naturaleza polisacarida
(Bannerman, 2003). Algunos de los miembros del género Staphylococcus forman parte

de la microbiota de la piel en humanos.

Las personas son el reservorio principal de los estafilococos involucrados en la
enfermedad humana, incluyendo S. aureus. Llegan al alimento ya sea por la
inoculacion de este microorganismo en la preparaciéon de alimentos, higiene deficiente

en su preparacion o mala limpieza de los utensilios (Doyle y Beuchat, 2007).

Staphylococcus aureus, el patdbgeno mas importante del género, produce infecciones
de piel y tejidos blandos, infecciones invasoras y cuadros toxicos, genera enterotoxinas
termoestables que actlan sobre el intestino delgado, causando secrecién masiva de
liguidos en la luz intestinal. La intoxicacion mas comun es la gastroenteritis

estafilococica.

Los sintomas de intoxicacion alimentaria estafilocOcica suelen ser los siguientes:
nauseas, vomito, retortijones abdominales intensos, diarrea, sudoracion, cefalalgia,
abatimiento y un eventual descenso de la temperatura corporal. Estos sintomas, que

generalmente duran de 24 a 48 horas, suelen aparecer dentro de las 4 horas

15



ANTECEDENTES

siguientes a la ingestidon del alimento contaminado. Este microorganismo se encuentra

frecuentemente en productos lacteos y carnicos (Brock, 2003).

2.2.2.7 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus es una bacteria Gram positiva, esférica, saprotréfica y aerdbica. Se
encuentra en el suelo, polvo, agua, aire y como parte de la microbiota de la piel de los
mamiferos. La bacteria también coloniza la boca, las mucosas, y el tracto respiratorio
superior. Se ha reportado alto grado de incidencia de este microorganismo en el
pescado ademas de que esta bacteria puede ocasionar enfermedad o intoxicacion

alimentaria (Centeno, 2005).
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2.3 Bacteriocinas

2.3.1 Definicion.

Las bacteriocinas son proteinas biolégicamente activas que se encargan de inhibir o
eliminar el crecimiento de especies similares o muy relacionadas a la cepa productora.
Las bacteriocinas que son de naturaleza proteinica, difieren de los antibiéticos, ya que

las bacteriocinas son de naturaleza proteinica y los antibioticos no.

Un antibidtico puede ser considerado como cualquier molécula quimica producida por
los microorganismos que es dafina para el crecimiento de otros microorganismos,

generalmente, los antibioticos son metabolitos secundarios (Brock, 2003).

Las bacteriocinas no se consideran antibidticos ya que son producidas
ribosomalmente, mientras que los antibiéticos son compuestos producidos por el
metabolismo celular y son usados para inhibir microorganismos causantes de
enfermedades infecciosas, por ello su uso en alimentos esta prohibido (Hoover y
Steenson, 1993), ya que la administraciéon abundante de agentes antimicrobianos
como son los antibidticos ha conducido a la aparicion y a la persistencia de cepas

resistentes (Doyle y Beuchat, 2007).

Existen estudios que demuestran que dentro de un entorno alimentario, hay bacterias
gue pueden intercambiar material genético que confiere resistencia a antibiéticos. Esto

ocurre no solo entre las bacterias de la misma especie (Salmonella - Salmonella), sino
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también entre bacterias de especies diferentes (Salmonella - E. coli). Ademés indican
gue los genes que confieren resistencia son muy maéviles y demuestran claramente la
facilidad con la que se puede transmitir resistencia a los antibioticos en todo el entorno

alimentario (Duffy y Walsh, 2005).

Las bacteriocinas producidas por las BAL presentan una serie de caracteristicas que
las convierten en candidatas adecuadas para ser usadas como conservadores de

alimentos, tales como el presentar:

- Naturaleza proteinica, que hace que sean inactivadas por las enzimas del tracto

gastrointestinal.

- Una aparente ausencia de toxicidad y escasa inmunogenicidad en animales de

experimentacion.

- Falta de actividad frente a células eucariotas.

- Una termorresistencia general (sobre todo las bacteriocinas de tamafio pequefio) lo
gue permite que conserven su actividad antimicrobiana tras ser sometidas a

temperaturas similares a las de pasteurizacion (Chen y Hoover, 2003).

Las bacteriocinas constan de una parte proteinica esencial que les da el caréacter
bactericida, ya sea por una cadena de aminoacidos especifica en su estructura o

porque estén unidas a macromoléculas como pueden ser lipidos o carbohidratos.
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Las bacteriocinas son sintetizadas por los ribosomas durante la fase exponencial de
crecimiento de la célula productora, como péptidos precursores, éstos son cortados de
un péptido lider para formar la molécula biolégicamente activa. Algunas de ellas como
los lantibidticos (bacteriocinas que presentan deshidratacion de serina y treonina, clase
I) sufren modificaciones postraduccionales en la molécula precursora antes del

rompimiento del péptido lider.

Las bacteriocinas presentan en su estructura, conglomerados de aminoacidos
cargados positivamente que favorece su unién con la bacteria blanco. Los residuos de
aminodacidos tienen la caracteristica de tener funciones especificas dentro de la
proteina, como darle estabilidad en la conformacion espacial de la bacteriocina. Como
ejemplo esta la lantionina y B metil lantionina. En otros casos hay grupos como la
cistina y deshidroalanina que pueden incrementar su actividad. Las bacteriocinas que
contienen lantibiéticos en su estructura presentan conformaciones muy semejantes.
Son péptidos helicoidales anfifilicos con mayor flexibilidad en soluciones acuosas que
favorecen su actividad en comparacion con soluciones lipofilicas donde la estructura

tiende a ser mas rigida (Jack et al. 1995).

Se han investigado una gran cantidad de bacteriocinas de bacterias lacticas aisladas
de diversas fuentes, algunas de ellas se muestran en la tabla 2. Se puede aprovechar
esta gran diversidad de moléculas para que puedan ser utilizadas como inhibidores de
microorganismos patégenos en los alimentos y evitando el uso de conservadores

haciendo de un alimento, un producto seguro y mas natural.
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Se sabe que el espectro de inhibicién de las bacteriocinas producidas por bacterias

Gram positivas se restringe a bacterias Gram positivas; sin embargo, dicho espectro

puede variar significativamente, desde uno relativamente estrecho como en el caso de

lactocinas, las cuales solamente inhiben a Lactococcus (Roos, 1999), hasta las de

mayor espectro, que pueden inhibir a las Gram negativas.

Tabla 2. Bacteriocinas producidas por bacterias lacticas aisladas de diversas fuentes.

Bacteria acido lactica

Bacteriocina

Origen de la cepa

Lactococcus lactis ssp. lactis IPLA* 972

Nisina Z%
Lactococina 9722

Quesos artesanales asturianos

Lactobacillus sakei Lb 706°

Lactobacillus sakei 251°

Sakacina A°

Sakacina B¢

Aislada de productos carnicos®

Salchicha seca griegaOl

Lactobacillus curvatus LTH 1174

Curvacina A®°

Productos carnicos fermentados
(salchicha)

Streptococcus macedonicus
ACA-DC 198

Macedocina ®

Aislado del queso griego tradicional
(Kasseri)

Weissella cibaria 110

Weissellicina 110

Pescado fermentado de Tailandia
“Plaa-Som”

Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides FR 52

Mesenterocina 52 °

Leche cruda

Streptococcus bovis HI50

Bovicina HJ50"

Leche cruda

Streptococcus macedonicus

Macedocina' y
lantibiéticos'

Quesos fermentados

Lactobacillus plantarum

Plantaricina’

Cerveza de sorgo

a) Martinez, 1996

b) Messens et al. 2003
c) Schillinger et al. 1989
d) Samelis et al. 1994.

e) Poirazi et al. 2006
f) Srionnual et al. 2007
g) Mathieu et al. 1993
h) Xiao et al. 2004

i) Papadelli, 2007
j) Van Reenen et al. 1998
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2.3.2 Clasificacion

Las BAL son capaces de producir distintos tipos de bacteriocinas. La mayoria de estas
bacteriocinas son péptidos catidnicos, hidrofobicos o anfifilicos, compuestos de 20 a 60
aminoacidos (Nes y Holo, 2000). Los aminoacidos que le dan a la proteina sus
caracteristicas hidrofébicas y catidnicas son: alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, metionina, fenilalanina, triptéfano (hidrofobicos); lisina, arginina e histidina
(catidnicos). Estas bacteriocinas han sido agrupadas segun sus diversas
caracteristicas, tales como: espectro de inhibicibn, mecanismo de accion, estructura

quimica, tamafio y resistencia a la temperatura (Alvarez, 2008).

Klaenhammer (1993) propuso cuatro clases de bacteriocinas producidas por BAL en

funcion de sus caracteristicas estructurales y su actividad bioldgica.

La clase | son los lantibiéticos. Grupo integrado por péptidos termoestables (<5 kDa),
caracterizados por la presencia de deshidroaminoacidos y aminoacidos tioéter
(deshidroalanina, deshidrobutirina, lantionina y B-metil-lantionina) en su estructura; que
se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de la traduccion. La
formacion de aminoacidos no comunes se explica por la deshidratacion de los
aminodacidos serina y treonina, con la posterior adicién de los &tomos de azufre de la
cisteina a los dobles enlaces de los deshidroaminoacidos. El ejemplo mas conocido es

la nisina (Meghrous et al. 1999).
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Con base a las caracteristicas estructurales y su modo de accién, los lantibiéticos han
sido subdivididos en dos subgrupos: Ay B. Los lantibiéticos tipo A inhiben a las células
sensibles por despolarizacion de la membrana citoplasmatica, son mas grandes que

los lantibioticos tipo B y su tamafio varia entre 21 y 38 aminoacidos.

La nisina es un lantibiético de tipo A (Figura 2) y es la bacteriocina mejor estudiada de
las bacterias Gram positivas. Los lantibioticos de tipo B tienen una estructura
secundaria mas globular y no exceden los 19 aminoé&cidos. Los lantibiéticos de tipo B
funcionan a través de inhibicion enzimatica. Un ejemplo es la mersacidina, la cual

interfiere con la biosintesis de pared celular.

Figura 2. Estructura molecular de un lantibiotico. La nisina A es una molécula tipicamente alargada
formada por péptidos flexibles (tipo A) que actian rompiendo la integridad de la membrana.
Tomado de: McAuliffe et al. 2001.

Las bacteriocinas de las BAL de clase Il (No lantibi6ticos) son también pequefias, con
una variacion de tamafio de 30 a 60 aminoacidos, son estables al calor y no contienen
lantionina en los péptidos. Se han propuesto varios subgrupos dentro de esta clase de
bacteriocinas (Nes et al. 1996; Van Belkum y Stiles, 2000) pero su naturaleza
heterogénea hace que una inclusibn en una uUnica clase sea complicada, y se

subclasifican en 3 grupos:
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La clase lla: Es el grupo mas grande y sus miembros se distinguen por tener una
actividad compartida contra Listeria monocytogenes. Semejante a los lantibidticos de
tipo A, las bacteriocinas de clase lla actian a través de la formacion de poros en la

membrana citoplasmatica (Figura 3).

Figura 3.- Sakacina P, bacteriocina clase lla, producida por Lactobacillus sake
(Tichaczek et al, 1992) imaaen tomada de OPM Database: Lactobacillus sake

La clase llb: La lactocina G y la lactocina M, forman poros en las membranas de sus
células blanco y estan compuestas por dos proteinas que funcionan
complementariamente, un ejemplo es la figura 4. Cotter et al. (2005), proponen dos

subgrupos mas, aparte de los dos antes mencionados, clases lic y Ild, que serian:

Figura 4. Plantaricina A, bacteriocina clase IlIb, producida por Lactobacillus plantarum
(Nissen-Meyer, 1993) imagen tomada de OPM Database: Lactobacillus plantarum

La clase llc: Las bacteriocinas pertenecientes a esta clase se agrupan sobre la base de
presentar la unién covalente de sus extremos C y N, dando lugar a una estructura

ciclica. Si bien hay pocas bacteriocinas ciclicas descritas, los autores proponen dos
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subdivisiones en esta clase con base en el porcentaje de similitud en la secuencia de
aminodcidos: la subclase c (i), que comprende la enterocina AS-48 (Figura 5) y la
circularina A (no perteneciente a las bacteriocinas de las BAL); y la subclase c(ii), que
comprende la gasericina A, reutericina 6, la butirivibriocina AR10 (no perteneciente a
las bacteriocinas de las BAL) y, aunque aun no se ha determinado su estructura
circular, la acidocina B. Algunos otros ejemplos son: enterocina P, B y L50, que son
péptidos conformados por grupos tiol (-SH) activos que requieren cisteina reducida

para activarse.

Figura 5. Enterocina AS-48, bacteriocina clase llc, producida por Enterococcus faecalis (Gonzalez
et al. 2000) imagen tomada de OPM Database: Enterococcus faecalis

La clase lld: Incluye el resto de pequefias bacteriocinas no lantibiéticos formadas por

un péptido lineal Unico.

La clase lll: Se trata de bacteriocinas complejas en cuanto a su actividad y/o su
estructura proteinica, sensibles al calor. Como ejemplo cabe citar las helveticinas J y V

y la lactocina B.

Actualmente este grupo también puede encontrarse bajo la denominacion de

bacteriolisinas y no se aconseja su inclusion entre las bacteriocinas (Cotter et al. 2005).
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La clase IV se caracteriza por incorporar carbohidratos o lipidos en la molécula para
tener actividad. Estas bacteriocinas incluyen glicoproteinas, lipoproteinas vy
glicolipoproteinas. Algunos ejemplos incluyen la leuconocina S y la lactocina 27 (Upetri,

1975).

Las bacteriocinas mejor estudiadas de las BAL son las de las clases | y Il
posiblemente debido a que al ser termorresistentes son mas adecuadas para ser

usadas en conservacion de alimentos.

En la tabla 3 se observa la clasificacion y caracteristicas por grupo y subdivision de las

bacteriocinas.
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Tabla 3. Clasificacidon y caracteristicas de bacteriocinas por grupo (Klaenhammer, 1993
y Cotter et al. 2005).

Clase |
(lantibioticos)

no comunes por
deshidratacion de
serina y treonina,
con la posterior
adicion de azufre
de la cisteina a los
dobles enlaces de

Clas_e o!e Caracteristicas Subgrupos Caracter_lsftl_c,as de Ejemplos
bacteriocina subdivisiéon
Péptidos Inhiben a las células sensibles
termoestables (<5 por despolarizacion de la
kDa), aminoéacidos la membrana citoplasmatica, nisina

estos son mas grandes que los
lantibioticos tipo B

Tienen una estructura
secundaria mas globular y no

_ Ib exceden los 19 aminoacidos. | mersacidina
los deshidro- Funcionan a través de
aminoacidos. inhibicién enzimatica.
Es el grupo mas grande y se
lla o!isjingue por tener una pediocina
Su tamafio va de act_|V|da}d compartida contra PA-1
30 2 60 Listeria monocytogenes.
aminoécidos (<10 Son formadores de complejos
kDa) , son estables que consisten Lactococina
Clase Il (no al calor y no en dos péptidos diferentes. A
o ) lIb - .
lantibioticos) contienen Ambos péptidos son Lactococina
lantionina ni necesarios para una mejor B
aminoacidos actividad antimicrobiana.
modificados en los
peptidos Presentan la unién covalente | Divergicina
lic de sus extremos C y N, dando
lugar a estructuras ciclicas.
Son péptidos grandes, mayores de 30 kDa. Bacteriocinas h -
. 7" o elveticinas
Clase lll complejas en cuanto a su actividad y/o su estructura proteinica; JyV
son sensibles al calor. y v,
Se caracterizan por incorporar carbohidratos o lipidos en la leuconocina
Clase IV molécula para tener actividad. Estas bacteriocinas incluyen S
glicoproteinas, lipoproteinas y glicolipoproteinas. lactocina 27
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2.3.3 Caracteristicas de las bacteriocinas

Las bacteriocinas de las clases | y Il de son estables al calor y a pH &cido; sin embargo

la resistencia al calor esta en funcion del pH en el que se encuentran (Tabla 4).

Algunas caracteristicas importantes de ciertas bacteriocinas estan relacionadas con su
carga neta. La primera es que muchas bacteriocinas tienen mayor actividad bacteriana
a un pH menor a 5 y la segunda es que su adsorcion a la superficie celular de las
bacterias sensibles es dependiente del pH, con una maxima adsorcion a pH=6 o mayor
y con una minima a un pH cercano a 2, lo cual es una ventaja ya que la mayoria de los
alimentos fermentados, mantienen un pH acido, mismo que facilitaria la accién de la

bacteriocina frente al microorganismo sensible.

La termorresistencia de las bacteriocinas permite que éstas permanezcan activas
después de los tratamientos térmicos, como por ejemplo la pasteurizacion; este
tratamiento se lleva a cabo a 63<C por 30 min. La t ermorresistencia es una ventaja de
algunas bacteriocinas (Zapata et al. 2009), la cual puede ser debida a que son

estructuras globulares pequefias y a que tienen enlaces entrecruzados estables.
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Tabla 4. Propiedades de algunas bacteriocinas de las clases | y Il (Chen y Hoover,

2003).

Clase

Bacteriocina

Propiedades

Clase |

Lactacina A

Estable a 100 por 10 min a
pH=5, 90T por 10 min a
pH=7

Nisina

Estable a 121TCy
calentamiento prolongado a
pH=2, llega a ser menos
estable a pH=5.7

Plantaricina C

Estable a 100C por 60 min,
121<C por 10 min, estable a
pH acido y neutro.

Clase Il

Pediocina MXVK133

Estable a 121 por 15 min,
pH=6 y almacenamiento a
20C

Bavaracina A

Estable 100C por 60 miny
pH=2-9.7

Lactococcina MMFII

Estable a 70T por 30 min a

pH=5 - 6.
Pediocina PA-1 Estable a 80‘_C por 60 min a
pH= 4-6.
Pediocina 126 Estable a 100_°por 120 min a
pH=2-3.

Debido a que la mayoria de las bacteriocinas producidas por las bacterias acido

lacticas tienen mayor efecto a un pH bajo, otra estrategia seria encontrar mas

bacteriocinas pertenecientes a BAL y el posible uso de estas bacteriocinas contra

microorganismos resistentes a la acidez.
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2.3.4 Produccion de bacteriocinas

La produccion de algunas bacteriocinas puede ser favorecida bajo ciertas condiciones
de crecimiento. Por ejemplo, las condiciones de incubacion, como son la temperatura,
el pH y el tiempo de incubacién, influyen fuertemente en la produccion de bacteriocinas
activas. Las condiciones 6ptimas de produccion deben ser determinadas para cada

organismo productor (Carolissen-Mackay, 1997).

La composicion del medio de crecimiento también afecta ampliamente en la produccion
de bacteriocinas (De Vuyst, 1995). En general, los medios complejos que contienen
una fuente rica en nitrégeno, son 6ptimos para el aumento de produccion de muchas
bacteriocinas (Yang et al. 1994). Por ejemplo, la produccién de bacteriocinas de
bacterias lacticas se ve favorecida en medios que contienen cantidades significantes
de péptidos con peso molecular en el intervalo de 3000 a 6000 Da para su sencilla

digestion.
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2.3.5 Factores de produccion.

La produccién de bacteriocinas puede depender del ambiente en el que se desarrolle la
bacteria productora y de la actividad fisiologica de la misma. La mayoria de las
bacteriocinas estudiadas hasta la fecha, producen a las bacteriocinas como metabolito
primario y, en consecuencia, su produccion esté en funcién del aumento en la biomasa.
Por otro lado, el control del pH a lo largo de la fermentacion puede resultar en titulos

mas altos de actividad (De Vuyst y Vandamme, 1994).

2.3.6 Mecanismo de produccién.

Las bacteriocinas se sintetizan en los ribosomas a partir de transcritos procedentes de
la expresion del correspondiente gen estructural. Se traducen como prepéptidos
inactivos con una extension amino terminal de 24 a 30 residuos en el caso de los

lantibi6ticos 0 mas corta (18 a 24 residuos) en las bacteriocinas no lantibioticas.

2.3.7 Translocacion de proteinas

Las bacterias secretan diversas proteinas entre las que se incluyen toxinas, adhesinas
y enzimas hidroliticas que requieren en su ciclo de vida. La mayoria de los estudios se
han desarrollado con bacterias Gram negativas, en las que las proteinas a translocarse
tienen que atravesar dos barreras lipidicas separadas por el espacio periplasmico y la
capa de peptidoglicano: la membrana citosélica o membrana interna (Ml), y la

membrana externa (ME) que estd compuesta principalmente por lipopolisacaridos. En
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las bacterias Gram positivas la secrecion de proteinas hacia el exterior celular requiere
del transporte a través de una sola membrana sin embargo, dicho proceso ha sido
poco estudiado en estos microorganismos. Recientemente, con la secuenciacion de los
genomas de diferentes bacterias Gram positivas, se ha encontrado que muchos de los
genes que participan en el proceso de secrecion y que originalmente fueron
identificados en Escherichia coli, también estdn presentes en estos organismos. Los
componentes de la maquinaria principal de translocacion (denominada sistema Sec) en
bacterias Gram negativas y Gram positivos muestran un alto grado de similitud, lo que

sugiere que el mecanismo funcional puede ser el mismo.

Los sistemas de secrecién en las bacterias Gram negativas han sido clasificados en
cinco grupos principales: secrecion tipo |, II, 1ll, IV y los autotransportadores. Dicha
clasificaciéon se basa en la naturaleza molecular de los mecanismos de transporte y las
reacciones que éstos catalizan. Sin embargo, estos grupos se pueden aun subdividir
en dos grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice para el transporte a
través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-dependientes, que utilizan el sistema
de secrecién denominado Sec, en el que las proteinas a secretarse presentan una
secuencia sefial o péptido lider en el extremo amino terminal; y las Sec-independientes
en las que los sustratos se pueden translocar directamente desde el citosol hasta el
espacio extracelular sin que exista un intermediario periplasmico, ni una secuencia

sefal en el amino terminal (Gonzéalez y Dreyfus, 2003).
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2.3.8 Transporte y secrecion de proteinas

Los extremos amino terminales de las pre-probacteriocinas sintetizadas por las BAL
son de dos tipos: (a) secuencia lider del tipo “doble glicina” (Havarstein et al. 1995); o
(b) secuencia del tipo “péptido sefial” (SP). Por ello, se distinguen dos tipos de
procesado: transporte y secrecion de las bacteriocinas. El primero, mediado por
transportadores ABC o sistema de transporte dedicado (DTS), en el caso de pre-
probacteriocinas sintetizadas con una secuencia lider del tipo “doble glicina”; y el
segundo, mediante la ruta general de secrecion (GSP) o sistema sec, en el caso de las

pre-probacteriocinas sintetizadas con un “péptido sefial” (Gutiérrez, 2005) (Figura 6).

Figura 6. La preproteina alcanza la translocasa con ayuda de la SRP (Signal Recognition
Protein) (A) o por si misma (B). Las proteasas que reconocen el péptido sefial (SP) de las
proteinas de secrecion se localizan cerca de la membrana o en la pared celular. Tomado de:
Van Wely et al. 2001.

32



ANTECEDENTES

2.3.9 Procesado, transporte y secrecidon de bacteriocinas producidas por
bacterias lacticas mediante transportadores ABC o sistema dedicado de

transporte (DTS)

El grupo amino terminal de la mayoria de las bacteriocinas de la Clase Il es del tipo
secuencia lider, cuya aparente funcidn es la de inactivar la bacteriocina en el interior de
la célula bacteriocinogénica, asi como aportar la sefial de reconocimiento para el
procesado, transporte y secrecion de la bacteriocina madura al espacio extracelular.
Como se menciono antes, el procesado, transporte y secrecion de bacteriocinas con
una secuencia lider y un lugar de procesado del tipo "doble-glicina" (Havarstein et al.,
1995), se encuentra mediado por un translocador de membrana de la familia de
transportadores ABC. No obstante, estos transportadores difieren de los
transportadores ABC clasicos, debido a que poseen tres dominios: uno de integracion
a la membrana, otro de union al ATP citoplasmatico y un ultimo involucrado en la
hidrdlisis de la pre-probacteriocina con la subsecuente liberacion de su secuencia lider.
El dltimo dominio de aproximadamente 150 aminod&cidos, y que contiene residuos
conservados de cisteina e histidina, reconoce al precursor o pre-probacteriocina e
hidroliza la secuencia lider, de modo que el transportador ABC no sélo interviene en el
transporte, sino también en el reconocimiento y procesado de la bacteriocina

(Gutiérrez, 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de biosintesis de la nisina A : (1) en presencia de nisina extracelular, la
proteina sensor histidin-quinasa NisK se fosforila; (2) el grupo fosfato de la proteina NisK
fosforilada se transfiere a la proteina reguladora de respuesta NisR, que actia como un
activador transcripcional (3) la proteina NisR fosforilada activa la transcripcién de la sintesis del
precursor de la nisina y del resto de enzimas que intervienen en la biosintesis del lantibiético
(Nis B y Nis C); (4) el péptido pre-pronisina A es modificado por las enzimas Nis B y Nis C; (5)
el precursor modificado es procesado y transportado por la proteasa NisP por transportadores
ABC NisT, originando la nisina madura; (6) las proteinas Nisl, NisF, NisE y NisG evitan dafio a
la célula productora de la actividad bactericida de la nisina. Las proteinas NisK y NisR se
encuentran siempre en el interior de la célula ya que la transcripciéon de sus genes se encuentra
regulada por un promotor constitutivo. A diferencia de otros sistemas de regulacion, la nisina A
extracelular actiia como factor de induccion. Tomado y modificado de: Kuipers et al. 1995.

2.4 Mecanismo de accion

Las bacteriocinas de la clase | también llamados lantibiéticos, han demostrado que
tienen la capacidad de inhibir a bacterias Gram positivas, ya que éstas acttan a nivel
de membrana, causando un desequilibrio en la fuerza protén motriz de la célula. Se ha
sugerido que en la membrana citoplasmatica es donde ocurre esta accion (Jung y Sahl,

1991).

La formacion del poro a partir de los lantibiéticos tipo A comienza en la membrana

citoplasmatica, por medio de la asociacion de la bacteriocina a la membrana y una
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posterior insercion, dando como resultado la formacién del poro. La nisina A ha
demostrado que se asocia con la carga negativa de los fosfolipidos y con los liposomas
de estos fosfolipidos. Esto indica que ademas de las interacciones hidrofébicas, hay
una asociacion entre los tres residuos de lisina con carga positiva y los fosfolipidos

anidnicos fosfatidilglicerol y/o difosfatidilglicerol (Abee, 1995) (Figura 8).

2 3
—
AY
1
2 3
AW
—

Figura 8. Modelos de formacién de poros por la nisina. La molécula de la nisina con N-terminal (N) contiene 1-19
aminoé&cidos con residuos que contienen una lisina (+). Esta conectado a través de una bisagra flexible hasta la
regién con 21-34 aminoacidos, C-terminal (C), que contiene dos lisinas (++). El mecanismo de barril (arriba) consta
de tres etapas distintas: (1) La unidon de moléculas de nisina a la membrana, (2) Ay (interior negativo) insercion
dependiente de la membrana, y (3) la agregacién de los mondémeros, dando como resultado la formacién de poros
llenos de agua.

En el segundo modelo (abajo), los mondmeros de la nisina estan asociados a la superficie de la membrana (2),
seguido Ay, insercion dependiente de la lisina dentro de la membrana por las cabezas de los fosfolipidos polare
(aniénicos) incorporados dentro del poro (3). (Modificado de Abee, 1995).
*Ay penetracion de ambos residuos a través de la membrana.
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2.5 Métodos de deteccion

Los métodos de deteccion de la actividad de las bacteriocinas se dividen en dos

clases:

Métodos directos.

Los métodos directos se utilizan para medir la actividad antimicrobiana de todos los
metabolitos producidos por BAL y consiste en incubar la bacteria productora de
compuestos antimicrobianos simultdneamente con el organismo sensible; la
demostracion del antagonismo depende de la liberacion en el medio de un inhibidor

durante la fase de crecimiento del organismo de prueba (Alvarez, 2008).

El método de pozos es el mads comun para demostrar la deteccién de la produccion de
bacteriocinas o efectividad de la bacteriocina frente a un microorganismo sensible.
Consiste en inocular sobre una placa de agar, pozos con cultivo que contienen a la
bacteria productora de la bacteriocina, posteriormente se adiciona una sobrecapa de
agar que contiene al microorganismo sensible. Zonas de inhibicién en forma de halos
en el contorno del crecimiento de la bacteria, son evidencia presuntiva de la produccion
de bacteriocinas (Lewus et al. 1992), y en caso de haber colocado soélo la bacteriocina,

es indicativo de la efectividad de ésta frente al microorganismo sensible.
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Métodos indirectos.

Consiste en hacer crecer, en primer lugar, la cepa productora de la sustancia
inhibidora, de esta forma se permite que libere el antagonico; después las células se
eliminan o inactivan y finalmente se inocula el microorganismo indicador permitiendo su

crecimiento en el medio.

Los métodos moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), son
meétodos empleados para la deteccién de los genes responsables de la produccion de
bacteriocinas y la regulacion en cultivos bacterianos. Mediante esta técnica se han
identificado algunos genes responsables de la sintesis de bacteriocinas (Chen y

Hoover, 2003).

La técnica de difusion en agar utiliza el sobrenadante que se obtiene del cultivo activo
del caldo donde se haya inoculado la cepa productora de bacteriocinas, los cuales con
colocados en pozos efectuados sobre un medio que ha sido inoculado con el
microorganismo sensible, posterior a la incubacion se miden los halos de inhibicion

obtenidos.
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Justificacion

Las bacteriocinas obtenidas de bacterias acido lacticas son de importancia, ya que la
mayoria de estas bacterias estdn presentes en muchas fermentaciones. El pozol
contiene un gran numero de bacterias lacticas presentes como parte de su microbiota
natural. Es posible que dentro de las BAL aisladas del pozol, exista actividad
bacteriocinogénica capaz de inhibir bacterias patégenas, como las cepas de E. coli
aisladas del pozol que no se inhiben a valores bajos de pH. Esto podria ser utilizado en
un futuro como estrategia en la conservacion e inocuidad del pozol y de otros

alimentos.
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3. Hipotesis

Si las bacterias acido lacticas aisladas del pozol producen bacteriocinas y existen

bacterias patdbgenas que son resistentes a la acidez, entonces, sera posible:

» Encontrar la inhibicibn de bacterias patdgenas resistentes a la acidez por

cepas de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas
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4. Objetivos

Objetivo general:

Evaluar la produccién de bacteriocinas por bacterias lacticas aisladas del pozol de

Villahermosa, Tabasco.

Objetivos particulares:

1) Determinar la produccién de las bacteriocinas y su accion contra otras bacterias

Gram positivas.

2) Investigar la produccion de bacteriocinas de las bacterias lacticas aisladas del
pozol y su actividad contra bacterias Gram negativas, que incluya bacterias

patdgenas resistentes a la acidez provenientes del pozol.

3) Averiguar, mediante una prueba de reto, si una bacteria lactica productora de
bacteriocinas es capaz de inhibir una bacteria patdgena de importancia en

alimentos.
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5. Metodologia

5.1 Microorganismos

5.1.1 Bacterias Acido lacticas (BAL)

Las BAL empleadas pertenecen a una coleccidbn de bacterias aisladas de pozol
procedente de Villahermosa Tabasco. Se usaron 80 cepas que fueron aisladas de un

estudio anterior (Pilatasig, comunicacién personal) y se conservan en glicerol a - 65T.

5.1.2 Microorganismos sensibles

Para evaluar la produccion de bacteriocinas de las bacterias lacticas, se utilizaron las
siguientes bacterias que se denominaron indicadoras. Gram positivas: Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus y Bacillus cereus y Gram
negativas: Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Proteus mirabilis. Sus
caracteristicas mas relevantes, procedencia y referencias se detallan en las tablas 5y
6.

Tabla 5. Microorganismos sensibles empleados en este trabajo.

Especie Clave de la cepa y origen
Salmonella Typhimurium 14028°%
Staphylococcus aureus 25923%
Proteus mirabilis pP13°
Listeria monocytogenes a
Micrococcus luteus 93412
Bacillus cereus 117782

& Clave de la coleccién de microorganismos de la Facultad de Quimica, UNAM
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Tabla 6. Cepas de E. coli aisladas de pozol (Sainz, 2001) y usadas como bacterias
indicadoras.

Especie Serotipo Clave de cepa
Escherichia coli 08 :H72 05238°
Escherichia coli 95268 ¢

08:H10
Escherichia coli 95269 ¢
Escherichia coli ) 95217 °¢
088:H25
Escherichia coli 95222°¢

#Serogrupo identificado como enterotoxigénico ETEC.
® Serotipo sugerido dentro de las EPEC.
¢ Clave de la coleccion de microorganismos del Depto. de Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM.

5.1.3. Activacion y conservacion de BAL

Las 80 cepas de bacterias lacticas pertenecientes a la coleccion se activaron en caldo
MRS (Man, Rogosa y Sharpe, OXOID ®) a 30T por 24 horas (Cepas BAL: 10, 33, 45,
48, 49, 62, 64, 65,749, 71 y 80) 6 37T (el resto d e las 80 cepas). La mayoria de las

cepas presentaron crecimiento adecuado cuando se incubaron a 37<C.

Para activar las cepas, se tomaron 20 pL del indculo conservado en congelacion y se
depositaron en 4 mL de caldo MRS, el medio inoculado se incub6é a 30C 6 37T por
24 horas. Cuando las cepas estuvieron activas se les conservo a mediano plazo, en
medio APT (DIFCO®) semisdlido (Anexo A). Para ello se tomé una asada del in6culo
activo y se coloco6 en este medio por picadura, dicho medio se incub6 a 30 o 37, por
24 horas. El cultivo se conservé en refrigeracion (5C). Para la conservacion de las
cepas a largo plazo se tomaron 1.2 mL del indculo activo a partir del caldo MRS y se
depositaron en criotubos con 0.3 mL de glicerol, la mezcla se mantuvo a - 65C como

se muestra en la figura 9.
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5.1.4 Activacion, purezay conservacion de microorga  nismos sensibles.

Para activar las cepas, se tomaron 20 puL del cultivo en glicerol y se depositaron en 4
mL de caldo BHI (Infusién Cerebro-Corazon, OXOID ®), incubandoseles a 37<C por 24
horas. Cuando las cepas estuvieron activas, se les conservé a mediano plazo, en agar
inclinado TSA (Agar Soya Tripticaseina, OXOID ®). Para ello se tomé una asada del
indculo activo y se sembrd por estria en el medio TSA. A continuacion, los tubos se
incubaron a 37C por 24 horas para su posterior conservacion a temperatura de
refrigeracion (5C). Para la conservacion de las ce pas a largo plazo se tomaron 1.2 mL
del in6culo activo a partir del caldo BHI y se depositaron en criotubos con 0.3 mL de

glicerol, la mezcla se mantuvo a - 65C (Figura 10) .

Para comprobar la pureza de las cepas se realiz0 siembra por agotamiento de los
microorganismos activos a partir de caldo BHI: Proteus mirabilis, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Salmonella Typhimurium y Listeria
monocytogenes en agar nutritivo (OXOID ®) y las cinco cepas de Escherichia coli en
agar eosina azul de metileno (OXOID ®), las placas con el microorganismo se
incubaron a 37C por 24 horas. Para la prueba de la catalasa, se tom6 una colonia
aislada y se coloc6 en un portaobjetos, se depositd una gota de perdxido de hidrégeno
al 30% cubriendo totalmente la colonia, el desprendimiento de gas indica una prueba
positiva. La tincibn de Gram, se llevé a cabo de acuerdo con la referencia segun lo

establecido en el protocolo (Anexo 1).
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Resiembra de BAL en medio APT semisélido e
incubacién a 30 6 37T por 24 horas segun la
cepa, para su conservacion a temperatura de
refrigeracion (5C)

Activacion de BAL en
caldo MRS incubacién
30 6 37C por 24 horas.

e

Cultivo en glicerol, conservacion de las cepas a
largo plazo (-65C)

Figura 9. Preparacién de bacterias &cido lacticas para su conservacion.

Resiembra de bacterias sensibles en agar
inclinado TSA, incubacién a 37 por 24 horas,
conservacion en refrigeracion a 5C

Activacion de Bacterias
sensibles en caldo BHI a
37 por 24 horas.

e

Cultivo en glicerol, conservacion de las cepas a largo
plazo (-65C)

Figura 10. Preparacion de bacterias sensibles para su conservacion.
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5.2 Cinética de crecimiento de los microorganismos sensibles.

Las cepas sensibles que estaban conservadas en congelacidn se reactivaron
sembrando en caldo BHI y permitiendo su crecimiento a 37 durante 24 horas.

Dicho cultivo sirvi6 como in6culo del caldo BHI, mismo que se incub6 en condiciones
estaticas durante 24 horas a 37C. Cada hora se tomaron muestras de 1 ml hasta
cumplir 12 horas y una ultima muestra se considerd a las 24 horas. Se evaluo el
crecimiento de los microorganismos midiendo la densidad Optica (Absorbancia a 600
nm) con el espectrofotometro (Spectronic 21D). Se construyeron graficas de la

absorbancia (600nm) respecto al tiempo.

5.3 Preparacion del medio infusién cerebro-corazén amortiguado (BHI-A).

5.3.1 Preparacion del medio BHI-A para placa

El medio BHI-A para la base de la placa, se prepardé disolviendo los componentes
mostrados en la tabla 7 en 1L de agua destilada. El medio se esterilizé a 121°C durante
15 min. Posteriormente se depositaron 10 mL del medio en las placas y se mantuvieron

a 30T por 24 horas antes de utilizarlo para comp robar su esterilidad.

Tabla 7. Componentes del medio BHI-A para placa

Componente (g/L)
Fosfato de sodio monobasico (J.T. BAKER®) 4.3
Fosfato de sodio dibasico (J.T. BAKER®) 10
Agar bacteriologico (OXOID®) 17
Caldo BHI (OXOID®) 37
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5.3.2 Preparacion del medio BHI-A para sobrecapa

El medio BHI-A para la sobrecapa de la placa, se prepar6 disolviendo los componentes
de la tabla 8 en un 1L de agua destilada. Una vez homogeneizado el medio, se
vertieron 8 mL de medio en tubos de ensaye con tapdén de rosca y se esterilizaron a
121°C durante 15 min. Los tubos con el medio estéril se mantuvieron a 30C por 24

horas para comprobar su esterilidad.

Tabla 8. Componentes del medio BHI-A para sobrecapa

Componente (g/L)
Fosfato de sodio monobdasico (J.T. BAKER®) 4
Fosfato sodio dibasico (J.T. BAKER®) 10
Agar bacteriol6gico (OXOID®) 8
BHI (OXOID®) 15

5.3.3 Montaje de los medios BHI-A

La forma en que se ensambla la prueba es: sobre el medio sélido (BHI-A, placa), se
colocaron los cilindros de vidrio estériles en condiciones asépticas, posteriormente se
depositdo el medio (BHI-A, sobrecapa) en la placa, previamente fundido a 80T vy
atemperado a 40C. Se inoculé el microorganismo sen sible en la sobrecapa fundida y
enseguida se vertio el medio homogeneizado en la placa esperando a que enfrie. Una
vez solidificado el medio, se retiraron los cilindros para que en el pozo formado se
depositaran los acidos para la prueba de amortiguamiento 6 las cepas BAL para la

prueba de actividad bacteriocinogénica.
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5.4 Pruebas a medios amortiguados con acido acético y lactico.

Se usaron acido acético y lactico como controles de la efectividad del amortiguamiento
del medio BHI-A. Se probaron diferentes concentraciones de cada &cido (0.5%, 1% y
2%). La prueba consistio en depositar la sobrecapa de BHI-A fundida (atemperada a
40%C) e inoculada con 40 pL de cada microorganismo sensible previamente activado en
caldo BHI. Una vez que el microorganismo se incorpor6 al medio, se homogeneizé el
cultivo y se depositd en la placa BHI-A sobre la que previamente se habian depositado
seis cilindros de vidrio con un didmetro de 1cm. Una vez que el medio de la sobrecapa
solidificd, los cilindros se retiraron y se depositaron 80uL de cada una de las
concentraciones de los acidos correspondientes en los orificios (pozos) formados por
los cilindros. Las placas inoculadas se incubaron a 37<C por 24 horas. La prueba para
validar el medio fue: la ausencia de halos, que indicaria que el acido difunde por el
pozo y es neutralizado por los componentes del medio. En una prueba negativa se
observarian halos, ya que el acido difunde por el pozo y no es neutralizado por los
componentes del medio, aunado a que se inhibiria el crecimiento del microorganismo

haciendo que el medio fuese deficiente para la deteccidon de la bacteriocina.
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5.5 Métodos empleados en la deteccion de la actividad de bacteriocinas

La deteccion se llevo a cabo utilizando el método de pozos.

5.5.1 Preparacion de medios para la deteccion de actividad de bacteriocina
La preparacion de la placa y sobrecapa de medio BHI-A se describieron previamente

en las secciones 5.3.1y 5.3.2.

5.5.2 Preparacion de cepas productoras e indicadoras.

5.5.2.1 Preparacion de cepas productoras (BAL)

Para activar las cepas, se tomaron 20 pL del inéculo conservado en glicerol y
mantenido en congelacion (-65C). Se depositaron en 4 mL de caldo MRS el cual fue
preparado y esterilizado conforme lo indican las instrucciones del proveedor; se
incubaron los medios inoculados a 30 6 37T por 24 horas. La presencia de turbidez en
el medio indic6é que el microorganismo habia crecido, de lo contrario no era apto para la

prueba.

5.5.2.2 Preparacion de cepas indicadoras

Para activar las cepas, se tomaron 20 pL del in6culo conservado en glicerol y
mantenido en congelacion (-65C). Se depositaron en 4 mL de caldo BHI (OXOID ®),
se les incubo6 a 37T por 24 horas. Cuando las cepas estuvieron activas, se hizo una
nueva resiembra en el mismo medio por 6 horas (microorganismo en fase exponencial
llegando a la fase estacionaria). La turbidez en el medio indicé que el microorganismo

habia crecido transcurridas las seis horas.

48



METODOLOGIA

5.5.3 Determinacion de la actividad bacteriocinogénica

Se prepararon placas y tubos de ensaye con medio BHI-A (en la seccion 5.3 se
describe su composicion y elaboracion). La placa de medio BHI-A se utiliz6 como base
para colocar cinco cilindros de vidrio estériles por cada caja petri. La sobrecapa de
medio BHI-A, se mantuvo atemperada a 40°C y se inocul6 con 40ul de la cepa
indicadora, tal como se indicé en la seccion 5.4.3. El medio de la sobrecapa inoculado
se verti6 sobre la placa del medio BHI-A, una vez solidificada la sobrecapa, y se
retiraron los cilindros en cuyos pozos formados se depositaron 80 ul de la cepa
productora (BAL) a ensayar (Figura 11). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante
12-18 horas. Tras el crecimiento de la cepa indicadora se observé la presencia de un
halo, al cual se le midid el radio de inhibicion alrededor de cada muestra o0 pozo, en

caso de que se haya formado (Figura 12).

49



METODOLOGIA

Cultivo de cepa sensible
a 37T por 6 Horas.

Agar BHI-A

Depositar el agar en placa

y dejar solidificar el medio
Sobrecapa BHI-A
inoculada con 40 pL

< de microorganismo
sensible.

Cepas productoras:
caldo MRS
inoculado con BAL e
incubado a 30C 6
37 por 24 horas
Placa con sobrecapa del medio
BHI-A inoculada con cepa sensible
con pozos para depdsito de BAL

Depositar 80 pyL de
BAL en pozos
hechos en placa

Incubar a 37<C por 12 0 24
horas segun el
microorganismo, observar
halos de inhibicion

Figura 11. Preparacién de placas de ensayo.
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Figura 12. Radio de inhibicién.  Actividad

antimicrobiana de la cepa BAL 1 contra Listeria

5.5.4 Prueba de reto en medio MRS de una bacteria lactica productora de

bacteriocina y Salmonella Typhimurium.

a) Seleccion de microorganismos.
El experimento se llevd a cabo con la cepa de BAL 77g (microorganismo seleccionado
por presentar actividad bacteriocinogénica contra bacterias Gram positivas y negativas)
y el microorganismo sensible utilizado fue Salmonella Typhimurium, microorganismo
Gram negativo seleccionado por su alta incidencia en enfermedades transmitidas por

alimentos.
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b) Preparacion del caldo MRS.
La preparacion del caldo se realiz6 de acuerdo a las instrucciones descritas en el

medio MRS.

c) Preparacién del inéculo.
1. Reactivacion de las cepas
La bacteria lactica productora fue reactivada como se mostré en la seccion 5.5.2.1. Se
tomaron 2.5 mL del microorganismo activo, se inocularon en 100 mL de caldo MRS con

la dilucion y cantidad mostrada en la tabla 9, incubandose a 37<C por 48 horas.

La bacteria sensible se reactivo como se describié en la seccion 5.5.2.2. Se tom6 1 ml
del microorganismo activo de la dilucién correspondiente y se aplicaron 500 uL en 100

mL de caldo MRS (tabla 9), incubandose a 37T por 4 8 horas.

Las condiciones de crecimiento de los microorganismos, asi como la cantidad del

cultivo que se aplicé en el caldo MRS se muestran en la tabla 9.

2. Concentracion de bacterias en el in6culo

Se determind la cuenta de ambos microorganismos, para saber a qué concentracion se
encontraba cada uno de ellos y qué dilucién era indicada para la prueba. Para la
cuantificacion de la BAL se inoculé el medio solido MRS con la cepa activada (24 horas
de incubacion) y la bacteria sensible se cuantificé inoculando el medio sélido XLD

(Xilosa, Lisina y Desoxicolato, OXOID ®) con un cultivo de 9 horas (Tabla 9). Para
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obtener la cuenta en placa se hizo lo siguiente: Se tomaron 0.5mL de los medios de
cultivos ya descritos (cultivo concentrado) previamente homogeneizados y se
depositaron en 4.5mL de solucion salina al 0.1%; se homogeneizd y se realizé el
mismo procedimiento hasta una dilucién de 10. Se tomaron 0.1mL de cada una de las
diluciones, se colocaron en la placa y distribuyeron con una varilla metélica estéril
sobre toda la superficie de los medios solidos MRS para la BAL y XLD para la bacteria
sensible. Posteriormente se incubaron a 37<C por 24 horas y se realizo el conteo de las
colonias, las cuales eran pequefas, con forma convexa, color marfil y textura cremosa
para las BAL; las colonias de Salmonella Typhimurium en XLD eran rosas con centro

negro salmon y textura cremosa.

Tabla 9. Condiciones de crecimiento de la cepa 77g y S. Typhimurium para la

prueba de reto.

Medio | Tiempo de | Dilucién Captldaq (_Jle ,
. . . - cultivo diluido | Concentracion
Microorganismo | de incubacion del 4 inocular en
cultivo | (horas) cultivo :
el medio
500 uL/
BAL 77g MRS 24 10t 20mL de 25 pyL/mL
cultivo
Salmonella 3 100 L/
Typhimurium BHI 9 10 20mL 5 ul/mL

d) Prueba de reto en el medio MRS.
Se prepararon los inoculos de la BAL 77g y de la bacteria sensible (Salmonella

Typhimurium) tal como se describi6 en la tabla 9 y se inocularon los matraces
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correspondientes para cada una de las corridas en caldo MRS como se muestra en la
tabla 10.
e) Corridas realizadas para la prueba de reto:
- Control negativo: se utilizé el medio sin inocular para verificar que no existiera
presencia de microorganismos contaminantes. Este medio pertenecia al mismo lote de
medio MRS con el cual se prepararon todos, al no haber turbidez, se asume que esta

estéril.

- Controles positivos: La bacteria lactica y la bacteria sensible fueron sembrados

por separado en el medio MRS. El in6culo se muestra en la tabla 10.

- Cocultivo: Ambas bacterias se inocularon en el medio MRS de acuerdo con lo

presentado en la tabla 10.

Tabla 10. Distribucion de corridas para la prueba de reto

Matraz Microorganismo
Control negativo Ningun Microorganismo
Control positivo (BAL) 779
Control positi_vo (bacteria Salmonella Typhimurium
sensible)
Cocultivo 779 + Salmonella

Typhimurium

Todos los matraces se sometieron a las mismas condiciones de incubacion a 37<C, por
48 horas, en condiciones estaticas. EI muestreo se llevo a cabo a las 0, 12, 24 y 48

horas y se realizaron las siguientes determinaciones:
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a) Cuantificacion de los microorganismos por el método de cuenta en placa. Se
llevd a cabo considerando las diluciones mostradas en la tabla 11. Se inocularon
0.1mL de cada una de las muestras previamente homogeneizadas en la placa
correspondiente y se distribuyeron con una varilla metalica estéril. El medio en el
que se distribuy6 la muestra para la BAL fue MRS y para el microorganismo
sensible se utilizd6 XLD. Las cajas Petri con los medios se incubaron a 37<C por
48 horas (Figura 13). Para el conteo en placa, se tomaron en cuenta aquellas
diluciones que tuvieron el niumero de colonias dentro del rango estadistico
correcto. Las placas MRS tomadas en cuenta para el conteo de la BAL fueron
las que tenian entre 30 y 300 colonias y las placas XLD consideradas para el
conteo del microorganismo sensible fueron las que tenian entre 15 y 200
colonias. Con los datos de la cuantificacion de los microorganismos se
realizaron graficas con respecto al tiempo para observar el comportamiento de

los microorganismos en las diferentes corridas.

b) Los valores de pH de las muestras se determinaron con un potencidmetro

(Jenway 3020 pH meter).

Tabla 11. Diluciones consideras para la cuantificaci  6n de microorganismos en la

prueba de reto

Tiempo (horas) | Diluciones
0 10° a2 10°°
12 10t a 10®
24 10t a 10
48 10°a 107
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BAL 0 a Agregar 500uL Agregar 100uL by -3 Bacteria
Incubacién a Dilucion (10 .') de disolucion de disolucion <D||UC|0n (107) sensible
30T 6 37T por por cada 20 mL por cada 20 mL incubacién
24 horas. en de caldo MRS de caldo MRS “over night”
medio MRS en medio
(=10°) BHI (=10°)
Control BAL Salmonella Typhimurium
v
Mixto
100uL de 100uL de
medio medio
A/ v
X 1 X 2 X-3 X 1 . 2 « 3
100uL de
alimento
Plaquear 3 diluciones 4 - Plaquear 3 diluciones
en medio MRS X X en medio XLD

Plaguear 2 diluciones en medio
MRS y 2 diluciones en medio XLD

Figura 13. M étodo empleado en la prueba de reto en caldo MRS
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6. Resultados y Discusion

6.1 Determinacion de la actividad bacteriocinogénica de las cepas de bacterias

lacticas aisladas del pozol.

a) Bacterias Acido Lacticas (BAL)
Las bacterias acido lacticas utilizadas en las pruebas fueron aisladas del pozol, de
Villahermosa, Tabasco en un estudio previo realizado por Pilatasig (2008,
comunicacion personal). Las bacterias de dicha coleccién se identificaron como:
Streptococcus sp., Weissella paramesenteriodes, Lactococcus lactis subsp. lactis,

Leuconostoc pseudomesenteroides y Lactobacillus pentosus/ Lactobacillus plantarum.

Las pruebas de pureza que se llevaron a cabo en estudios previos (Pilatasig,
comunicacion personal) fueron: la prueba catalasa, que fue negativa, respondieron de
forma positiva a la tincién de Gram, se verific6 su homogeneidad en la morfologia de
cada cepa al observarse al microscopio, ademas de confirmar la pureza de la cepa
mediante cultivo por agotamiento en agar MRS. Posteriormente el cultivo de la cepa

pura se conservo en glicerol y se congelo a -65<C.

b) Bacterias indicadoras.
Los microorganismos Gram positivos utilizados fueron: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Micrococcus luteus y Bacillus cereus. Las bacterias Gram negativas

utilizadas fueron: Proteus mirabilis, Salmonella Typhimurium y Escherichia coli. Las
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cinco cepas de Escherichia coli utilizadas en este estudio fueron aisladas de pozol y

son de tipo ETEC y EPEC (Sainz, 2005).

Las pruebas de pureza que se hicieron para las bacterias sensibles fueron: la prueba

de catalasa, la tincion de Gram (Tabla 12) y siembra por agotamiento en placa.

Tabla 12. Descripcién de las cepas sensibles.

Cepa Clave de cepa Morfologia Gram |Catalasa
Staphylococcus aureus 25923 Cocos en racimos + +
Listeria monocytogenes cocobacilos + +

Micrococcus luteus 9341 Cocos en racimos + +
Bacillus cereus 11778 Bacilos largo + +
Proteus mirabilis P13 Bacilos corto - +
Salmonella Typhimurium 14028 Bacilos largo - +
Escherichia coli O8 :H7 95238 Bacilo delgados - +
Escherichia coli O8:H10 95268 Bacilo corto - +
Escherichia coli O8:H10 95269 Bacilo delgados - +
Escherichia coli O88:H25 95217 Bacilo corto - +
Escherichia coli O88:H25 95222 Bacilo corto - +

c) Curvas de crecimiento de las cepas indicadoras.
Las cinéticas de crecimiento se realizaron con el fin de determinar el tiempo de
incubacién necesario para que los microorganismos alcanzaran su fase exponencial,
ya que en esta fase los microorganismos son mas susceptibles a la accion de las
bacteriocinas. Sin embargo, si éste se encuentra en la fase estacionaria, no se sabria
si son las bacteriocinas las que detienen el crecimiento o es debido a que muchas de

las bacterias estan en fase de muerte.
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Los ensayos de la cinética de crecimiento de los microorganismos sensibles se
realizaron en caldo BHI obteniéndose los siguientes resultados. En la figura 14 se
observa como Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium inician la fase
exponencial en la segunda hora de incubacién, alcanzando su fase estacionaria en la
quinta hora y un posterior incremento de biomasa en ambas cepas a partir de las 12
horas de incubacion, hasta llegar a las 24 horas; por lo tanto, entre la segunda y quinta
hora de incubacion, fue cuando se consideraron ambos microorganismos sensibles
para someterlos a la prueba de la deteccion de bacteriocinas. En el mismo gréfico se
muestra el crecimiento de Staphylococcus aureus, donde este microorganismo muestra
un crecimiento continuo durante las 24 horas de desarrollo; sin embargo, entre la
segunda y séptima hora de incubacién, se obtuvo la fase exponencial, que es la
pendiente mas pronunciada de toda la cinética de crecimiento perteneciente a este
microorganismo y la etapa que es Optima para el ensayo en la deteccion de

bacteriocinas.

En el figura 15 se muestra la cinética de crecimiento de Bacillus cereus, Micrococcus
luteus y Proteus mirabilis, donde Bacillus cereus alcanza su fase exponencial entre la
segunda y quinta hora de crecimiento, que es el tiempo donde es apta la cepa para
someterla al ensayo frente a las BAL para la deteccién de bacteriocinas; a partir de la
sexta hora de desarrollo se muestra una densidad Optica constante que es la fase
estacionaria de este microorganismo. A diferencia de las cepas sensibles descritas
previamente, Micrococcus luteus, comenz6 su crecimiento exponencial mas tarde,
después de las 6 horas de incubacion y asi permanecié hasta el final del ensayo (24

horas); sin embargo, se tomd la muestra a las seis horas de crecimiento para realizar
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los ensayos de deteccion de la actividad de bacteriocinas. Proteus mirabilis comenzé
su crecimiento desde la primera hora. Su crecimiento acelerado se localizé entre la
tercera y sexta hora de desarrollo, en la séptima hora se observa como se mantiene en

fase estacionaria hasta llegar a las 24 horas.

El crecimiento de Escherichia coli O8:H1 95268, Escherichia coli O8:H10 95269 y
Escherichia coli O8:H7 95238 se muestran en el figura 16. Las tres cepas mencionadas
tuvieron el mismo comportamiento cinético, teniendo como Unica diferencia la densidad
optica final. Las tres cepas tienen su fase exponencial entre la segunda y la quinta
hora; a partir de la sexta hora mantuvieron un crecimiento moderado, lo que se tomé

como su fase estacionaria.

Escherichia coli O88:H25 95217 y Escherichia coli O88:H25 95222, son mostradas en
el figura 17, donde el comportamiento de ambas cepas fue muy parecido. Su fase
exponencial comenzo en la segunda hora de incubacién y culminé en la quinta hora, a
partir de la sexta hora comenzd su fase estacionaria con escaso crecimiento hasta

llegar a las 24 horas.

En general todos los microorganismos sensibles empleados en el ensayo de deteccién
de bacteriocinas producidas por las BAL, mostraron su fase exponencial entre la
segunda y sexta hora de incubacion, para realizar la prueba, se tomé la muestra de los
microorganismos sensibles a las seis horas de incubacion, asi se asegura un buen
crecimiento del microorganismo, sin embargo si se cosechara en la fase estacionaria,

las bacterias tienden a adquirir mas resistencia.
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El caldo BHI fue utilizado ya que es un medio rico en nutrientes que proporciona un
buen desarrollo microbiano. La infusién de cerebro-corazén junto con la peptona, son
la fuente de carbono, nitrégeno y vitaminas. La glucosa es el carbohidrato fermentable,
el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico evitando la lisis del microorganismo y
el fosfato disddico agrega la funcién de amortiguador de pH. En el desarrollo de los
microorganismos sensibles, éstos tenian un Optimo desarrollo ademas de tener

crecimiento abundante en un corto periodo de incubacion.
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d) Pruebas a medios BHI-A amortiguados con &cido acético y lactico.
Las pruebas en medios amortiguados se realizaron con el fin de saber si el medio BHI-
A podia amortiguar el pH manteniéndolo estable y de esta manera tener la seguridad
de que la inhibicién se llevaba a cabo por la bacteriocina y no por algun acido organico

generado por la BAL.

En la prueba realizada se mostré que al agregar acido lactico o acido acético en los
pocillos de la sobrecapa del medio BHI-A, todos los microorganismos indicadores
crecieron en el medio, lo que indicaba el amortiguamiento del medio BHI-A (Figura 18).
De acuerdo con lo anterior, la formacion de halos en el medio BHI-A debia darse como
consecuencia a la presencia de bacteriocinas en el medio de cultivo y no por la
presencia de &cidos, y como consecuencia tener presente una variable o un falso

positivo.

Acido Acético

Acido Lactico

Figura 18. Prueba de &cidos a diferentes
concentraciones en medio BHI-A con Bacillus cereus
como cepa sensible.
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e) Ensayo de deteccion de la actividad de bacteriocina: método de boton.
La actividad bacteriocinogénica de las muestras se ha expresado mediante la
formacion del halo de inhibicion y el diametro del halo expresado en cm. El halo de
inhibicion se forma por la accidon de las bacteriocinas presentes en los cultivos de las
bacterias productoras sobre la bacteria sensible. En la figura 19 se muestra la accién
inhibitoria contra la cepa sensible Listeria monocytogenes, al colocar en el pozo el

sobrenadante de la cepa numero 50 de las BAL.

Figura 19. Radio de actividad antimicrobiana de la

BAL 50 contra Listeria monocytogenes.

De acuerdo con la metodologia propuesta (seccion 5.6.3), se llevé a cabo la
determinacion de la produccion y actividad de las bacteriocinas producidas por las 80
cepas de la coleccion de BAL aisladas previamente a partir del pozol de Villahermosa

Tabasco.
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Dentro de los resultados obtenidos, se observd que en la coleccion de cepas BAL, hay
cepas que no tienen actividad frente a ninguna cepa sensible evaluada en este estudio,
también se detectd la presencia de cepas BAL que lograban inhibir un solo
microorganismo sensible, y la existencia dentro de la coleccidén de algunas cepas que

llegaron a presentar actividad hasta con dos microorganismos sensibles.

El mayor efecto bacteriocinogénico se observd contra las bacterias Gram positivas:
Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.
El menor sobre bacterias Gram negativas: Salmonella Typhimurium y Proteus mirabilis.
En los resultados de las cepas que se muestran en las Tablas del anexo 2, se observa
la produccién de halos en el medio inoculado con diferentes cepas a partir de los
cultivos de BAL, demostrando que hay actividad inhibitoria frente a algunas de las
cepas sensibles. Todos los resultados de actividad de las BAL frente a los
microorganismos patdgenos se muestran en las tablas 13 y 14; los porcentajes
obtenidos de cada cepa sensible que se vio inhibida frente a las bacteriocinas
pertenecientes a las BAL, se aprecian en las tablas 15 y 16; mientras que el calculo del

porcentaje obtenido de cada cepa se describe en el anexo 1.

Con respecto a los microorganismos sensibles Gram positivos, Listeria monocytogenes
fue la cepa sensible que obtuvo el mas alto porcentaje de inhibicion con un 41.25% de
inhibicion de las 80 cepas BAL aisladas de pozol (tabla 15), dando un total de treinta y
tres cepas BAL que inhibieron a este microorganismo sensible. El radio del halo de
inhibicion formado por estos microorganismos va desde 0.2 cm hasta 1.2 cm,

mostrando halos translicidos y opacos, esto se puede atribuir a que la BAL provocaba
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en el halo translicido una completa inhibicion, y en el opaco un crecimiento menor
posiblemente causado por la bacteriocina. Aunque no se ha encontrado presencia de
este microorganismo en el pozol, es importante mantener controlado al mismo, ya que
es una bacteria que se mantiene durante largos periodos a temperatura de
refrigeracion y a altas concentraciones de sal, y, ademas, tiene una alta incidencia en
gente de la tercera edad, mujeres embarazadas y pacientes con el sistema inmune
comprometido (Ogunmodede, 2005). Se han reportado diversas bacteriocinas
provenientes de bacterias acido lacticas que causan la inhibicion de este
microorganismo, como ejemplo, se tiene la nisina que es producida por Lactococcus
lactis subsp. lactis, y la lactocina S generada por Lactobacillus sake L45 (Chen y

Hoover, 2003).

Micrococcus luteus obtuvo el 3.75% de inhibicién en todo el ensayo. Tres cepas BAL
fueron las que mostraron actividad inhibitoria frente a este microorganismo sensible
(tabla 15). El radio de inhibicion que se presentd en este microorganismo fue de 0.1cm
hasta 0.5 cm; todos los halos que se presentaron fueron translicidos, lo que indica una
completa inhibicion en el crecimiento de este microorganismo. No se ha encontrado
este microorganismo en el pozol; sin embargo, puede estar presente en alimentos
provenientes de mamiferos como es la leche bronca, ya que este microorganismo se
ha encontrado en la piel de estos animales. Las cepas de Micrococcus se han utilizado
como indicadoras en la bioactividad de la nisina, como por ejemplo Micrococcus luteus
ATCC 10240, que fue utilizada para observar la actividad antimicrobiana de una
pelicula de pléstico para el envasado de alimentos recubierta con nisina (Mauriello et

al. 2005).
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Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. Con estas bacterias Gram positivas, se
obtuvo el menor porcentaje de actividad con respecto a las otras bacterias Gram
positivas sensibles utilizadas. Obteniéndose el 1.25% de actividad, donde una cepa
inhibi6 el crecimiento de Staphylococcus aureus 25923 y otra a Bacillus cereus 11778
(tabla 15). Staphylococcus aureus se vio inhibida por una cepa de la colecciéon de BAL
aislada del pozol con un radio de 0.3 cm y un halo translicido que muestra la inhibicion
en el crecimiento de este microorganismo. Esta bacteria no se ha encontrado en
muestras de pozol; sin embargo, en este alimento se encuentra por lo menos una cepa
gue logra inhibir este microorganismo. Se ha demostrado que hay BAL que han
logrado inhibir a Staphylococcus aureus como es la lacticina 3147 generada por

Lactococcus lactis DPC3147 (Ryan et al. 1996).

Con una cepa de Bacillus cereus se logro el 1.25% de inhibicién en el ensayo (tabla
15), la cepa que logroé la inhibicién de este microorganismo sensible, mostré un radio
de 0.2 cm en el halo y como el halo es opaco se asume que no hubo una total
inhibicion de la cepa sensible, ya que se detecté un ligero crecimiento del
microorganismo sensible dentro del halo. La incidencia de este microorganismo en
alimentos es frecuente por la generacion de esporas, que hace que pueda sobrevivir
en condiciones ambientales adversas, el pozol es uno de los alimentos donde se ha
detectado (Rivera, 2001). Dentro de la coleccion de BAL aisladas del pozol de
Villahermosa Tabasco, se encontré6 una cepa que logré inhibir el crecimiento de
Bacillus cereus. También se han realizado estudios en los que cepas BAL productoras
de bacteriocina han logrado la inhibicion del crecimiento de este microorganismo, como

es la lactocina S producida por Lactobacillus sake L45 (Chen y Hoover, 2003).
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Las bacterias Gram negativas empleadas en el ensayo de deteccion de bacteriocinas
fueron: Salmonella Typhimurium, Proteus mirabilis y Escherichia coli. Siendo
Salmonella Typhimurium la que tuvo el mas alto porcentaje de inhibicion con el 8.75%,
siendo siete cepas BAL las que provocaron la inhibicién de Salmonella Typhimurium.
La relevancia de tener actividad bacteriocinogénica frente a este microorganismo es
debido al alto grado de incidencia y a la gran diversidad de alimentos semi-elaborados
en los que se encuentra (Carrera et al. 1998); ademas de que es una bacteria Gram
negativa y no es muy comun encontrar bacteriocinas que logren inhibir a este tipo de
microorganismos. Son pocos los datos publicados que muestran la inhibicion de una
bacteria Gram negativa por causa de una bacteriocinas producida por una bacteria
Gram positiva; sin embargo, Cutter y Siragusa, (1995) mostraron que la nisina, en

combinacion con EDTA, citrato o lactato, resulta eficaz en contra de esta bacteria.

Proteus mirabilis tuvo el 5% de actividad bacteriocinogénica, siendo cuatro cepas de
BAL las que lograron inhibir a este microorganismo, teniendo un halo con radio entre
0.1 y 0.2 cm. No se ha detectado Proteus mirabilis en muestras de pozol, y no es
comun encontrarlo en alimentos, sin embargo existen reportes de que este
microorganismo se ha encontrado en infecciones urinarias. En estudios realizados por
Kang y Lee (2005) para caracterizar parcialmente la bacteriocina producida por la cepa
de Enterococcus faecium GM-1, aislado de las heces de un bebé recién nacido, se
mostré un espectro antimicrobiano de la bacteriocina producida por Enterococcus
faecium GM-1 frente a Proteus mirabilis KCTC 2510 (Korean Collection for Type

Cultures).
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Con respecto a Escherichia coli, que es una bacteria Gram negativa, las cinco cepas
evaluadas (Tabla 6) fueron aisladas de muestras de pozol (Sainz, 2001). No se obtuvo
algun resultado positivo en la prueba de actividad bacteriocinogénica frente a las BAL,
lo que da un 0% de actividad. Esto se pudo deber a que este microorganismo es muy
resistente a las bacteriocinas que producen las BAL del pozol, las cuales no logran
contrarrestar su crecimiento. Es necesario hacer pruebas adicionales, como el tipo de
resistencia que tienen estas cepas de E. coli a las bacteriocinas de diversos
microorganismos, sin embargo, se han reportado resultados que muestran inhibicion de
E. coli frente a una BAL (Zapata et al. 2009); existen estudios que muestran efecto en
contra de E. coli CECT 4972 causado por cepas de Lactobacillus plantarum aisladas
del producto de maiz fermentado tradicional de Africa, llamado poto poto (Ben Omar et
al. 2008). Cutter y Siragusa (1995) mostraron que el uso de EDTA, citrato o lactato, en

combinacion con la nisina causa efecto en contra de E. coli O157:H7.

Las bacterias lacticas de la coleccion evaluada son capaces de producir bacteriocinas
gue inhiben diversos patdgenos tanto Gram positivos como negativos, como se ha
observado, cada uno de ellos se pueden encontrar en ciertos alimentos y, como
consecuencia, representan un posible riesgo para la salud. El hecho de que las cepas
detectadas como productoras de bacteriocinas presenten efecto inhibitorio en contra de
microorganismos Gram negativos es de importancia ya, que es conocido que el
espectro de inhibicion de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas se
restringe a bacterias Gram positivas. Sin embargo, dicho espectro puede variar

significativamente, desde uno relativamente estrecho hasta uno muy amplio que
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consiste en la inhibicion de una bacteria Gram positiva hasta una bacteria Gram

negativa (Roos, 1999).

En la tabla 13 se muestran las BAL que lograron tener actividad inhibitoria frente a
microorganismos sensibles Gram positivos asi como la cepa que provoco la inhibicion;
y en la tabla 14 se muestran las BAL que tuvieron actividad frente a microorganismos

Gram negativos.

Otro resultado importante que es de trascendencia, es el hecho de que haya
bacteriocinas que inhiban hasta a dos microorganismos sensibles. Las cepas que
presentaron esta caracteristica fueron: 30, 58, 60, 62, 73, 74 ch, 74 g, 77 g, 77 ch. De
las cuales la cepa 30 es la que inhibi6é a dos bacterias Gram positivas, esto puede ser
debido a que ambos microorganismos sensibles son susceptibles a la misma
bacteriocina generada por esta BAL 6 a que esta cepa produzca dos bacteriocinas con
diferentes espectros de inhibicién (Jiménez et al. 2003). Las cepas 58, 60, 62, 73, 74
ch, 74 g, 77 g, 77 ch tienen actividad en contra de una bacteria Gram positiva y una
Gram negativa. La literatura con respecto a estas bacteriocinas es muy limitada; sin
embargo, existen estudios que muestran resultados de cepas de bacterias acido
lacticas que inhiben a mas de una bacteria Gram positiva y a mas de una bacteria
Gram negativa (Ben Omar et al. 2008). El hecho de poder inhibir una bacteria Gram
positiva y Gram negativa se puede atribuir a que la cepa BAL que causo esta inhibicion
puede: generar una bacteriocina diferente para cada cepa sensible que causa su
inhibicion, generar mas de una bacteriocina causando efecto inhibitorio en las cepas

sensibles o que ambas cepas sensibles sean susceptibles a la misma bacteriocina.
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Del Castillo y Mestres (2004) afirman que cepas de distintos géneros pueden producir
la misma bacteriocina, mientras que una misma cepa puede generar distintas

bacteriocinas y mas de una bacteriocina.

En estudios previos se han demostrado halos de inhibicion que van desde 0.1 cm
hasta 1.5 cm (Ryan et al. 1996), que son tamafos de radio semejantes a los halos
obtenidos en este proyecto. En las figuras 20-24 se observan ejemplos de los

resultados obtenidos para algunas de las cepas utilizadas en este trabajo (Anexo 2).

En la industria alimentaria, algunas bacterias Gram negativas representan un gran
problema tanto econdmico como de salud publica, ya que presentan resistencia frente
a algunos de los compuestos antimicrobianos utilizados para el control de estos
microorganismos indeseables (Zapata et al. 2009). Esto hace que las sustancias
antimicrobianas producidas por las BAL como las bacteriocinas sean de importancia,

ya que puede ser algo innovador y con un amplio campo de aplicaciones.
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Figura 20. Actividad antimicrobiana de

la BAL 30 contra Micrococcus luteus
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Figura 21. Actividad antimicrobiana de la

BAL 1 contra Listeria monocytogenes.
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Figura 23. Actividad antimicrobiana de la

BAL 30 contra Proteus mirabilis
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Tabla 13. Resultados de la determinacion de la actividad bacteriocinogénica de las BAL frente a bacterias Gram positivas.

No.Cepa
BAL

Micrococcus
luteus

Listeria
monocytogenes

Micrococcus
luteus

Bacillus
cereus

Staphylococcus
aureus

No.cepa
BAL

Listeria
monocytogenes

Staphylococcus

aureus

Bacillus
cereus

1

13

14

|- |

15
19 |

22

I

T .

SN T —

26

s e
:I_ T
:I_I—I

[ =+ ]

34

35

36

73

37

74 ch

38

74 9

41

77 ch

42

7749

44

Representacion de simbolos del tamafio de halo.
+ 0.1cma0.3cm
++ 0.4cma0.9cm
+++ lcmal3cm
No hay presencia de halo
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Tabla 14. Resultados de la determinacion de la actividad bacteriocinogénica de las

BAL frente a bacterias Gram negativas.

No. cepa || Proteus | Salmonella | Escherichia
BAL mirabilis || Typhimurium coli
4 + - -
14 - + -
54ch - ++ -
58 + - -
60 + - -
62 + - -
73 - A -
74 ch - ++ -
74 ¢ - + -
77 ch - ++ -
779 - qhr -

Representacion de simbolos del tamafio de halo.

+
++
+++

0.1cma0.3cm
0.4cma0.9cm
lcmal3cm
No hay presencia de halo

Se evaluaron un total de 80 bacterias acido lacticas aisladas del pozol frente a once

microorganismos sensibles, dando un total de 880 pruebas, de las cuales 49 dieron

positivo para las pruebas de deteccidn de bacteriocinas en la inhibicion de los

microorganismos sensibles. Se sometié6 cada una de las BAL a todas las cepas

sensibles con las que se trabaj6, obteniéndose los porcentajes de las cepas que

tuvieron actividad sobre al menos un microorganismo sensible (tablas 15y 16).
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Tabla 15. Resultados de

expresadas en porcentaje.

pruebas

positivas

obtenidas de
bacteriocinogénica de las BAL del pozol sobre las bacterias sensibles Gram positivas

Microorganismo sensible Clllave de pI:ISéS:s Porpgntaje de
a Cepa positivas actividad (%)
Listeria monocytogenes @ 33 41.25
Micrococcus luteus 93412 3 3.75
Staphylococcus aureus 259232 1 1.25
Bacillus cereus 117782 1 1.25

RESULTADOS

la actividad

@Clave de la coleccion de microorganismos de la Facultad de Quimica, UNAM

Tabla 16. Resultados de pruebas positivas obtenidas de la actividad
bacteriocinogénica de las BAL del pozol sobre las bacterias sensibles Gram negativas
expresadas en porcentaje.

. . . . Clave de No. de Porcentaje de
Microorganismo sensible Serotipo pruebas o
la cepa o actividad (%)
positivas
Salmonella Typhimurium 14028° 7 8.75
Proteus mirabilis p13? 4 5
Escherichia coli* 08 :H7 95238° 0 0
Escherichia coli* 95268° 0 0
08:H10
Escherichia coli* 95269° 0 0
Escherichia coli* 95217° 0 0
088:H25
Escherichia coli* 95222 0 0

* cepas aisladas de pozol de Villahermosa, Tabasco.
& Clave de la coleccién de microorganismos de la Facultad de Quimica, UNAM
bClave de la coleccion de microorganismos del Depto. de Salud Publica
Facultad de Medicina, UNAM.
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2. Prueba de reto en caldo MRS de la cepa 77g y Salmonella  Typhimurium.

La prueba en caldo MRS se realiz6 con el objetivo de poner en competencia la bacteria
acido lactica 77g y la bacteria patdgena Salmonella Typhimurium, para observar si el
microorganismo patdégeno es inhibido frente a la BAL en el transcurso del crecimiento
de ambos microorganismos en el mismo medio de cultivo. Estos microorganismos
fueron seleccionados a partir de la prueba realizada por el método del boton antes
descrita, en donde se muestra que hay actividad bacteriocinogénica de la cepa 77g

sobre Salmonella Typhimurium.

El medio MRS control, donde se inoculé Unicamente Salmonella Typhimurium, se dejé
en incubacién a 37<C, para posteriormente tomar mue stras a las 0, 12, 24 y 48 horas.
En cada toma de muestra se midio el pH del medio y se cuantificé al microorganismo
en el medio sélido XLD. Se observd que al inicio la cepa estaba a una concentracion
de 1.6*10* UFC/mL y a un pH de 6.3; a las 12 horas de incubacién la cepa se
encontraba a una concentracién de 1.6*10° UFC/mL y un a pH de 6.0; a las 24 horas
la cepa alcanzé su maximo crecimiento de biomasa activa llegando a 1*10° UFC/mL y a
un pH de 4.5. Posterior a este tiempo comenzé la fase de muerte al disminuir la
cantidad de células viables con una cantidad aproximada a 8*10®8 UFC/mL y a un pH

de 3.78 al cabo de 48 horas (Figura 25).
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Log (UFC/mL)

44 ‘ ‘ ‘ ‘ 0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (horas)

Figura 25 . Cinética de crecimiento Salmonella Typhimurium en el medio MRS
—— Salmonella Typhimurium

El medio MRS control donde sélo se inocul6 la cepa BAL 77g, se dejé en incubacion a
37T, y se tomO muestra a las 0, 12, 24 y 48 horas. Cada toma de muestra se llevo a
cabo como se describié anteriormente: midiendo el pH y cuantificando a la bacteria en
el medio sélido MRS. Al inicio, la cepa estaba a una concentracién de 1.3*10° UFC/mL
y a un pH de 6.3; a las 12 horas de incubacién la cepa alcanzé su maximo crecimiento
encontrandose a una concentracion de 2.5%10° UFC/mL y a un pH de 2.9; a las 24
horas se redujo la cantidad de células viables de la cepa llegando a 2.5*10% UFC/mL y
un a pH de 3.1; la Gltima toma de muestra tuvo una concentracion de 1.3*10" UFC/mL

y a un pH de 2.7 (Figura 26).
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Figura 26 . Cinética de crecimiento en medio MRS de BAL (779)
—— Bacteria acido lactica (779)

El medio MRS donde se sembraron Salmonella Typhimurium y a la BAL 77g se incubo
a 37T, por 48 horas. En cada muestra se midié el pH en el que se encontraba el
medio con ambas bacterias y se cuantificaron tanto la BAL como la bacteria sensible
en los medios MRS y XLD, respectivamente. Se calcularon las UFC/mL y se observé
gue al inicio la cepa de Salmonella Typhimurium estaba a una concentracion de
1.6*10* UFC/mL y la BAL 77g a una concentracién de 1.3*10° con un pH de 6.3 ; a las
12 horas de incubacién la cepa de Salmonella Typhimurium no presenté crecimiento en
el medio donde se sembrd, lo que muestra la inhibicion de esta bacteria ya que en las
siguientes muestras tampoco hubo crecimiento de este microorganismo; la BAL 77g
alcanzé su maximo crecimiento a una concentracion de 1.3*10° UFC/mL y a un pH de
2.9: a las 24 horas la cepa BAL 77g llegé a una concentracién de 1.3*108 UFC/mLy a
un pH de 3 donde se detecté una reduccién de células viables, mientras que a las 48

horas la cepa BAL se redujo hasta 1.6*10° UFC/mL y a un pH de 3.78 (Figura 27).
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En el medio control, donde se sembrd Salmonella Typhimurium, se observa como esta
cepa tuvo un desarrollo 6ptimo hasta llegar a las 24 horas. Después de este tiempo
comienza el descenso de la cuenta de células viables, mostrandose una caida en la
curva de UFC/mL (Figura 25), lo que indica la fase de muerte de la cepa. Sin embargo,
en el cultivo mixto, se observa como al haber transcurrido 12 horas de incubacion,
Salmonella Typhimurium ya no se encuentra viable dentro del cultivo mixto al no haber
crecimiento en el medio XLD; sin embargo, en el medio MRS, donde se sembro la BAL,
si hubo crecimiento de la cepa en todos los tiempos, llegando a su maximo desarrollo a
las 24 horas. Esta cepa tuvo un comportamiento muy similar al que se obtuvo en la

curva de crecimiento control (Figura 26).

En la prueba de reto, el cultivo mixto muestra que cuando los dos microorganismos
estan presentes en el mismo ambiente hay un descenso del microorganismo patégeno
hasta su completa ausencia en el medio, esto puede ser a causa de la bacteriocina
producida por la BAL y/o por algun otro metabolito generado por la BAL, como pueden
ser: peroxido, reuterina o acidos. Este microorganismo muestra tener la capacidad de
inhibir el crecimiento de Salmonella Typhimurium en medio MRS. El comportamiento

observado en la prueba de reto coincide con lo observado en la prueba de pozos.

La accién bactericida que tiene la cepa 77g, sobre Salmonella Typhimurium, se
muestra a las 12 horas cuando el pH del medio era de 2.9, lo que muestra que el
descenso del pH del medio puede incrementar la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas. Las bacteriocinas de la clase | y Il generalmente son muy estables a pH

acido (Chen y Hoover, 2003).
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Figura 27 . Cinética de crecimiento en medio MRS de BAL 77g en presencia de Salmonella
Typhimurium.
—=— Bacteria &cido lactica (77g)
—* Salmonella typhimurium

El medio MRS fue util para el crecimiento de los controles BAL y del microorganismo
sensible. Este medio permitio el desarrollo de ambos microorganismos como se
muestra en las figuras 25 y 26. El medio de cultivo mixto (figura 27) mostré que al final
de la fase exponencial de la BAL (12 horas) ya no hay presencia del microorganismo
sensible. La bacteriocina generada por esta cepa puede ser la que inhibié a Salmonella
Typhimurium; sin embargo, puede haber varias bacteriocinas producidas por las BAL
generadas en su fase exponencial ya que se ha visto que un microorganismo puede
generar mas de una bacteriocina (Del Castillo y Mestres, 2004). Las BAL generan
cantidades importantes de &cido lactico, el cual por naturaleza inhibe a muchos
microorganismos; sin embargo, en el ensayo de deteccion de la actividad de
bacteriocina (método de botdn), se elimind la posibilidad de que haya sido algun acido
el que haya provocado la inhibicidn; sin embargo, en el cultivo mixto MRS, la presencia

de acido puede ser uno de los factores que contribuy6 a la inhibicién del
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microorganismo sensible. Para evitar esta complicacion, es necesario saber qué tipo de
bacteriocina o baceriocinas son las que produce este microorganismo, asi como saber
cual es la que provoco la inhibicion de la cepa sensible. El saber qué tipo de
bacteriocina es la que causo la inhibicion y en qué etapa de crecimiento se genero es
de importancia ya que, a pesar de que existen varios procesos para evitar la
contaminacion con microorganismos indeseables, los casos de infeccion y de
intoxicacion siguen siendo un problema que se presenta en la industria alimentaria, por
lo tanto, las BAL pueden tener una importante aplicacion en la mejora de la vida util de

alimentos asi como en la inocuidad de los mismos (Zapata et al. 2009).

82



CONCLUSIONES

7. Conclusiones:

Se detect6 la produccion de probables bacteriocinas producidas por bacterias
lacticas aisladas del pozol de Villahermosa Tabasco, al probarlas contra

bacterias patégenas.

Se demostr6 efecto de inhibicibn de algunas bacterias Gram positivas,
principalmente la especie Listeria monocytogenes provocadas por BAL de la

coleccion.

Se demostré efecto de inhibicion de bacterias Gram negativas como Salmonella

Typhimurium causado por BAL de la coleccion.

No se presento inhibicion contra cepas de E. coli aisladas del pozol y resistentes

a la acidez.

La cepa 779 es capaz de inhibir el crecimiento de Salmonella Typhimurium,
después de 12h de crecimiento en el medio liquido MRS. La produccién de

bacteriocinas por la bacteria lactica podria ser la causa de ello.

83



CONCLUSIONES

8. Perspectivas

Evaluar las condiciones de temperatura y tiempo que puedan favorecer una
mayor produccién de bacteriocinas en el medio de cultivo por las bacterias

lacticas productoras.

Estudiar las condiciones 6ptimas de actividad de las bacteriocinas producidas

por las BAL de la coleccion aislada del pozol.

Hacer estudios posteriores para observar si alguna bacteriocina generada por
las BAL empleadas, en compafiia de algin agente quelante, puede inhibir el
crecimiento de las cepas de Escherichia coli con las que se trabajé en este

proyecto.

Realizar las pruebas de reto frente a patdogenos de interés de aquellas BAL con
mayor actividad bacteriocianogenica en sistemas modelo (medio liquido MRS y

suspensiones de masa de maiz nixtamalizado).

Purificar y caracterizar aquellas bacteriocinas que por su actividad puedan ser

de interés en el control de bacterias patdgenas.

Probar el comportamiento de inhibicion de las bacteriocinas como

bioconservadores en alimentos.
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9. Anexos

Anexo A

A. Medios de cultivo.

1. Man Rogosa Sharpe (MRS, OXOID ®)

MRS es el medio liquido rutinariamente empleado para el crecimiento de las bacterias
acido lacticas. La hidratacion del agar MRS vy el caldo MRS se lleva a cabo de acuerdo
a las instrucciones de manufactura. Se esteriliza a 121 por 15 min. Antes de ser

utilizado se mantiene a 30C durante 24 horas para verificar su esterilidad.

Tabla A.1. Man Rogosa Sharpe (MRS, OXOID ®)

Compuesto gramos / litro
Peptona 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
‘tween 80’ 1.0mL
Fosfato dipotasico 2.0
Acetato de sodio trihidratado 5.0
Citrato triamoniacal 2.0
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.2
Sulfato de manganeso tetrahidratado 0.05
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2. Caldo infusién de cerebro-corazén ( BHI ,O0XOID ®)

BHI es el medio liquido rutinariamente empleado para el crecimiento bacteriano de
cepas sensibles. La hidratacién del caldo BHI se lleva a cabo de acuerdo a las
instrucciones de manufactura. Se esteriliza a 121°C por 15 min. Antes de ser utilizado

se mantiene a 30T durante 24 horas para verificar su esterilidad.

Tabla A.2. Caldo infusion de cerebro-corazon (BHI, OXOID ®)

Compuesto gramos / litro
Sodlidos de infusion de cerebro de buey 12.5
Solidos de infusion de corazon de ternera 5.0
Proteosa peptona 10.0
Glucosa 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disédico 2.5
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3. Medio Agar Soya Tripticaseina (TSA, OXOID ®)
Este medio es empleado para conservar las cepas sensibles a temperatura de
refrigeracion durante dos semanas. Su preparacion es igual que los antes

mencionados.

Tabla A.3. Agar Soya Tripticaseina (TSA, OXOID ®)

Compuesto gramos / litro
Peptona de caseina (Triptona) 17.0
Peptona de soya 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 2.5
Glucosa 2.5

87



ANEXO A

4. Medio Agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD, OXOID ®)
Este medio se utiliza para la cuantificacién de Salmonella Typhimurium. La preparacion
del medio se lleva a cabo de acuerdo a las instrucciones de manufactura. Antes de ser

utilizado se mantiene a 30C durante 24 horas para verificar su esterilidad.

Tabla A.4. Agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD, OXOID ®)

Compuesto gramos / litro
Xilosa 3.5
L- Lisina 5.0
Lactosa 7.5
Sacarosa 7.5
Cloruro de Sodio 5.0
Citrato Férrico de Amonio 0.8
Extracto de Levadura 3.0
Rojo de Fenol 0.08
Desoxicolato de Sodio 2.5
Tiosulfato de Sodio 6.8
Agar Bacteriolégico 13.5
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5. Medio APT semisolido

La preparacion del medio se lleva a cabo de acuerdo con las instrucciones de
manufactura, se le agrega agar bacteriologico (0.3%), se calienta el medio para la
disolucion del agar, posteriormente se depositan 4 mL del medio en viales de vidrio con
tapon de rosca y se agrega una punta de espatula de CaCOg;. Finalmente se esteriliza

a 121<C por 15 min.

Tabla A.5. APT semisoélido.

Compuesto gramos / litro
Extracto de levadura 7.5
Digerido pancreatico de caseina 12.5
Dextrosa 10.0
Citrato de Sodio 5.0
Clorhidrato de Tiamina 0.001
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato Dipotasico 5.0
Cloruro de Manganeso 0.14
Sulfato de Magnesio 0.8
Sulfato Ferroso 0.04
Polisorbato 80 0.2
Agar Bacto ® 3.0
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6. Agua salina

Diluyente empleado en los ensayos.

Tabla A.6. Agua salina

Compuesto gramos / litro

Cloruro de sodio (J.T. BAKER®) 1.0

7. Medio BHI-amortiguado (placa y sobrecapa)
Ambos medios se utilizan en los ensayos de reto. El fosfato monosddico y el fosfato

disédico mantienen la estabilidad del pH en el medio.

Tabla A.7. El medio BHI-A (Placa)

Compuesto gramos / litro
Fosfato monobasico de sodio (J.T. BAKER®) 4.3
Fosfato dibasico de sodio (J.T. BAKER®) 10
Agar bacterioldgico (OXOID®) 17
BHI (OXOID®) 37
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Tabla A.8. El medio BHI-A (Sobrecapa)

Compuesto

gramos / litro

Fosfato monobésico de sodio (J.T. BAKER®)
Fosfato dibasico de sodio (J.T. BAKER®)
Agar bacterioldgico (OXOID®)

BHI (OXOID®)

4

10

8

15

Tincién de Gram.

La prueba se realiza tomando una asada de los cultivos activados, se extiende en un

portaobjetos limpio y desengrasado, se fija a la flama del mechero y se tifie con los

siguientes reactivos: cristal violeta (1min.), se lava con agua destilada, lugol (solucion

yodo-yoduro al 4%) (1min.), se lava con solucion alcohol-acetona y por dltimo safranina

(Imin.) y finalmente, un lavado con agua destilada. Se deja secar el frotis a

temperatura ambiente y se observa al microscopio a 100X.
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Pruebas totales: Las pruebas totales fueron de los 11 microorganismos sensibles que
se sometieron a la prueba de deteccién de actividad bacteriocinogénica frente a las 80
bacterias acido lacticas aisladas de pozol de Villahermosa, Tabasco. Dando un total de

880 pruebas totales.

Porcentaje de las pruebas totales:

880 pruebas — 100%
49 pruebas positivas — 5.57% pruebas positivas

Pruebas a Bacillus cereus:

80 pruebas — 100%
1 pruebas positivas — 1.25% pruebas positivas

Pruebas a Staphylococcus aureus:

80 pruebas — 100%
1 pruebas positivas — 1.25% pruebas positivas

Pruebas a Micrococcus luteus:

80 pruebas — 100%
3 pruebas positivas — 3.75% pruebas positivas

Pruebas a Proteus mirabilis:

80 pruebas — 100%
4 pruebas positivas — 5% pruebas positivas

Pruebas a Salmonella Typhimurium:

80 pruebas — 100%
7 pruebas positivas — 8.75% pruebas positivas

Pruebas a Listeria monocytogenes:

80 pruebas — 100%
33 pruebas positivas — 41.25% pruebas positivas
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9. Anexo B

Tabla B.1. Actividad bacteriocinogénica detectada por el método de botdn, inhibicion de

bacterias sensibles Gram positivas por produccién de bacteriocinas a partir de BAL.

Bacteria sensible

Clave
de
cepa
(BAL)

Tipo de
halo

Diametro
de halo
(cm)

Descripcién

Imagen de
halo

Imagen de
caja

Micrococcus
luteus

19

Translicido

0.3

Halo sin colonias
dentro, incubado
24hrs

30

Translicido

0.5

Dentro del halo
tres colonias, fuera
una colonia con
halo incubado
24hrs

32

Transltcido

0.1

Halo muy
pequefio, incubado
24hrs

Listeria
monocytogenes

Opaco

0.8

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
24hrs

Opaco

0.2

No hay colonias
presentes, halo
poco visible,
incubado 24hrs

13

Opaco

0.3

Dos colonias
dentro del halo,
incubado 24hrs

15

Opaco

0.4

Una colonia BAL
dentro del halo,
incubado 24hrs

22

Opaco

0.5

No hay
crecimiento de
bacterias dentro
del halo, incubado
24hrs

26

Opaco

0.4

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
24hrs

33

Translicido

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs
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Listeria
monocytogenes

Translicido

crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

ANEXO B

35

Transltcido

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

36

Translicido

0.5

Hay crecimiento
de colonias de
BAL dentro del
halo, incubado
12hrs

37

Translicido

1.2

Ligero crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

38

Translicido

11

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

41

Translicido

11

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

42

Opaco

0.4

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

a4

Transltcido

11

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

45

Translicido

0.8

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

46

Translicido

1.2

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

47

Transltcido

0.4

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs
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Listeria
monocytogenes

Translicido

crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

ANEXO B

56

Translicido

Una colonia dentro
del halo, incubado
12hrs

58

Translicido

0.9

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

60

Translicido

0.9

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo

62

Translicido

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

64

Opaco

0.6

Halo opaco, no
hay crecimiento de
colonias dentro del

halo, incubado

12hrs

65

Transltcido

0.5

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, la sobrecapa
no cubrié por
completo la caja
incubado 12hrs

67

Transltcido

0.8

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, la sobrecapa
no cubrié por
completo la caja,
incubado 12hrs

68

Opaco

0.6

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs

69

Opaco

0.6

No hay
crecimiento de
colonias dentro del
halo, incubado
12hrs
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Saphylococcus
aureus

14

Translicido

0.3

crecimiento de
colonias dentro del
halo, se escurri6 la
BAL por la caja
causando
inhibicion
incubado 12hrs

ANEXO B
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Tabla B.2. Actividad bacteriocinogénica detectada por el método de botdn, inhibicion de

bacterias sensibles Gram negativas por produccién de bacteriocinas a partir de BAL.

Bacteria
sensible

Clave de
cepa
(BAL)

Tipo de
halo

Diametro
de halo
(cm)

Descripcion

Imagen
de halo

Imagen de
caja

Proteus
mirabilis

58

Opaco

0.2

No hay crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

60

Opaco

0.1

No hay crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

62

Translici
do

0.1

No hay crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

30

Translici
do

0.2

No hay crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

Salmonella
Typhimuriu
m

54ch

Translici
do

0.4

No hay colonias
dentro del halo, se
escurrioé la BAL por

la caja causando

inhibicion
incubado 12hrs

73

Opaco

0.5

No hay crecimiento

de colonias dentro

del halo, incubado
12hrs

74ch

Opaco

0.6

No hay crecimiento
de colonias dentro
del halo

749

Opaco

11

No hay crecimiento
de colonias dentro
del halo

77ch

Opaco

0.4

No hay crecimiento
de colonias dentro
del halo

779

Opaco

0.4

No hay crecimiento
de colonias dentro
del halo
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