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1. Introduccién

Se le conoce como pulque a la bebida alcohdlica tradicional no destilada producida por la
fermentacion de la savia conocida como aguamiel, la cual es extraida de algunas especies de
maguey como Agave atrovensis, Agave americana y Agave mapisaga principalmente
(Escalante et al., 2008); mientras que el aguamiel o jugo de agave es la savia de color
amarillento y de olor herbaceo que se obtiene al hacer la capacidon del maguey maduro, es
decir, el corte de las hojas tiernas centrales antes del desarrollo del escapo central y para su
elaboracion; este ultimo es transportado y almacenado en tinas donde se lleva a cabo la
fermentacion, de la cual es variable el tiempo (horas a dias), dependiendo del productor, hasta
lograr la obtencion del producto final conocido como pulque. La mayoria de los procesos de
produccién de estas bebidas alcoholicas y no destiladas involucran un proceso de
fermentacion complejo en el cual bacterias (productoras de &cido lactico y acético) y
levaduras (por ejemplo del género Saccharomyces) estan presentes en mezclas y pueden

actuar de manera simultanea o sucesiva.

Estas bebidas, ademas de poseer micro y macro nutrientes, como lo son las altas
concentraciones de acido ascorbico que permite la absorcion del hierro o el zinc, al igual que
las fitasas que se encuentran de igual manera en esta bebida (Pérez, 2006), pueden
considerarse en ciertas regiones del pais, como una de las fuentes mas importantes de energia,
aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales; considerando obviamente que las
concentraciones de estos nutrientes pueden presentar variaciones durante el afio,
principalmente gracias a la presencia o ausencia de lluvias (L6pez-Munguia et al., 2004);
ademas de que se distinguen por sus propiedades probidticas asociadas a la presencia
principalmente de bacterias lacticas, siendo éstas Gltimas el tema central de esta
investigacion, pues poseen un historial de aplicacion en alimentos fermentados muy amplio
gracias a su influencia benéfica en las caracteristicas nutricionales, sensoriales y de vida de
anaquel (Leroy, De Vuyst, 2004) y se sabe que algunas de ellas tienen la capacidad de
producir metabolitos conocidos como bacteriocinas; las cuales han recibido una gran
atencion en los afios recientes gracias a su potencial aplicacion en la industria alimentaria
como conservadores naturales y que poseen un espectro antimicrobiano que puede combatir

a algunos patdgenos de importancia alimentaria, tanto Gram positivos, como Gram negativos




e inclusive levaduras (Kailasapathy, 2006). El estudio de la actividad de estas bacteriocinas
tiene una gran aplicacién debido a que pueden ser inhibidores de patégenos, ayudando a
evitar la adicién de conservadores y convirtiendo al alimento en un producto seguro y menos

artificial.

En el presente trabajo de investigacion se emplearon 39 cepas de bacterias acido lacticas
(BAL) aisladas de pulque y aguamiel de una regién productora de la delegacion Milpa Alta,
Ciudad de Meéxico; llevando a cabo la busqueda de una posible presencia de actividad
antimicrobiana por medio del método conocido como difusion en agar, empleando a 11
microorganismos indicadores: Listeria monocytogenes, Salmonella enterica Typhimurium,
Bacillus cereus, Listeria innocua, Escherichia coli enteropatogénica, Escherichia coli
enterotoxigénica, ademas de 5 cepas de cavidad oral, Streptococcus oralis, Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius (2 cepas) y Streptococcus mitis. Unicamente una cepa de
las BAL probadas present6 actividad frente algunos de estos microorganismos indicadores.
Se comprobd la naturaleza proteica de los posibles compuestos (bacteriocinas) de la cepa que
presentd actividad antimicrobiana. Se realizaron pruebas de predominancia de la bacteria
lactica probada contra otras BAL; ademés de llevarse a cabo pruebas de reto iniciales,
empleando medios de cultivo comerciales y siendo realizadas contra los microorganismos
indicadores que se vieron afectados por la actividad expuesta por la cepa BAL probada,
identificando el tiempo en el que se presenta la inhibicion y finalmente realizando pruebas
de reto directamente en aguamiel obtenido de la regién de Huitzilac, Morelos donde se
observo el comportamiento de la cepa BAL frente a L. monocytogenes.




2. Antecedentes

2.1. Alimentos fermentados

De acuerdo con Steinkraus (1996, 1997), los alimentos fermentados se consideran sustratos
propios de los alimentos, los cuales son invadidos por microorganismos comestibles; cuyas
enzimas (particularmente amilasas, proteasas y lipasas) llevan a cabo una hidrdlisis de
proteinas, lipidos y polisacaridos para transformarlos en productos no toxicos, con presencia

de aromas, sabores y texturas que son de gran atractivo para los consumidores.

Existen alrededor de 5000 variedades de alimentos y bebidas fermentadas en todo el mundo,
desde la cerveza hasta el sauerkraut, consumidas actualmente por millones de personas; de
los cuales algunos poseen certificados con denominacion de origen. Estos alimentos
fermentados se encuentran clasificados dentro de 9 grandes grupos, con base en sus sustratos:
cereales, vegetales, leguminosas tubérculos/raices, lacteos, carnicos, pescados, bebidas
alcohdlicas (Tamang et al., 2016). Estos alimentos fermentados son una fuente potencial de
microorganismos para la elaboracion y produccién de diferentes compuestos, entre los que
se encuentran, por mencionar algunos: pigmentos, compuestos aromaticos e inclusive
compuestos antimicrobianos; sin embargo, muy pocos han sido aislados, identificados y

aplicados a la industria.

La mayor produccion de alimentos fermentados en el mundo se encuentra en Europa,
América y Africa. Sudamérica por otra parte, es la region con mayor diversidad de bebidas
fermentadas, mientras que Medio Oriente se especializa en la produccion de productos
lacteos y en el sureste asiatico resaltan los alimentos fermentados a partir de pescados y
leguminosas; contribuyendo por igual en todas las regiones del mundo para la ingesta
proteica de los pobladores. La produccion de este tipo de alimentos contribuye igualmente al
subsistir de la poblacion rural a través del mejoramiento de la seguridad alimentaria y la
generacion de empleo por medio de la venta de los mismos. Estos productos forman parte
de una gran variedad de actividades sociales, religiosas y culturales en todo el mundo
(Giraffa, 2004).

Los alimentos fermentados son por lo general, microbiologicamente seguros, inclusive

cuando son desarrollados o producidos por gente sin conocimientos en microbiologia o




quimica en condiciones poco higiénicas; posiblemente se debe a que ciertos
microorganismos son capaces de producir metabolitos que llevan a cabo la inhibicién del

crecimiento de los patdgenos e inclusive microorganismos de descomposicion.

El proceso de fermentacion que experimentan algunos productos, como el pulque y el
aguamiel en el caso de este trabajo de investigacion, puede tener al menos cinco roles en el

procesamiento de los mismos:

a) La preservacion de cantidades considerables de alimento por medio de
fermentaciones de tipo acido lactica o acética, alcalina, alcohdlica y de altas
concentraciones de sal.

b) Enriquecimiento de la dieta del ser humano por medio del desarrollo de propiedades
sensoriales (aromas, sabores, texturas, etc.) en los alimentos.

¢) Enriquecimiento bioldgico de los alimentos (vitaminas, proteinas, aminoacidos, etc.).

d) Disminucién de tiempos y costos de elaboracion de los alimentos.

e) Desintoxicacion (eliminacion de posible contaminacién o microorganismos

patdgenos) durante el proceso de fermentacion (Steinkraus, 1996).

2.2. Maguey, pulque y aguamiel

En Meéxico, las bebidas alcohdlicas de tipo tradicional han tenido una gran relevancia en la
vida diaria de las comunidades indigenas. Desde tiempos remotos, los agaves o magueyes
(Agave) han estado entre las plantas mas empleadas en nuestro pais. Pertenecen a la familia
Agavaceae, la cual es endémica del continente americano y son comunmente confundidas
con los cactus, gracias a que crecen en los mismos tipos de ambientes. Los agaves poseen
una alta concentracién de fructanos, que funcionan como sustancias de reserva y poseen

unicamente un ciclo reproductivo en su vida (Garcia-Mendoza, 1995, 1998).

Por lo general, el maguey posee un promedio de vida de alrededor de doce afios y la
produccion de esta planta se lleva a cabo por medio de la plantacion de los Ilamados hijuelos,
o0 por medio de una siembra con semilla. Los primeros surgen de la raiz de la planta adulta,
la que una vez bien establecida o desarrollada puede producir entre diez y doce renuevos a

lo largo de su vida (Sierra, 2005).




El maguey empleado en la elaboracion de la bebida tradicional conocida como pulque abarca
las siguientes especies pertenecientes al género Agave: A. atrovirens, A. mapisaga, A. ferox,
A. hookori y A. americana. Estas variedades crecen en zonas semidridas y templadas, suelos
pobres y con lluvias irregulares (Lopez-Munguia et al., 2004). Los principales estados de la
Republica Mexicana productores de pulque son: México, Tlaxcala, Hidalgo, Querétaro,

Distrito Federal, Puebla, San Luis Potosi y Morelos.

El pulque es una bebida alcohdlica no destilada tradicional producida por la fermentacion de
la savia conocida como aguamiel, la cual es extraida de las especies de maguey mencionadas
anteriormente (Escalante et al., 2008). Esta bebida es probablemente la méas antigua y
tradicional de México. Es un liquido blanco, viscoso, ligeramente &cido y con un contenido
alcoholico menor a 6% Yy gracias a su impacto en el aspecto nutricional, econémico y
quimico, ha sido la bebida mas estudiada desde diferentes puntos de vista (Goncgalves de
Lima, 1990). De acuerdo a la NMX-V-037-1972 se le conoce asi al liquido que se obtiene
por fermentacion alcohdlica del aguamiel y existen dos tipos: Pulque de semilla y puntas

(tipo 1) y Pulque comercial (tipo I1).

Por otra parte, el aguamiel (la savia del agave) es un liquido blanco con algunos tintes
amarillentos, ligeramente turbio, espeso, dulce, con sabor fresco y ligeramente &cido.
Contiene agua, azUcares (tales como glucosa, fructosa y sacarosa), proteinas y sales minerales
como sus principales componentes. Y de acuerdo con la NMX-V-022-1972, el aguamiel es
el jugo obtenido mediante el raspado previo del cajete o la cavidad central del maguey
pulquero, de color &mbar, sabor dulce y aspecto trasltcido y de igual forma reconoce dos
tipos de aguamiel (1 y I1).

2.3. Proceso de elaboracién

A continuacion, se presenta un diagrama en el que se representan los pasos para la obtencion
tanto del pulque como del aguamiel, siendo este proceso algo fundamental para entender los
puntos en los cuales las fermentaciones ocurren y obviamente inferir en cuales de estas etapas

los microorganismos llevan a cabo la posible produccion de metabolitos:
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Figura 1: Elaboracion del pulque y el aguamiel, realizado a partir de la informacién de Manrique (2013) y Arenas
(2015).
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El proceso de elaboracion antes descrito es llevado a cabo en condiciones no asépticas, esto

quiere decir que durante la acumulacion del aguamiel en el maguey, este se encuentra




expuesto a condiciones como lluvias y la presencia de animales; enseguida, los recipientes
en los que es recolectado y transportado no son sometidos a ningln procesamiento térmico
(como esterilizacion) o de desinfeccion y de igual forma, los tanques conocidos como
tinacales. Por lo que los microorganismos que se encuentran en el proceso de fermentacion
son aquellos que provienen del aguamiel, ademas aquellos que se incorporaron en las
diferentes etapas, tales como transporte, recoleccion, manipulacion, etc. (Escalante et al.,
2004).

2.4. Caracteristicas fisicoquimicas del pulque y el aguamiel

Como se menciond anteriormente, en la NMX-V-022-1972 se distinguen dos clases de
aguamiel con un solo grado de calidad (tabla 1) y son de suma importancia debido a que
influyen en las caracteristicas del pulque obtenido. Para el caso del pulque, la NMX-V-037-
1972 lo clasifica de acuerdo a su produccion: el pulque de puntas, que es empleado como
cultivo iniciador en el proceso de fermentacion y que es obtenido de las tinas en el proceso
fermentativo (y que emplea aguamiel tipo | como materia prima) y el pulque comercial, que

es realizado a partir de cualquier aguamiel, las caracteristicas se describen en la tabla 2.

Tabla 1: Caracteristicas establecidas por la NMX-V-022-1972 para los tipos de aguamiel.

Tipo de aguamiel Tipo | Tipo 11
Especificacion Minimo Méaximo No mayor a

pH 6.6 7.5 45

indice de refraccion a 20 °C 59 100 27
Azlcares reductores totales (g/100 mL) 8 12 6
AzUcares reductores directos (g/100 mL) 2 3 3
° Baumé 5 7 4.5
Acidez (mg/100 mL) 0.9 1.3 4

Cenizas (mg/100 mL) 300 430 180

Proteinas (mg/100 mL) 300 600 100




Tabla 2: Caracteristicas establecidas por la NMX-037-1972 para los tipos de pulque.

Tipo de pulque Tipo | Tipo 11
Especificacion Minimo Maximo Minimo Maximo
pH >3.7 4.2 3.5 4.0
Acidez total (g/100 mL) 0.40 0.75 0.40 0.70
% alcohdlico 6 9 0.6 4.0
Reductores totales (g/100 mL) 0.10 0.80 0.20 0.50
indice de refraccion a 20 °C 1.3390 1.3406 1.3365 1.3380

La cantidad y composicion del aguamiel durante el periodo de produccion varia dependiendo
de las especies de Agave, las condiciones de cultivo de la planta, la temporada del afio, la
humedad presente y las propiedades del suelo (Sanchez-Marroquin, 1970). Por lo tanto, los
factores antes mencionados, pueden ser vitales, debido a que ademas de afectar la

composicion del aguamiel, podrian existir variaciones en la composicion final del pulque.
2.5. Caracteristicas nutrimentales del pulque y el aguamiel

El pulque ha sido considerado como una bebida saludable gracias a que aporta energia,
vitaminas y aminoacidos esenciales, en especial lisina y triptéfano, los cuales son deficientes
en la dieta mexicana, la cual esta basada en maiz. Inclusive en algunas poblaciones rurales,
en las cuales existe una carencia importante de agua potable, el pulque es consumido como

sustituto gracias a su bajo contenido alcohélico y su alta disponibilidad (Vargas, 1999).

El valor nutricional del pulque se relaciona con su contenido de vitaminas del complejo By
vitamina C, sintetizadas principalmente por levaduras, aminoacidos esenciales y el hierro
biodisponible (Cravioto et al., 1951). En la tabla 3 se presenta la composicion quimica tanto
del pulque como del aguamiel en un estudio realizado por Lépez-Munguia en 2004, en la
cual se puede observar que el contenido de proteina y fosforo es mayor en el pulgue, mientras
que tiene valores menores que el aguamiel en cuanto a cenizas, calcio, riboflavina, niacina y

vitamina C.




Tabla 3: Composicion quimica de pulque y aguamiel (L6pez-Munguia, 2004).

Componente PULQUE | AGUAMIEL
Proteina (g/100g) 0.44 0.3
Cenizas (g/100g) 0.2 0.4
Calcio (mg/100g) 10 20
Fésforo (mg/100g) 10 9
Hierro (mg/100g) 07 | - *

Tiamina (mg/100g) 0.02 0.02

Riboflavina (mg/100g) 0.03 0.04
Niacina (mg/100g) 0.3 0.4

Vitamina C (mg/100g) 6.2 6.7

*No encontrado en aguamiel

Ademas de las propiedades nutrimentales que ya se mencionaron, se cree que el pulque puede
tener actividad prebio6tica, gracias a su contenido de fructanos y actividad probi6tica debido
a la presencia de BAL y levaduras (Ortiz-Basurto et al., 2008). Inclusive el aporte energético
y nutrimental de esta bebida tradicional puede aumentar si se realiza un curado, es decir, si
se lleva a cabo la preparacion con frutas, cereales, granos, semillas u otros productos de
origen animal e inclusive puede llegar a impactar considerablemente en sus propiedades

sensoriales (Arenas, 2015).
2.6. Microbiologia y proceso de fermentacion

El proceso de fermentacion para la elaboracion del pulque puede llevarse a cabo por varios
dias, dependiendo de la calidad de la savia (aguamiel), la madurez de los cultivos iniciadores
del pulque, la microbiota presente en ambos sustratos, la temporada y los cambios de
temperatura. Se dice entonces que el grado de fermentacion ha sido adecuado cuando se
alcanza un grado alcoholico y una viscosidad especifica (Loyola-Montemayor, 1956;

Sanchez-Marroquin, 1977).




El proceso de fermentacion comienza cuando la savia, la cual es rica en carbohidratos (8-
10%), sales minerales y factores de crecimiento, se convierte en un medio apto o favorable
para la proliferacion de un gran nimero de microorganismos que suelen aparecer en las
paredes de la cavidad (del maguey) o propio de la accion del tallado con ayuda de los
utensilios de extraccion, de la tierra o inclusive de los insectos que pueden estar presentes,
que introducen una poblacién heterogénea de microorganismos que logran rapidamente
adaptarse al nicho ecoldgico. Por medio de la accion de estos microorganismos y aquellos
presentes por ejemplo, en la semilla del pulque, ocurren una serie de fermentaciones (Loyola-

Montemayor, 1956; Sanchez-Marroquin, 1977).

Estos microorganismos que estan presentes dentro de la savia y el pulque son principalmente
bacterias y levaduras, aunque inclusive pueden encontrarse algunos hongos como
Aspergillus, Mucor y Penicillium. Tanto en la savia como en el pulque fresco, existe una
prevalencia de las bacterias (=8.0-15.0%108 células/mL) con respecto a las levaduras (=3.0-
6.0*10° células/mL), gracias a que presenta un pH cercano a la neutralidad (7-7.4). Con la
continuacidn del proceso de fermentacion, la poblacion de levaduras aumenta gradualmente
hasta que logra obtener la predominancia con respecto a las bacterias (2.5-3.0*108 células/mL
y 1.0-2.0*10% células /mL respectivamente), ambas poblaciones estan presentes en altas
concentraciones (Loyola-Montemayor, 1956) y esto se puede deber a que conforme avanza

la fermentacion, el pH se hace mas acido (4-4.5) y esto favorece el desarrollo de las levaduras.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, la dindmica de crecimiento que se presenta en el
proceso fermentativo se esquematiza en la figura 2, donde en primer lugar se tiene una gran
concentracion de BAL homo y heterofermentativas y las especies del género Leuconostoc
son las que comienzan evacuando el oxigeno por medio de la produccion de CO; y esto
permite la generacion de exopolisacaridos y la disminucion del pH hasta un valor de 5.8,
posteriormente existe una etapa donde convergen bacterias y levaduras y la fermentacion de
tipo acida se lleva a cabo por medio de las bacterias del género Lactobacillus, a la par de que
Z. mobilis y S. cerevisiae llevan a cabo la fermentacion alcoholica, alcanzando asi los valores
de pH de entre 4.0 y 6.0 y un contenido de etanol aproximado de 7% al finalizar todo el

proceso de fermentacion (Ramirez et al., 2004).
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Figura 2: Dindmica de crecimiento de los microorganismos presentes en el proceso de fermentacion.

De igual forma, se ha encontrado otro tipo de microorganismos como Enterobacter spp. o
Acinetobacter radioresistens en el aguamiel, esto debido posiblemente a una contaminacion
por acumulacién en el maguey e inclusive por el proceso de extraccién y las condiciones
poco higiénicas por parte de los productores (Escalante et al., 2008). A continuacion, en la
Tabla 4 se presenta la microbiota identificada del aguamiel y el pulque, donde se puede
apreciar, como ya se menciond anteriormente, la gran gama de bacterias (acido lacticas
principalmente) y levaduras que pueden encontrarse a lo largo del proceso de fermentacion

descrito.
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Tabla 4: Diversidad microbiana conocida e identificada en pulque y aguamiel.

Matriz Microorganismo Técnica usada Referencia
alimentaria : para
Bacterias Levaduras ) L
identificacion
Acinetobacter Kluyveromyces *Aislamiento con | Cruz-Guerrero
radioresistens, Citrobacter | marxianus var. | medio de cultivo y | et al, 2005;
spp., Lactococcus spp., L. | Bulgaricus, caracterizacion Escalante etal.,
citreum, L. kimchii, L. | Saccharomyces morfolégica 2008; Estrada-
) mesenteroides cerevisiae  (capensis), Godina et al.,
Aguamiel . . *Libreria  gendmica
Candida lusitaneae 2001: Lappe-
Enterobacter spp., Erwinia del gen ADNr 16S .
Oliveras et al.,
rhapontici, Kluyvera
2008
cochleae, Serratia grimensis
Lb. acidophilus spp., L. | S. cerevisiae (capensisy | *Aislamiento con | Cruz-Guerrero
acetotolerans, L. | chevalien), Candida | medio de cultivo y | et al., 2005;
acidophilus, L. delbruecki, L. | valida, K. marxianus var. | caracterizacion Escalante et al.,
plantarum, L. vermiforme, L. | lactis, Cryptococcus | morfolégica 2008; Estrada-
mesenteroides, L. | spp., Candida Godina et al.,
. o . *Libreria endmica
pseudomesenteroides, parapsilosis, C. valida, g 2001: Lappe-
. . ... | del gen ADNr 16S .
Macrococcus  caseolyticus, | Clavispora lusitanie, Oliveras et al.,
oul Microbacterium Debaryomyces carsonii, 2008
ulque
a arborescens,  Micrococcus | Hanseniaspora uvarum,
luteus, Sarcina spp., | K. lactis, K. marxianus,
Zymomonas mobilis, | Geotrichum  candidum
Acetobacter malorum Pichia  spp., Pichia
fuillermondii,
Rhodotorula spp., S.

bayanus, Torulaspora

delbrueckii
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2.7. Bacterias acido lacticas
2.7.1. Generalidades

Se les conoce como bacterias acido lacticas (BAL) al grupo de microorganismos de
morfologia coco o bacilar (con diversas agrupaciones) de Gram positivo, de longitud variable
y de un grosor que va de 0.5 a 0.8 um, no esporulados, catalasa negativo, sin movilidad,
generalmente no aerobias pero pueden ser aero Yy acido tolerantes, estrictamente
fermentativas, con &cido lactico como el mayor producto de la fermentacion de azlcares
(Seppo et al., 2004). Las BAL estan asociadas con habitats ricos en nutrientes, tales como
productos alimentarios como leche, carne, bebidas o vegetales e inclusive algunas suelen ser

parte de la microbiota habitual de la boca, intestino y vagina de mamiferos.

Las BAL realizan un papel muy importante en los procesos de fermentacion en los alimentos;
esto ya que son ampliamente usadas en la industria alimentaria, no solamente por su
capacidad para acidificar y por lo tanto ayudar a la conservacién de los alimentos, sino
también gracias a que tienen una implicacion en las propiedades sensoriales (textura, sabor,

olor, etc.) de alimentos que han llevado este proceso de fermentacién (Axelsson et al., 1993).

Las BAL ademas, pueden actuar como cultivos lacticos o iniciadores, los cuales se emplean
principalmente en la industria lactea para la elaboracién de productos como quesos o
mantequilla, e inclusive en productos fermentados. Se distinguen tres tipos de cultivos
iniciadores: inicial, cultivo madre y el cultivo tradicional. Los de tipo inicial son puros y a
partir de estos, es preparado el cultivo madre; u partiendo de este es desarrollado el
tradicional, éste ultimo suele ser utilizado para los procesos fermentativos (Castro-Rovetto,
2006).

2.7.2. Clasificacién

Las bacterias &cido lacticas pertenecen al phylum Firmicutes que comprende
aproximadamente 20 géneros: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Vagococcus Y
Weissella son los principales miembros, siendo Lactobacillus el més grande de todos los

géneros antes mencionados.
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De acuerdo a la fermentacion de la lactosa que lleven a cabo pueden clasificarse en dos
grandes grupos, homofermentativas (donde Unicamente se produce &cido lactico) vy
heterofermentativas (produccién de acido lactico y otras sustancias) y de acuerdo a la
temperatura de crecimiento pueden clasificarse en mesofilos y termdfilos (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas de las BAL de acuerdo al tipo de fermentacidn realizada o a la
temperatura 6ptima de crecimiento (Tomado y modificado de Parra, 2010).

Tipo de fermentacion Temperatura
Clasificacion Clasificacion
Homofermentativa Heterofermentativa Mesofilos Termofilos
Producen Acido Léctico Acido Léctico + otros Temperatura de 20-25 °C 40-45 °C
(etanol, CO,, ATP) incubacion
Via/Ruta Embden-Meyerhoff- Hexosa monofosfato o Tiempo de 18-20 horas 2-4 horas
Parnas pentosas incubacion
Enzimas activas Aldolasa isomerasa y Fosfocetolasa Acidez final (% 0.8 0.9
hexosa isomerasa acido lactico)
% produccion 4cido ~ 85% ~ 50% Géneros Lactococcus Lactobacillus
lactico* Leuconostoc Streptococcus

*Se refiere a un porcentaje estimado de produccidn del &cido en un proceso de fermentacién
2.7.3. Caracteristicas metabdlicas

Las BAL Unicamente pueden desarrollarse en medios ricos en carbohidratos, aminoécidos,
vitaminas y sales minerales. Y gracias a su comportamiento quimiorgandtrofo, las posibles
fuentes de carbono que son capaces de asimilar son en su mayoria carbohidratos (tales como

hexosas, pentosas y algunos disacaridos) (Von Wright y Axelsson, 2012).

Una vez que los carbohidratos se encuentran dentro de la célula, el proceso de fermentacion
es llevado a cabo por medio de dos tipos de rutas metabdlicas: la ruta Embden-Meyerhoff-
Parnas (o glucolisis) para BAL homofermentativas o la ruta pentosa fosfocetolasa para el

caso de las BAL heterofermentativas.

Por medio del metabolismo homofermentativo, el metabolito producido es el &cido lactico,
donde el rendimiento es de 2 moles de este metabolito por cada mol de glucosa (rendimiento

energético: 2 moles ATP por cada mol de glucosa) y las hexosas son el Unico tipo de
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carbohidrato que pueden tomar esta via. Mientras que la ruta heterofermentativa ademas de

obtener como producto al acido lactico, se produce etanol y CO2 (1 mol de productos por

cada mol de glucosa) y por medio de esta via son utilizadas tanto hexosas como pentosas.

Estas bacterias lacticas son capaces de producir distintos compuestos a partir del piruvato,

entre los que se encuentran acetoina, acetaldehido, diacetilo o el 2,3-butanodiol, los que

pueden tener un gran impacto tecnoldgico para la elaboracion de algunos alimentos

fermentados. De igual forma, a partir del metabolismo del piruvato es posible obtener (por

medio de una fermentacién mixta) compuestos como acetato, CO> y etanol y tal y como se

muestra en la figura 3, empleando el metabolismo del piruvato se logra explicar la sintesis

de los compuestos antes mencionados, que con excepcion del CO; todos pueden presentar
actividad antimicrobiana (Liu, 2003; Von Wright y Axelsson, 2012).

2,3-BUTANEDIOL
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Figura 3: Rutas para la formacion de compuestos
derivados del piruvato. Enzimas que participan: 1.
Diacetil sintasa, 2. Acetolactato sintasa, 3.
Piruvato-formiato liasa, 4, Piruvato
deshidrogenasa, 5. Piruvato oxidasa y 6. Acetato

co, Cinasa

Tomado de Von Wright y Axelsson, 2012.
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2.7.4. Beneficios y ventajas

Las BAL poseen propiedades muy interesantes y de gran importancia econémica. Muchas de
estas propiedades, tales como la utilizacion de lactosa, la actividad proteasa, mecanismos de
defensa de bacteriéfagos o la produccion de bacteriocinas u otros compuestos
antimicrobianos estan mediados genéticamente por plasmidos (McKay, 1985). La tecnologia
de la modificacion y mejora del ADN de las bacterias lacticas ha sido aplicada durante los
ultimos afos y este tipo de estrategias ha permitido que inclusive puedan ser aplicadas para
el desarrollo y mejora de los cultivos iniciadores, por lo que al actuar en el alimento, por
medio de la fermentacidn, se mejoren sus propiedades fisicoquimicas, nutrimentales y

sensoriales (Seppo et al., 2004).

Sin embargo, ademas de que las BAL pueden ser utilizadas satisfactoriamente en la industria
de alimentos, también han tenido aplicacion para la sintesis de quimicos, farmacos y otros
productos que son Utiles para los seres humanos y esto se debe a que poseen multiples
ventajas en la industria de las fermentaciones (Seppo et al., 2004).

v Han sido consumidas a lo largo de la historia, lo que ha implicado que no son
patdgenas para los seres humanos

v No llevan a cabo formacién de toxinas o derivados de toxicos

v Son microaerofilicos y aerotolerantes, lo que significa que requieren un proceso de
fermentacion simple

v Crecen rapidamente, requiriendo un proceso de fermentacién corto

v Han sido empleados en la industria de alimentos por afios, lo que implica que los
métodos para su cultivo a larga escala ya se conocen o se han perfeccionado

v Son capaces de fermentar diversos sustratos como leche, desechos de plantas, etc.

v Pueden secretar proteinas y llevar a cabo su expresion

2.8. Compuestos antimicrobianos de origen proteico (bacteriocinas)

Se les conoce asi a las proteinas (sintetizadas ribosomalmente) que se encuentran
biolégicamente activas, encargadas de inhibir o eliminar el crecimiento de especies

similares o muy relacionadas a la cepa productora. A diferencia de los antibioticos, estos
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poseen un origen o una naturaleza proteinica y las células hospederas son inmunes a ellas.
Son péptidos bioactivos con efecto bactericida o bacteriostatico. Han sido objeto de
maltiples investigaciones en recientes afios por su novedoso uso potencial como

conservador natural en alimentos e inclusive en propositos médicos (Parra et al., 2008).

Tipicamente, las bacteriocinas poseen un estrecho espectro antibacteriano. Asi, algunas
de estas bacteriocinas de las BAL tienen la posibilidad de inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas Gram positivas, al igual que algunas Gram negativas e inclusive
levaduras (Kailasapathy, 2006). El estudio de la actividad de estas bacteriocinas tiene una
gran aplicacién debido a que ademas de ser una alternativa para satisfacer la demanda de
consumidores de alimentos higiénicos y seguros, pueden ser inhibidores de patdgenos,
ayudando a evitar la adicion de conservadores, convirtiendo al alimento en un producto

seguro y menos artificial.

Las bacteriocinas producidas por las BAL presentan caracteristicas que las distingue
como potenciales conservadores de alimentos, de las principales puede mencionarse que
al poseer una naturaleza proteinica no pueden ser inactivadas por enzimas de tipo
gastrointestinal, ademas de no ser tdxicas (Chen y Hoover, 2006). Gracias a la presencia
de este tipo de compuestos antimicrobianos derivados de las BAL en maltiples matrices
alimentarias, han sido objeto de estudio y se ha logrado identificar al microorganismo

productor y el tipo de bacteriocina producida, tal y como se observa en la tabla 6.

Tabla 6: Algunas BAL estudiadas, productoras de bacteriocinas.

Bacteriocina Bacteria &cido lactica Referencia
Nisina A Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 Mattick & Hirsch, 1947
Nisina Z Lactococcus lactis subsp. lactis NIZO 22186 Mulders et al., 1991
Lactocidina Lactobacillus acidophilus Vincent et al., 1959
Acidolina Lactobacillus acidophilus 2181 Hamdan & Mikolajcik, 1973
Pediocina SJ-1 Pediococcus acidilactici SJ-1 Schved et al., 1993
Leuconicina S Leuconostoc paramesenteroides OX Lewus et al., 1992
Bacteriocina St10 Streptococcus thermophilus St10 Cilano et al., 1990
Termofilina 13 Streptococcus thermophilus Sfil3 Marciset & Mollet, 1993
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2.8.2. Caracteristicas generales

La mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL presentan caracteristicas generales o
comunes, sin importar de qué especie sean obtenidas o determinadas, entre las que se

encuentran (De Vuyst & Vandamme, 1994):

+ La mayoria presenta o posee mayor actividad antibacteriana cuando se encuentran a pH

menor o igual a 5.

+ La adsorcion a la superficie celular de las bacterias sensibles depende del pH. Es decir que

habra una méaxima adsorcion a pH > 6 y una minima adsorcion cuando se tiene un pH =2.

+ Termorresistencia general, ayudando a conservar su actividad antimicrobiana al ser
sometidas a condiciones similares a las de la pasteurizacion o algln tratamiento térmico que
involucre altas temperaturas (Chen y Hoover, 2006). Esto gracias a que poseen enlaces
entrecruzados estables y son estructuras globulares pequerias.

+ Su accion se ve favorecida cuando se encuentran en los alimentos fermentados, ya que
estos ultimos al poseer un pH acido hacen que al actuar contra un microorganismo sensible

sea mas facil.
2.8.3. Clasificacién

Las bacteriocinas producidas por BAL fueron divididas o clasificadas por Klaenhammer,
agrupandolas en clases y subclases sobre la base de la estructura quimica, peso molecular y
estabilidad térmica. La clasificacion que realizd, ha servido como base para que todos los
esquemas posteriores de division que se han realizado tengan validez. De todas las
bacteriocinas conocidas, quizas es la nisina A la mas ampliamente caracterizada y la que
inclusive posee una aprobacion regulatoria, para su uso o aplicacion en diversas industrias
de alimentos en el mundo como un agente de bioproteccion para la alimentacion y que ha
servido como una referencia para la continua investigacion de estos compuestos de origen
proteico (Delves, 2005).

En la figura 4 se puede apreciar esta clasificacion, presentando las caracteristicas principales

de cada tipo de bacteriocina, ademas de un ejemplo representativo o caracteristico.
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Clase Il
No Lantibiéticos Clase 11

Estables al calor, tamafio de 30-60 aa (<10 c4n nanti &
KDa) Son peptidos de gran tamafio (>30 KDa)

« Sub. Il a Actividad compartida contra Listeria Pos_e_en eStrUCt_u ras  proteinicas 'y
monocytogenes P. ej. PEDIOCINA actividad compleja

+ Sub. I b Formacién complejos (2 péptidos diferentes). Son sensibles al calor
ej. LACTOCOCINA ] e

« Sub 11 ¢ Uniones covalentes de N y C, formacion P. ej. Helveticinas Jy V
estructuras ciclicas. P. ¢j. DIVERGICINA

3

Clase | | Clase IV
Lantibidticos . .,
Poseen incorporacion de

Son péptidos termoestables (<5 KDa) ' carbohidratos o lipidos en su

molécula ara oder  tener
« Subdivision A (21-38 aa) Despolarizacion actividad P P
membrana citoplasmica P. ej. NISINA :
« Subdivision B (No mayor a 19 aa). \ Inclusion de glicoproteinas,

Inhibicion enzimética lipoproteinas y glicolipoproteinas

P. ej. Leuconocina S

\ | Bacteriocinas

Figura 4. Clasificacion de las bacteriocinas, de acuerdo con Klaenhammer, 1993.

2.8.4. Biosintesis de bacteriocinas

Los genes codificados para la produccion e inmunidad de bacteriocinas estan generalmente
organizados en clusters pertenecientes al operon y pueden ser localizadas en elementos
moviles como el cromosoma en asociacion con transposones o plasmidos (Deegan et al.,
2006). Las bacteriocinas son primariamente sintetizadas como prepéptidos inactivados
bioldgicamente, los cuales contienen una secuencia N-terminal lider enlazada al extremo C-
terminal del propéptido y existen diferencias de acuerdo al tipo de genes necesarios para su

liberacion.
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La produccion de estas bacteriocinas en BAL se encuentra relacionada con el crecimiento,
debido a que suele ocurrir en la fase exponencial y es detenida al finalizar esta etapa, aunque
existen excepciones, tal como la nisina, en la que la produccién ocurre a la mitad de la fase
logaritmica y alcanza su maxima expresion cuando se alcanza la fase estacionaria (Riley y
Wertz, 2002). Ademas, las bacteriocinas pueden sintetizarse a partir del uso como sustrato
de diversos azUcares, aunque se ha observado, que de manera general, que el mejor sustrato

para una mayor produccion es la glucosa (Mufioz-Rojas, 2003; Savadogo et al., 2006).

El sistema que se emplea para la produccion de bacteriocinas estd conformado por tres
elementos: un péptido inductor (o factor de activacidn), el cual es sintetizado en el ribosoma
como un prepéptido, el cual es dividido y excretado al medio; una histidina cinasa
transmembranal (o receptor), la cual es activada cuando se alcanza una concentracién (del
péptido inductor) y lo que provoca la autofosforilacion del residuo de histidina y por Gltimo

un regulador de respuesta, el cual recibe la transferencia de fosfato (Cotter et al., 2005).
2.8.5. Mecanismo de accion de las bacteriocinas

De acuerdo al contenido de cistina (alto efecto bactericida), se han establecido tres diferentes

espectros de accidn que pueden llevar a cabo las bacteriocinas:

a) Espectro inhibitorio estrecho, para inhibicion de microorganismos de la misma
especie.

b) Espectro inhibitorio intermedio, para inhibicién de géneros de BAL e inclusive
algunas bacterias patogenas Gram (+).

c) Espectro inhibitorio amplio, que actdan contra un gran nimero de bacterias patégenas

Gram (+).

La manera en la que actlan las bacteriocinas es diferente. Como se aprecia en la figura 5,
algunos miembros de las bacteriocinas clase | (o lantibiéticos), tal como la nisina, han sido
estudiadas, encontrando que pueden unirse al lipido II, el principal transportador de
subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular y por lo tanto, prevenir la
correcta sintesis de la pared celular, guiando a la muerte celular. Ademas, pueden usar el
lipido Il como una molécula de acoplamiento para comenzar el proceso de insercion de

membrana y formacion de poro que de igual forma conduce a una muerte celular rapida. En
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general, los péptidos de clase 11 poseen una estructura helicoidal anfifilica, la cual permite
que se inserte en la membrana de la célula objetivo, ocasionando una despolarizacion y la
muerte celular. Mientras que las proteinas bacterioliticas largas (conocidas como
bacteriolisinas, clase I11), pueden funcionar de manera directa en la pared celular de bacterias

Gram positivas, produciendo la muerte o lisis celular (Cotter et al., 2005).

Class Il
(Sakacin)

Bacteriolysins
(Lysostaphin)

\

5

o
0

Peptidoglycan suburgg =20t

Figura 5: Mecanismo de accion de los diferentes tipos de bacteriocinas. Adaptado de Cotter et al., 2005.

2.8.6. Aplicacién en la industria de alimentos

Actualmente, las empresas productoras de alimentos se enfrentan a una demanda muy alta,
por parte de los consumidores, de alimentos seguros, con una larga vida de anaquel y un
procesamiento minimo, sin la presencia de conservadores quimicos. Es por ello que el uso y
aplicacion de las bacteriocinas se ha demostrado en productos como huevos, vegetales,
alimentos enlatados, pescados, carnicos, entre muchos otros, en combinacién claro, con otros
métodos de conservacion o por medio de su incorporacién en materiales de empaque. Estas

son usualmente estables a tratamientos térmicos y han logrado inhibir a varios de los
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microorganismos patdgenos y de contaminacion, causantes de los problemas de salud
(gastrointestinales principalmente) en alimentos minimamente procesados. La nisina y la
pediocina PA1/AcH han sido utilizados ampliamente en los alimentos (De Vuyst,
Vandamme, 1994).

Para que una bacteriocina pueda tener una aplicacion en una matriz alimentaria, se deben

tomar en cuenta seis criterios muy importantes:

a) La cepa productora debe ser preferentemente reconocida como segura (GRAS).

b) Debe poseer un amplio espectro de inhibicion que incluya patdégenos o gque la tenga
en contra de un patégeno en especifico.

c) Debe ser estable a tratamientos térmicos

d) No debe estar asociada con riesgos a la salud

e) Su inclusion al producto(s) debe guiarse hacia la obtencion de efectos benéficos tal
como la garantia de seguridad, calidad y sabor.

f) Debe poseer una alta actividad especifica (Holzapfel et al., 1995).

Y aunque tradicionalmente, el uso de bacteriocinas esta asociado con la preservacion de
alimentos, en un futuro préximo, se busca que el alimento pueda actuar como un vehiculo
para el suministro de bacterias probioticas productoras de estos compuestos. La
produccion de antimicrobianos por un cultivo de este tipo es algo deseable ya que se ha
observado que pueden contribuir a la inhibicion de bacterias patogenas en el intestino
(Dunne et al., 1999; Marteau y Rambaud, 1993; Tannock, 1997).

2.9. Compuestos antimicrobianos de origen no proteico

La habilidad que poseen las BAL para producir metabolitos antimicrobianos ha sido
histéricamente usada para la conservacion de alimentos. La fermentacion que experimentan
reduce la cantidad de carbohidratos disponibles y tiene como resultado un amplio rango de
pequerias moléculas organicas que exhiben este tipo de actividad antimicrobiana, siendo los
mas comunes los acidos aceético, propidnico y lactico (Blom y Mortvedt, 1991). En adicion
a la produccién de estos metabolitos primarios, muchos otros compuestos antimicrobianos
pueden ser formados por diversas bacterias acido lacticas. El significado biol6gico se piensa

que es el amensalismo, lo que significa que una bacteria gana ventaja sobre otro
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microorganismo (competencia) y esto puede lograrse por medio de la modificacion de las

condiciones de crecimiento de la BAL (Seppo et al., 2004).
2.9.2. Acidos organicos

Tras llevar a cabo el proceso de fermentacion de las hexosas, es posible que se obtenga &cido
lactico Unicamente (microorganismos homofermentativos) o cantidades equimolares de

acido lactico, acetico, etanol y CO2 (por un mecanismo heterofermentativo).

Se ha observado que los &cidos débiles poseen una mayor actividad antimicrobiana a bajos
pH que a uno neutral (Simon y Blackman, 1949). De los acidos débiles, el acido acético es
el que posee una inhibicion mas fuerte y tiene un amplio rango de actividad inhibitoria,
siendo efectivo contra levaduras, mohos y bacterias (Blom y Mortvedt, 1991), mientras que
el acido propidnico se ha observado que posee igualmente un fuerte efecto antimicrobiano,
pero en particular inicamente contra mohos y levaduras (Suomalainen y Mayra-Makinen,
1999). Esta actividad antimicrobiana tan alta del acido acético y propionico puede ser
explicado en parte por su alto pKa en comparacion al del acido lactico (4.87, 4.75 y 3.08,
respectivamente). Cuando una mezcla de acidos esta presente, es comdn que el acido lactico
Unicamente, contribuya principalmente a la reduccion del pH, mientras que los &cidos
propiénico y acético, los cuales se vuelven no disociados, son en realidad los agentes
antimicrobianos. Sin embargo, adicional a la funcion de reduccién de pH, el acido lactico se
ha observado que puede permeabilizar las membranas, potenciando con ello la actividad de

las otras sustancias antimicrobianas (Alakomi et al., 2000).

Se asume que la forma no disociada (neutral) de los &cidos organicos penetran a través de la
membrana celular debido a que son lipido-solubles y al valor de pH intracelular mas alto, se
disocian para producir iones hidrogeno e interfieren con funciones metabdlicas tales como
translocaciones de sustrato y fosforilacion oxidativa, reduciendo asi el pH intracelular (Baird-
Parker, 1980).

2.9.3. Perdxido de hidrégeno
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En presencia de oxigeno, las BAL son capaces de generar peréxido de hidrégeno (H202) por
medio de la accion de oxidasas (que contienen flavoproteinas), NADH oxidasas y de la
superoxido dismutasa. De acuerdo con Fontaine et al., (1996), se argumenta que el peroxido
de hidrégeno no se acumula en cantidades significativas in vivo, debido a que es degradado
por peroxidasas, flavoproteinas y pseudo-catalasa. El efecto bactericida causado por este
metabolito se ha atribuido a su potente efecto oxidante en la célula bacteriana; los grupos
sulfhidrilo de las proteinas de la célula y los lipidos de membrana pueden ser oxidados
(Morris, 1976; Schlegel, 1985; Lindgren y Dobrogosz, 1990). Inclusive, algunas de las
reacciones en las que se produce H>O, se elimina el oxigeno, creando condiciones

anaerobicas que pueden ser desfavorables para ciertos microorganismos.

El principal efecto antimicrobiano logrado es gracias al blogueo de la glicdlisis. Se ha
propuesto que inhibe el transporte de la glucosa, la actividad hexocinasa y la actividad de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa gracias a la oxidacion de los grupos sulfhidrilo en
estas enzimas metabdlicas (Carlsson et al., 1983). La actividad que se presenta frente a
bacterias Gram-positivas y otras BAL es generalmente bacteriostatica, mientras que muchas

bacterias Gram-negativas son eliminadas rapidamente.
2.9.4. Didxido de carbono (COz)

El diéxido de carbono (CO2) es formado principalmente por la accion de las BAL
heterofermentativas, pero de igual forma otras vias metabdlicas pueden llevar a cabo la
generacion de este compuesto durante la fermentacion y posee un doble efecto
antimicrobiano. Su formacién crea un ambiente anaerdébico y el dioxido de carbono en si
posee actividad antimicrobiana (Lindgren y Dobrogosz, 1990). Se ha sugerido que la manera
de actuar de este compuesto es por la inhibicion de descarboxilaciones enzimaticas (King y
Nagel, 1975) y la acumulacidn en la bicapa lipidica causa disfuncion en la permeabilidad de
la membrana. Y a altas concentraciones de este, puede prevenir el crecimiento de ciertos
organismos (Lindgren y Dobrogosz, 1990). Gracias a su actividad antimicrobiana, el CO2 es
ahora comunmente usado como el componente principal de los empaques de atmdsferas

modificadas.

2.9.5. Diacetilo
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El diacetilo (2.3-butanodiona) es el componente de aroma y sabor presente en la mantequilla.
Es producido por las especies y cepas de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus, entre otros microorganismos (Jay, 1982). Cuando las hexosas
son metabolizadas, la formacion de este es reprimida; sin embargo, el diacetilo puede llevar
a cabo una sobre-produccion si el citrato es metabolizado. Es asi como el citrato es convertido
via piruvato en diacetilo (Lindgren y Dobrogosz, 1990). Jay (1982) observé que este
compuesto era mas efectivo a pH <7. Ademas de que la actividad antimicrobiana era
antagoénica en presencia de glucosa, acetato y tween 80. Este se ha observado que es mas

efectivo contra bacterias Gram-negativas, levaduras y mohos que contra las Gram-positivas.
2.9.6. Reuterina

Considerado como un componente de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana,
producido por las BAL, en especial por Lactobacillus reuteri, en condiciones anaerobias
cuando existe una mezcla de glucosa y glicerol o gliceraldehido. Sin embargo, cuando las
celulas entran en fase estacionaria, la reuterina comienza a acumularse (Axelsson, 1990). En
soluciones acuosas, esta puede presentarse en 3 formas: principalmente monomeérica,
hidratada monomérica y en una menor proporcion un dimero ciclico; aunque no se sabe con
certeza cual forma o combinacion es biol6gicamente més activa (Talarico y Dobrogosz,
1989).

La reuterina posee un espectro muy amplio de actividad antimicrobiana. Se ha encontrado
que posee actividad antibacterial, antifingica, antiprotozoica y antiviral (Axelsson et al.,
1989, Chung et al., 1989) y esto puede ser explicado por su mecanismo de accion, ya que
actua contra enzimas sulfhidrilo. Se ha demostrado ademaés, que puede ser un inhibidor del
sitio de enlace-sustrato de la ribonucleétido reductasa y de este modo interfiere con la sintesis
de DNA (Dobrogosz et al., 1989).

2.10. Microorganismos patogenos de importancia en alimentos

Las bacterias 0 microorganismos patogenos se definen como aquellos que al ingresar a un
hospedero, pueden causar enfermedad o dafio. Algunos de estos patdgenos pueden ser
transmitidos por via alimenticia. Las enfermedades que son transmitidas por los alimentos

(ETA) son las que se aplican a las enfermedades que son adquiridas a través del consumo de
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alimentos contaminados. Estos microorganismos pueden ser agrupados en aquellos que

causan intoxicaciones y aquellos que pueden ocasionar infecciones (FAO, sin afo).
2.10.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram-positiva, con forma bacilar, anaerobia
facultativa, movil mediante flagelos, la cual crece de manera adecuada a una temperatura de
37 °C, puede desarrollarse a la temperatura del cuerpo humano e inclusive a temperaturas de
refrigeracion, ademas de ser halotolerante y es una de las principales causas de muerte por

ETA, debido a ello, ha sido estudiada ampliamente para ser controlada y erradicada.

Siete especies de Listeria son conocidas y de ellas, tanto Listeria monocytogenes como
Listeria ivanovii son las que pueden ser patogénicas para humanos y rumiantes,
respectivamente (Farber y Peterkin, 2000). Listeria afecta principalmente a la poblacion que
tiene una deficiencia en su sistema inmune, fundamentalmente celular o una enfermedad
debilitante. Esta poblacion tipicamente son adultos mayores, gente con SIDA, e inclusive

mujeres embarazadas pudiendo causar el aborto del feto.
2.10.3. Escherichia coli

Bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, movil por flagelos, no formador de esporas y
es el organismo mas comun en el tracto intestinal del hombre y de los animales de sangre
caliente. La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas ya que colonizan el sistema
digestivo y desempefian inclusive papeles importantes en el mantenimiento de la fisiologia
intestinal. Sin embargo, algunas cepas son patdgenas y pueden causar enfermedades
gastrointestinales y algunas de ellas tienen la capacidad de producir enterotoxinas muy
potentes. Los grupos mas importantes son: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherente-difusa (DAEC),
E. coli enteroagregativa (EAggEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) (Doyle et al., 1997).

2.10.4. Salmonella
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Este género de bacterias pertenece a la familia Enterobacteriaceae; son bacilos Gram-
negativos, no esporulados, anaerobios facultativos y que cuentan con movilidad gracias a los
flagelos que poseen. Este género normalmente se caracteriza por ser muy resistente, ya que

pueden sobrevivir por semanas en ambientes secos e inclusive meses en sistemas acuaticos.

La enfermedad infecciosa que es originada por este tipo de bacterias se conoce como
salmonelosis, la cual es adquirida por la ingesta de alimentos o bebidas que estén
contaminadas con alguno de los serotipos de este género. Los serotipos causantes de la
enfermedad en humanos, generalmente lo hacen de manera invasiva y pueden llegar a ser
mortales si no se es suministrado el tratamiento adecuado (WHO, 2016). Las tres formas
clinicas mas conocidas de salmonelosis son: fiebre entérica (Salmonella enterica ser. Typhi
y ser. Paratyphi), gastroenteritis (Salmonella enterica ser. Typhimurium y ser. Enteritidis) e
invasiva (Salmonella enterica ser. Cholerasius) (Romero, 2007).

2.10.5. Patogenos de cavidad oral

Existe una concentracion muy alta de microorganismos que se desarrollan en la zona bucal
de los seres humanos que pueden inclusive colonizar distintas partes de este nicho (placa

dental, encias, tracto respiratorio, etc.).

La microbiota normal de la zona bucal, se encuentra formada principalmente por aquellos
microorganismos que se encuentran tanto en la saliva como en la superficie de la cavidad
oral. En un hospedero sano, se puede encontrar microbiota como cocos Gram-positivos
(principalmente del género Streptococcus), bacterias anaerobias e inclusive especies de
Candida, las cuales por lo general no causan algun tipo de dafio; con excepcion del momento
en el que comienza a ocurrir una acumulacién de estos, causando problemas de salud que
inclusive pueden alcanzar tejidos mas profundos y llegar al torrente sanguineo. La microbiota
total de la zona bucal se alcanza cuando se completa el desarrollo fisioldgico del hospedero.
La calidad y cantidad de microorganismos que componen esta microbiota varia de acuerdo a

los factores que influyen en su distribucion o su crecimiento (Wescombe et al., 2012).

2.10.5.1. Streptococcus mutans
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Es una bacteria Gram-positiva, con forma de coco y es considerado el microorganismo mas
cariogénico presente en la placa bacteriana; siendo el principal responsable del desarrollo del
problema dental conocido como caries y teniendo un papel activo y continuo en el desarrollo
de las primeras etapas de este padecimiento. Es un microorganismo tolerante a la acidez
(acidurico) y productor de &cido (aciddgeno); permitiendo que el pH del medio en el que se
desarrolla la bacteria tenga una reduccion y la gran mayoria de las cepas son alfa-hemoliticos
(Philips et al., 2010).

La supervivencia de este microorganismo se ve favorecida gracias a las condiciones de alta
concentracion de sacarosa, el pH bajo y la alta proporcion de las fuentes de carbono y
nitrégeno presentes en la placa natural de los seres humanos (Carranza, 1968). La habilidad
de S. mutans para adherirse y acumularse en la superficie de la placa dental, se da gracias a
la sintesis de polisacérido extracelular, que aunado a la sacarosa, le permite adquirir las
propiedades acidogénicas y aciddricas antes mencionadas, que involucran y permiten el

desarrollo de este padecimiento (Murata et al., 2010).
2.10.5.2. Streptococcus oralis

S. oralis es un microorganismo Gram-positivo, se ha encontrado en altas concentraciones en
la boca y garganta de los seres humanos. Pertenece al grupo viridans y puede causar tanto
placa dental como endocarditis. A pesar de que se considera una bacteria de poca virulencia,
se ha observado que tiene una gran importancia clinica en procesos como bacteremias y en

menor grado, en meningitis y neumonia.

Esta bacteria pertenece al grupo viridans y gracias a ello, se puede agrupar de acuerdo a su
filogenia en el grupo mitis, el cual incluye ademas a especies orales comunes como
Streptococcus mitis y Streptococcus pneumoniae; las cuales se ha observado que estadn muy
relacionadas, pues exhiben >99% de homologia en la secuenciacion del gen rRNA 16S y son

en ocasiones dificiles de diferenciar (Arbique et al., 2004).
2.10.5.3. Streptococcus salivarius

S. salivarius es una bacteria que se encuentra principalmente en la boca de los seres humanos.

Es la primera bacteria comensal que aparece en la cavidad oral de recién nacidos donde
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coloniza las vias respiratorias superiores (Aas et al., 2005). En la saliva, se encuentra
tipicamente a niveles de aproximadamente 1*10" UFC/mL y de acuerdo a los estudios
realizados por Gibbons y Van Houte (1971) y Guglielmetti et al. (2010), se adhiere
eficientemente a las células epiteliales orales y representa mas del 50% de los estreptococos
presentes en la lengua. En el hospedero saludable es extremadamente raro que pueda causar
algin tipo de infeccion; esto debido a que inclusive algunas cepas son productoras de
sustancias inhibitorias, como bacteriocinas, siendo una de las mas estudiadas la cepa S.
salivarius K12, la cual produce la salivaricina A y la salivaricina B, que ayudan a controlar

e inhibir bacterias patdgenas que pueden encontrarse en la cavidad oral (Tagg, 2004).
2.10.5.4. Streptococcus mitis

S. mitis poseen una forma tipo flecha, con una longitud aproximada de 0.5 um; estas crecen
en pares o cadenas cortas. Al igual que S. pneumoniae contiene residuos de fosfatidilcolina

en los &cidos teicoicos de su envoltura celular.

Se ha considerado generalmente como un estreptococo benigno y miembro de la flora
comensal oral de los seres humanos. Sin embargo, S. mitis puede escapar de su nicho y causar
una gran variedad de complicaciones infecciosas como endocarditis, bacteremia y septicemia
(Mitchell, 2011) e inclusive estd emergiendo como causa de infecciones del torrente

sanguineo en personas inmunocomprometidas.

Existe mucho acerca de la biologia de este microorganismo que permanece desconocido. Es
vital por ello estudiar la interaccion de este con su hospedero humano y los deméas miembros
de la microbiota oral para entender como Streptococcus mitis realiza la transicion de un

estado comensal a uno patogénico (Mitchell, 2011).
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3. Justificacion

La aplicacion del proceso conocido como fermentacion es cada vez mas recurrente en el
campo de los alimentos; debido a que a lo largo de este procesamiento, las propiedades
nutrimentales y fisicoquimicas del mismo estan en un constante cambio, hasta lograr que
contenga los elementos necesarios para poder extender un beneficio al consumidor y en
estrecha relacion a este, se encuentra el uso y aplicacion de microorganismos con capacidad
para llevar a cabo la produccion de metabolitos antimicrobianos, los cuales son cada vez mas
estudiados para su uso potencial como conservadores naturales y como una barrera de
defensa contra microorganismos indeseables en los alimentos evitando su presencia o su

desarrollo y alargando la vida de anaquel de diferentes matrices alimentarias.

El pulque, es una bebida tradicional mexicana con raices ancestrales, de la cual se han
estudiado ampliamente sus caracteristicas microbioldgicas, nutrimentales y fisicoquimicas.
Consumida principalmente en poblaciones rurales, gracias a su uso como complemento de la
dieta diaria, sobre todo para aquellas de bajos recursos econdmicos. Se sabe que posee varias
etapas de fermentacidn en las que se ven involucradas bacterias y levaduras principalmente,
diversas especies de bacterias lacticas se han identificado y se ha observado que pueden

producir compuestos antimicrobianos como bacteriocinas y otros de origen no proteico.

Los resultados obtenidos en esta investigacién permitiran observar el comportamiento que
tienen las cepas de BAL productoras de compuestos antimicrobianos frente a patégenos de
importancia alimentaria y de esta forma, tener bases cientificas para su utilizaciéon como una

estrategia de conservacion e inocuidad del pulque en su procesamiento artesanal e industrial.
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4. Hipotesis

Si las bacterias acido lacticas aisladas del pulque y aguamiel son capaces de producir

compuestos antimicrobianos (proteicos y/o no proteicos), podran inhibir a algunas bacterias

patdgenas de importancia en alimentos y/o de cavidad oral.

5. Objetivos

Obijetivo General

Determinar si las cepas de BAL aisladas de pulque y aguamiel de una zona productora de

Milpa Alta, Ciudad de México, son capaces de producir compuestos antimicrobianos de

origen proteico y/o no proteico para inhibir bacterias patdgenas de importancia en alimentos

y de cavidad oral.

Obijetivos particulares

a)

b)

Determinar el potencial antimicrobiano de las cepas de BAL aisladas de pulque y
aguamiel frente a bacterias patogenas y de cavidad oral por medio del método de
difusion en agar.

Verificar la naturaleza proteica de las sustancias antimicrobianas producidas por las
cepas aisladas de pulque y aguamiel.

Evaluar el antagonismo de las cepas aisladas de pulque y aguamiel que presenten
actividad antimicrobiana frente a diferentes cepas de BAL identificadas.

Analizar la interaccion entre las BAL aisladas de pulque y aguamiel productoras de
compuestos antimicrobianos y las bacterias patogenas y de cavidad oral que se vieron
inhibidas, mediante una prueba de reto.

Estudiar la interaccion entre Listeria monocytogenes y las cepas de BAL aisladas de
pulque y aguamiel productoras de compuestos antimicrobianos mediante pruebas in

situ en aguamiel pasteurizado recolectado de la region de Huitzilac, Morelos.
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6. Metodologia
6.1. Microorganismos
6.1.4. Bacterias 4cido lacticas (BAL)

La coleccion de 39 BAL empleadas en el presente estudio fueron aisladas e identificadas en
un estudio previo de una region productora de Milpa Alta, Ciudad de México y se
encontraban conservadas y almacenadas en caldo MRS con 20% de glicerol a una
temperatura de -70 °C (Tabla 7) en el laboratorio 324 del conjunto E de la Facultad de
Quimica, UNAM.

Tabla 7: Bacterias acido lacticas (BAL) empleadas en el presente trabajo de investigacion.

Clave Origen*  Procedencia Clave Origen*  Procedencia Clave Origen*  Procedencia

(alimento) (alimento) (alimento)

Fv-01 P/A Milpa Alta Milpa Alta Fv-b28 Milpa Alta
Fv-15 P/A Milpa Alta Fv-b11 P/A Milpa Alta Fv-134 P/A Milpa Alta
Fv-03 P/A Milpa Alta Fv-119 P/IA Milpa Alta Fv-154 P/IA Milpa Alta
Fv-61 P/A Milpa Alta Fv-71 P/IA Milpa Alta Fv-139 P/IA Milpa Alta
Fv-148 P/IA Milpa Alta Fv-100 P/A Milpa Alta Fv-140 PIA Milpa Alta
Fv-al6 P/A Milpa Alta Fv-115 P/IA Milpa Alta Fv-163 P/IA Milpa Alta
Fv-al8 P/IA Milpa Alta Fv-107 P/A Milpa Alta Fv-164 PIA Milpa Alta
Fv-a28 P/A Milpa Alta Fv-97 PIA Milpa Alta Fv-151 P/IA Milpa Alta
Fv-158 P/IA Milpa Alta Fv-109 P/A Milpa Alta Fv-146 P/IA Milpa Alta
Fv-a08 P/A Milpa Alta Fv-123 PIA Milpa Alta Fv-160 P/IA Milpa Alta
Fv-a88 P/IA Milpa Alta Fv-122 P/A Milpa Alta Fv-129 P/IA Milpa Alta
Fv-all P/IA Milpa Alta Fv-105 P/IA Milpa Alta Fv-al4l P/IA Milpa Alta
Fv-b18 P/IA Milpa Alta Fv-150 P/A Milpa Alta Fv-b141 P/IA Milpa Alta

*P/A: Pulque y aguamiel




6.1.5. Microorganismos indicadores.

Con el objetivo de observar la posible produccion de bacteriocinas 0 compuestos
antimicrobianos de origen no proteico de las BAL, se emplearon las bacterias indicadoras
que se presentan en la Tabla 8. Se evaluaron tanto Gram negativas como positivas y se
conservaron en caldo BHI (OXOID) al 20% de glicerol a una temperatura de -70 °C.

Tabla 8: Cepas indicadoras y de cavidad oral empleadas en el presente trabajo de
investigacion.

Especie Clave Especie Clave
~ L.monocytogenes ~ CFQ-103  Bacilluscereus ~ ATCC11778 |
S. enterica Typhimurium ATCC 14028 Streptococcus oralis Fm!
Listeria innocua Cepario FQ Streptococcus mutans ATCC 10449
Streptococcus mitis? FM Streptococcus salivarius? Sin clave

Escherichia coli O8:H10  Cepario Lab. 324  Escherichia coli O88:H25  Cepario Lab. 324

Control [+] de Lactococcus lactis para A-45212
L. monocytogenes®

1: Cepa de caso clinico, Facultad de Medicina, UNAM., 2: Cepa, Facultad de medicina, UNAM

3: Cepa usada como control positivo (Maldonado, 2016) para pruebas de difusién en agar con Listeria

monocytogenes.

6.2. Reactivacién y comprobacion de pureza de cepas

La reactivacion de las cepas, tanto de las BAL como de los microorganismos indicadores
(Tavera, 2010; Maldonado, 2016), se realiz6 en 5 mL de medio MRS Difco™ y en 5 mL de
medio BHI OXOID® respectivamente; partiendo de las cepas conservadas en medio
MRS/BHI con glicerol al 20% a -70 °C. Se inocul6 un volumen de 50 uL, en el caso de
aquellas cepas conservadas en medio liquido, mientras que las cepas conservadas en perlas
de vidrio se emple0 solo una de estas para la reactivacion y las condiciones de incubacion
para las cepas de BAL fueron de 30 °C/24h, mientras que para los patdgenos fue de 37 °C/24
h. Para determinar la pureza de las cepas se realizd una tincién de Gram tanto para las cepas
de BAL como para las indicadoras, buscando una uniformidad u homogeneidad en su

morfologia y Gram al observarse al microscopio (Figura 6).
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Re-activacion de cepas Pase de cepa

30/37 °C 50 pL 30/37 °C

Cepas
activadas

50 pL BAL (Medio MRS) activada
50 pL Patdgenos (Caldo BHI) 1 pureza
< I
: - N ’~— L
\ 4 % ‘ \ P _1. - A=

Comprobacién pureza cepas
Inoculacion en estria por agotamiento
BAL (Agar MRS)
Patégenos (Agar BHI)

Realizacion de Tincion de Gram
(Observacion de colonias
caracteristicas y uniformes)

Figura 6: Metodologia empleada para re-activacion y comprobacion de pureza de cepas

6.3. Conservacion de las cepas lacticas y patégenas

Para realizar la conservacion de las cepas, se inoculé una colonia de cada una de ellas en 5
mL de medio MRS y medio BHI para BAL y microorganismos indicadores respectivamente;
estos cultivos se incubaron durante 24 h a 30 °C para BAL y 37 °C para las bacterias
patdgenas y se separaron posteriormente las células del medio de cultivo, empleando 1 mL
de cada cultivo, contenidos en un microtubo de 1.5 mL y centrifugandolos a 8000 rpm
durante un lapso de 10 minutos y se realizé por dos veces mas. El pellet de células fue lavado
con 1 mL de solucion salina al 0.85% para enseguida volver a separarlas por centrifugacion.
Una vez obtenidas las células lavadas, se resuspendio el pellet en medio MRS o BHI con
glicerol al 20% de acuerdo al tipo de cultivo y finalmente transferirlo a un criotubo para ser
almacenado en un ultracongelador marca Puffer Hubbard™ a -73 °C, tal y como se representa

en la Figura 7.
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Colocar 1 mL de : .
Centrifugacion C s
cepaactivadaen | o | . Eliminacion del
microtubo 20 °C, 8000 RPM, 10 min sobrenadante
: '
|
I
Reali ' Lavado del pellet de células PR Realizar dos
ea |z_ar por con 1 mL de SSE al 0.8% lavados
duplicado i
Centrifugacion | Eliminacion del
| 20 °C, 8000 RPM, 10 min sobrenadante
Obtencion de pellet
Re-suspension en: Almacenamiento  en
Transferir
] > ___» | ultracongelador Puffer
MRS+ 20% glicerol a criotubos Hubbard™ a -70 °C
BHI + 20% glicerol

Figura 7: Metodologia empleada para la conservacion de cepas.

6.4. Obtencion de sobrenadantes

Tras ser reactivadas las cepas de BAL en 5 mL de medio MRS, se prepard un segundo cultivo
de las cepas con las mismas condiciones, al terminar el tiempo de incubacién, se tomaron
alicuotas de aproximadamente 1 mL y se colocaron en microtubos de 1.5 mL; se
centrifugaron a 8000 RPM por 10 minutos en una centrifuga Eppendorf 5417R para separar
asi las células (pellet) del medio de cultivo. EI sobrenadante obtenido se transfirié entonces
a otro microtubo y se conservo en refrigeracion (4-5 °C) para realizar pruebas a corto plazo
tales como el tratamiento termico y/o enzimatico y llevar a cabo las pruebas de difusion en

agar para la deteccion de actividad antimicrobiana.

6.5. Preparacion de medio Infusién cerebro-corazén amortiguado (BHI-A). Método

de difusién en agar.

La elaboracion de este medio tamponado se realizo con el fin de eliminar el efecto inhibitorio
que podria presentarse por los acidos organicos producidos por las BAL. La composicién
tanto de la placa como la sobrecapa, asi como las condiciones de preparacion se presentan a

continuacion en la Tabla 9.
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Tabla 9: Composicion del medio BHI-Amortiguado (1000 mL).

Medio BHI amortiguado
PLACA g/L SOBRECAPA g/L
Fosfato de sodio monobésico 4.3 Fosfato de sodio monobésico 4.0
(J. T. BAKER) (J. T. BAKER)
Fosfato de sodio dibésico 10.0 Fosfato de sodio dibésico 10.0
(J. T. BAKER) (J. T. BAKER)
Agar bacterioldgico (OXOID) 17.0 Agar bacteriolégico (OXOID) 8.0
Caldo BHI (OXOID) 37.0 Agar BHI (OXOID) 15.0
Condiciones: Condiciones:
Esterilizacion: 121 °C por 15 minutos | Verter <10 mL en tubos con tapén de rosca,
Verter =18 mL en placas y enfriar, incubar a 30 | esterilizar (121 °C/15 Ib de presion por 15
°C por 24 horas para prueba de esterilidad. minutos).

6.6. Preparacion de cepas indicadoras y de cavidad oral

Todas las cepas de microorganismos indicadores utilizadas para las pruebas de difusion en
agar fueron previamente re-activadas (tal como se describié previamente) en dias previos a
la realizacion de la misma y las condiciones utilizadas para cada uno se presentan a

continuacion en la Tabla 10.

Tabla 10: Condiciones de uso para pruebas de difusion en agar de microorganismos
patdgenos y de cavidad oral.

Tiempo de Dilucion In6culo en Tiempo de
Microorganismo incubacion empleada en sobrecapa incubacion de

(h) prueba (nL) prueba (h)
L. monocytogenes 6 102 50 18-24
S. enterica Typhimurium 24 10+ 50 18-24
Listeria innocua 6 102 50 18-24
Escherichia coli O8:H10 24 103 50 18-24
Escherichia coli O88:H25 24 108 50 18-24
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Bacillus cereus
Streptococcus oralis
Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius

Streptococcus mitis

24

48

24

24

24

103

10

102

10

10

Tomada y modificada de (Llanos, 2015) y (Maldonado, 2016)

6.7. Preparacion de BAL para pruebas de antagonismo.

50

50

50

50

50

18-24

18-24

18-24

18-24

18-24

Se emplearon 5 cepas de BAL, almacenadas en congelacion a -70 °C, pertenecientes a la

coleccion del laboratorio 324 del edificio E de la Facultad de Quimica; las cuales fueron re-

activadas en 5 mL de medio MRS con in6culos de 50 puL. Las condiciones usadas de los

cultivos de BAL para las pruebas de antagonismo se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11: Condiciones de Bacterias Acido Lacticas usadas en pruebas de antagonismo.

BAL Clave de cepa*

Weissella
) BAL-06
paramesenteroides

Streptococcus spp. BAL-11
Lactococcus lactis BAL-54
Lactobacillus pentosus BAL-80

Leuconostoc
BAL-73

pseudomesenteroides

Tiempo de

incubacion (h)

18-20

18-20

18-20

18-20

18-20

Dilucion

empleada

Directo, 10!

102
Directo, 10!

Directo, 10!

Directo, 10!

*Las cepas pertenecen a la coleccion de BAL del laboratorio 324
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Inéculo en

sobrecapa (uL)

50

50

50

50

50

Tiempo de
incubacioén de

prueba (h)

18-24

18-24
18-24

18-24

18-24
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6.8. Prueba de difusion en agar

Para el método conocido como difusién en agar, se emplearon torres de vidrio para obtener
la formacidn de pozos en el medio de cultivo, los cuales se emplearon para la inoculacion de
los sobrenadantes de las cepas de BAL. En primer lugar, se colocaron las torres en la capa
del medio tamponado, posteriormente se fundio la sobrecapa y se inoculé con 40 pL de la
dilucion correspondiente de cada bacteria indicadora, segun el microorganismo a emplear,
tal y como se muestra en la Tabla 10. Una vez inoculada la sobrecapa con el microorganismo
indicador, se vertio sobre la placa del medio tamponado, evitando un posible derrame del
medio de cultivo en la parte central de las torres, con el proposito de que la formacién de los
pozos se lleve a cabo correctamente. Una vez que la sobrecapa se enfrid y se solidificd, se
retiraron las torres de vidrio con ayuda de unas pinzas de metal (previamente esterilizadas).
En cada pozo se inocularon 80 L del sobrenadante de cada cepa de las BAL. Por Gltimo, se
incubaron a 37°C y transcurridas las 24 horas, se reportan los halos de inhibicion, tal y como

se aprecia en la Figura 8.
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SN sin tratamiento Solucion enzima [mg/mL]

O SNTT 5 mL buffer + 5 mg enzima
0.5mL 0.5mL
Tubo Eppendorf
limpio y estéril
Colocacion de torres
de vidrio 37 °C, 300 RPM, 2 h
\4
Thermomixer comfort Sobre.na(,ia.nte tratado
para Eppendorf enzimaticamente
(SNTE)
Dilucion de J
patdgeno de prueba
~

50 uL
Formacion de
pozos para
inoculacioén de

v
10 mL de sobrecapa ] Vaciado

\4

Sobrenadante con
tratamiento térmico
(SNTT)

A
100-105 °C

[

BHI-amortiguado J

Sobrenadantes

10 min.

Sobrenadante libre
de células

A

Remocidn de torres
de vidrio

37°C
18-24 h

[

Control (-): MRS o H2O estéril
Control (+): Clorhexidina 0.2%
El control (+) en las pruebas de

Revelacion de

prueba ]
Medicién d L. monocytogenes sera la cepa
(Medicion de A-45212 (Maldonado, 2016).
los halos de

inhibicién)

Figura 8: Metodologia empleada para los ensayos de difusion en agar empleando sobrenadantes sin tratamiento (SN),

neutralizados, tratados térmicamente (SNTT) y sobrenadantes neutralizados, tratados enzimaticamente (SNTE)
empleando los diferentes microorganismos indicadores.
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6.9. Tratamiento de sobrenadantes y prueba de actividad antimicrobiana
6.9.4. Neutralizacion de los sobrenadantes y tratamiento térmico

Los sobrenadantes de las cepas de BAL que presentaron actividad antimicrobiana se
neutralizaron empleando NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.0, para posteriormente
someterlos a un tratamiento térmico, aplicando una temperatura de 100-105 °C por 10

minutos.

6.9.5. Determinacion de la posible naturaleza proteica de las sustancias

similares a bacteriocinas producidas por las BAL

Unicamente las cepas que mantuvieron su actividad tras aplicarles el tratamiento térmico, se
sometieron a un tratamiento con 4 diferentes enzimas, con el propdsito de comprobar si los
compuestos producidos pueden ser de origen proteico: una proteasa de Bacillus
licheniformis, una proteasa de Streptomyces griseus (Pronasa E), tripsina aislada de pancreas
porcino y una a-quimotripsina (todas de la marca Sigma-Aldrich®; las caracteristicas de esta
enzimas se muestran en el anexo B). Las condiciones para cada una de las enzimas se
describen en la Tabla 12. Tras realizar el tratamiento enzimatico, se emplearon pruebas de
difusion en agar para observar la posible actividad antimicrobiana, reportando los halos de
inhibicidn, tal y como se aprecia en la Figura 9.

Tabla 12: Condiciones de los ensayos enzimaticos para determinacion de la naturaleza
proteica del compuesto antimicrobiano presente en el sobrenadante de BAL.

. Tiempo de o Temperatura de Relacion de
Enzima ) y Agitacion . .
incubacion incubacion volumen
Prot 2h 300 37°C
roteasa rpm 0.5 mL del
Pronasa E 2h 300 rpm 37°C SN
solucion de
Tripsina 2h 300 rpm 37°C enzima
. S (1 mg/mL)
o-quimotripsina 2h 300 rpm 37 °C

*SNTT: Sobrenadante tratado térmicamente
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[ SN sin tratamiento ] [ Solucién enzima [mg/mL]

]

0 SNTT 5 mL buffer + 5 mg enzima
0.5mL 0.5mL
Tubo Eppendorf
limpio y estéril
Colocacion de torres
de vidrio 37°C,300RPM, 2 h
v
Thermomixer comfort
para Eppendorf

Dilucion de
patdgeno de prueba

50 pL

v

Formacién de
pozos para
inoculacion de
Sobrenadantes

v

10 mL de sobrecapa ] Vaciado
BHI-amortiguado

80 UL Sobrenadante tratado
<7u enzimaticamente
(SNTE)

\4

e
[ Remocidn de torres

37°C
18-24 h

de vidrio

Buffers empleados:

Revelacion de Proteasa, Pronasa E: Glicina-

prueba NaOH (pH 9)
(Medicion de o _ .
los halos de Tripsina, a-quimotripsina:
inhibicion) Fosfatos (pH: 7.5-8.0)

Figura 9: Metodologia empleada para tratamientos con proteasas en el sobrenadante tratado térmicamente (SNTT)
de la cepa de BAL que present6 actividad antimicrobiana.
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6.10. Pruebas de reto de BAL vs microorganismos indicadores en medio MRS.
6.10.4. Seleccion de microorganismos

El experimento se realizé con la cepa Fv-15, la cual fue la Unica que presentd actividad
antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes y otros de los patdgenos mencionados en la
seccion 6.6 al realizar pruebas de difusion en agar. De igual forma se emple0 esta cepa de
BAL debido a que al aplicar el tratamiento térmico al sobrenadante, la actividad

antimicrobiana se mantuvo.
6.10.5. Concentracion de microorganismos a emplear en la prueba

La cantidad de inoculo y la dilucion adecuada a utilizar tanto de los microorganismos
indicadores, como la cepa de BAL Fv-15, se presentan en la tabla 13.

Tabla 13: Condiciones de los microorganismos indicadores y la cepa Fv-15 (BAL) empleadas
en las pruebas de reto.

E. coli
088:H25

Cepa Fv- L. Streptococcus

15 monocytogenes

Streptococcus  Streptococcus

Microorganismo

mutans oralis salivarius

Medio de
) MRS BHI BHI BHI BHI BHI BHI
cultivo
Volumen
] 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL
(medio)
Medio de BHI/ BHI/
MRS Oxford Agar Sangre Agar Sangre Agar Sangre
plaqueo McConkey McConkey
Volumen de
o 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
inéculo (uL)
Concentracion
10° 104 10%-10° 10%-10° 10%-10° 104 10*
(UFC/mL)

6.10.6. Prueba de reto en medio MRS

——
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Una vez que se prepararon los indculos de la BAL y los microorganismos indicadores tal y
como se describe en la Tabla 13, se inocularon 4 matraces Erlenmeyer con 100 mL de medio,

tal como se describe a continuacion:

I.  Control negativo: Matraz con medio estéril.
Il.  Control positivo (para BAL): Matraz con BAL cepa Fv-15 (medio MRS).
[1l.  Control positivo (para microorganismo indicador): Matraz con el microorganismo
patdgeno o de cavidad oral a probar (medio BHI).
IV.  Cultivo mezcla: Matraz con Cepa Fv-15 y microorganismo indicador (medio MRS)

Los matraces antes mencionados se incubaron a 30/37 °C (control positivo BAL, control
positivo indicador, mezcla y negativo respectivamente) por 48 h. El seguimiento del
crecimiento se llevo a cabo en los tiempos 0, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 24 y 48h, evaluandose por
medio de la técnica de cuenta en placa y midiéndose ademas el pH con un potenciometro
Oakton pH700, tomando 5 mL de cada cultivo. La metodologia completa se esquematiza en
la Figura 10 y las especificaciones de crecimiento para cada microorganismo empleado, se

presentan en la Tabla 14.

Tabla 14: Evaluacion del crecimiento de BAL y bacterias indicadoras en las pruebas de reto

en medio MRS.
Colonias blancas, convexas, redondas Yy brillantes.
BAL cepa Fv-15 (MRS) y colonias transparentes, brillantes, sin Agar MRS 25-250
hemolisis (agar sangre)

Listeria monocytogenes Colonias negras con halo negro Agar Oxford 5-150
E. coli (Enteropatogénica) Colonias rosas, convexas y brillantes McConkey 15-200
E. coli (Enterotoxigénica) Colonias rosas, convexas y brillantes McConkey 15-200

Colonias blanquecinas, redondas, no presentan
Streptococcus mutans . Agar Sangre 10-200
hemolisis.

Streptococcus salivarius Colonias blanquecinas, pequefias, con hemdlisis o. Agar Sangre 10-200

Streptococcus oralis Colonias marrén, muy pequefias, con hemolisis a. Agar Sangre 10-200
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Reactivacion de BAL Reactivacion de indicador
(50 pL en 5 mL medio MRS) (50 pL en 5 mL medio BHI)

6 h: Listeria monocytogenes

Cultivode 18 a 24 h o )
18-24 h: Escherichia coli,

microoraanismos de cavidad oral.

v v
50 pL en 4.5 mL de SSE 0.8%
1mL
1mL 1mL
Cultivo BAL (Fv-15) Cultivo Indicador
Cultivo Mezcla 100 mL BHI
100 mL MRS
100 mL MRS
Incubacién 30 °C Incubacion 37 °C

Muestreo cada 0,2,3,4,6.9,12, 24y 48 h

Control (-)
100 mL MRS

L@

Figura 10: Prueba de reto de la cepa BAL Fv-15 (productora de compuestos antimicrobianos) frente a los

microorganismos indicadores en medio MRS.




6.11. Prueba de reto de Listeria monocytogenes frente a BAL en aguamiel

pasteurizado

Tras realizar las pruebas de reto en medios dptimos de crecimiento para la cepa Fv-15 de
BAL y los microorganismos indicadores para la posible respuesta de los compuestos
antimicrobianos, se acudio a la zona productora de aguamiel de Huitzilac en el estado de
Morelos, de donde se obtuvieron aproximadamente 5 L de aguamiel fresco, los cuales fueron
transportados cuidando la cadena de frio hasta llegar al laboratorio. Se pasteuriz6 el aguamiel
con las siguientes condiciones: 62-65 °C por 30 minutos en un pasteurizador Elecrem Modelo
D9000. El aguamiel pasteurizado se almacend en bolsas Ziploc en condiciones de
congelacién hasta su uso. Previo a la realizacion de las pruebas de reto, el aguamiel fue
descongelado y neutralizado hasta un pH de 6.0. La metodologia empleada para la prueba de
reto fue similar a la mencionada previamente en la seccion 6.10.3 (Figura 11).

Obtencio6n de 5 L de aguamiel Conservacién en
(Huitzilac, Morelos) congelacion hasta uso
Congelacién debolsas | Empaquetamiento de 1 L Pasteurizacion
que no se utilizaran en bolsas Ziploc 62-65 °C/30 min

Ajuste de pH hasta un valor de 6.0

(Potenciémetro Oakton pH700) |7~ NaOH 0.1 N

Preparacion
medios de CUltivo |- - mmmmimmimmie e >
y material estéril

Prueba de Reto
(tiempos 0, 2, 3,4,6,9, 12y 24 h)

Figura 11: Metodologia para realizar las pruebas de reto entre la cepa de BAL (Fv-15) y Listeria
monocytogenes en aguamiel pasteurizado y neutralizado.
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7. Resultados y discusion
7.1. Reactivacion y comprobacion de pureza de cepas.
a) Bacterias acido lacticas (BAL)

Al conjunto de bacterias acido lacticas (Tabla 7) se les determind su pureza por medio de la
observacion de sus caracteristicas macro y microscopicas. Se reactivaron de acuerdo con la
seccion 6.2, posteriormente, se inocularon en cajas de agar MRS mediante siembra por
agotamiento y se incubaron a 30 °C por 24 h. De manera general, dentro de las caracteristicas
macroscopicas (desarrollo en cajas Petri) se observaron colonias homogéneas, de tamafo
pequefio a mediano, convexas, circulares, de color crema; mientras que microscopicamente
(por medio de una tincién de Gram) se observé una morfologia clasica de coco y coco-bacilo,
Gram (+), sin agrupaciones caracteristicas y homogéneas (uniformes), confirmandose asi su
pureza, previo a su utilizacién en los experimentos. En la Tabla 15 se ejemplifican los

resultados obtenidos para el caso de dos cepas de BAL.

Tabla 15: Comprobacion de pureza de cepas de BAL, se presentan resultados de la cepa Fv-15
y Fv-148 (de arriba abajo).

Vista en caja Tincién de Gram Descripcién

Colonias aisladas muy pequefias (medio
solido) color crema; mientras que en la
tincidn se aprecia una morfologia clésica de
coco-bacilo, que pueden presentar las BAL,
Gram (+) con un crecimiento homogeéneo.

Abundantes colonias color crema aisladas,
convexas y de borde redondo en el medio
MRS; mientras que en la tincion se aprecia
otra morfologia clasica de las BAL, cocos.
Gram (+) con crecimiento homogéneo.
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b) Microorganismos indicadores

Para el caso de los microorganismos indicadores empleados, igualmente como se muestra en
la seccién 6.2, se inocularon en cajas con agar BHI, donde macroscOpicamente todas
mostraron un desarrollo similar, presentando colonias circulares, convexas, de coloracion
amarillo péalidas, de borde redondo, de tamafio medio; mientras que microscopicamente se
observaron Gram positivas y negativas; en la Tabla 16 se presentan condensadas estas
caracteristicas. Ademas de estas observaciones macro y microscopicas y de acuerdo con
trabajos previos (Tavera, 2008; Llanos, 2015; Maldonado, 2016); se realizaron cinéticas de
crecimiento para los indicadores empleados en pruebas de reto. En el caso de L.
monocytogenes se incubd por seis horas, con el proposito de asegurar su adecuado
crecimiento y mantenerlo en un estado fisioldgico activo, ya que si se cultiva en fase

estacionaria podria desarrollar una mayor resistencia.

Tabla 16: Caracteristicas microscopicas observadas de los microorganismos indicadores

Microorganismo Morfologia Observaciones
Listeria monocytogenes Bacilos Positivo
Listeria innocua Bacilos Positivo
Salmonella Typhimurium Bacilos largos Negativo
Bacillus cereus Bacilos largos Positivo
Morfologia y tincién
Escherichia coli (EPEC) Bacilos cortos Negativo homogéneas,
Escherichia coli (ETEC) Bacilos cortos Negativo comprobacion de pureza
previo a su utilizacion.
Streptococcus mutans Cocos Positivo
Streptococcus oralis Cocos Positivo
Streptococcus salivarius Cocos Positivo
Streptococcus mitis Cocos Positivo

——
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7.2. Conservacion de cepas BAL e indicadoras.

Tras realizar la comprobacion de pureza de las cepas, se llevd a cabo la conservacion de 5
BAL, Fv-01, Fv-15, Fv-03, FV-61 y Fv-148; ademés de los microorganismos indicadores
Listeria monocytogenes, Listeria innocua y Salmonella Typhimurium, en caldo MRS con
20% de glicerol y caldo BHI con 20% de glicerol respectivamente; ademas de la cepa A-
45212 (control positivo para L. monocytogenes en pruebas de reto); estos crio-viales se
almacenaron en el ultracongelador Puffer-Hubbard a -70 °C empleando la metodologia
establecida en la seccion 6.3.

7.3. Pruebas de difusién en agar con sobrenadantes no neutralizados y sin

tratamiento térmico.

Se realizaron pruebas de difusion en agar con las 39 cepas de BAL provenientes de pulque y
aguamiel de la zona de Milpa Alta, Ciudad de México; de las cuales unicamente la cepa Fv-
15, obtuvo resultados positivos, halos de inhibicion, en contra de L. monocytogenes, L.
innocua y algunos microorganismos de cavidad oral Gram positivos (fotografias anexo B)
(halos de inhibicidn en tabla 17); debido probablemente a que las bacteriocinas llevan a cabo
su actividad con una alta eficiencia frente a bacterias que estén estrechamente relacionadas
(Cotter et al., 2005).

Se observaron halos transparentes, de aproximadamente 1 mm para el caso de Listeria
monocytogenes Yy Listeria innocua y de un rango de 3 a 5 mm en el caso de algunas de las
cepas de cavidad oral y estos resultados se presentan de manera condensada en la Tabla 17.
La diferencia principal en la obtencion de un halo transparente o uno opaco, radica en el
efecto bactericida o bacteriostatico (respectivamente) que pueda presentar el sobrenadante
en la prueba de difusion en agar (Daba et al., 1991). La formacidn de estos halos de inhibicion
indica un efecto antimicrobiano que no esta relacionado con el bajo pH del medio, posible
produccion de acidos organicos, debido a que al emplearse un medio tamponado como el
BHI-amortiguado, se lleva a cabo la regulacion del pH y la actividad mostrada fue gracias a

compuestos de origen proteico como las bacteriocinas (Daba et al., 1991).

Con respecto a las pruebas de difusion realizadas con Bacillus cereus (bacteria Gram

positiva), Salmonella enterica Typhimurium y dos cepas de Escherichia coli, ninguna de las
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cepas de BAL present6 algun tipo de actividad (bactericida o bacteriostatica) frente a estas,
esto probablemente a que son muy pocas las ocasiones en las que se observa una inhibicion
contra bacterias Gram negativas. Tal es el caso de la acidolina, la cual fue aislada de cepas
de Lb. acidophilus 2181, la cual presentd actividad frente a un amplio nimero de
microorganismos Gram positivos y negativos, incluyendo enteropatdgenos y formadores de
esporas (Mikolajcik & Hamdan, 1975) o el caso de la bacteriocina L23, producida por
Lactobacillus fermentum L23, la cual inhibid el crecimiento de K. pneumoniae, E. coli y P.

vulgaris (Pascual et al., 2008).

No existié una inhibicion de los sobrenadantes de las cepas de BAL contra bacterias
indicadoras Gram negativas, debido principalmente a que poseen diversos mecanismos o
propiedades como lo puede ser su carga o estructura de los componentes de membrana
externa, asi como los mecanismos de transporte, flujo y degradacién de péptidos que llevan
a cabo (Devine, 2003). Ademas, la actividad antimicrobiana de las posibles bacteriocinas,
dependera en gran medida de cual tipo se trate, esto debido a que en las clasificaciones
establecidas, existen algunos de estos metabolitos primarios que requieren de alguna otra
sustancia para aumentar su actividad o inclusive como ya se mencioné anteriormente, hay
algunas que acttan Unicamente frente a bacterias de la misma especie o género (Monroy et
al., 2009; Zacharof et al., 2012).

Con respecto a las pruebas de difusion en agar realizadas frente a las cepas de cavidad oral,
Unicamente se presentaron resultados negativos para el caso de Streptococcus mitis y
Streptococcus mutans. En el caso de Streptococcus mitis, se ha reconocido como el causante
lider de endocarditis y bacteremia infectiva (Mitchell, 2011), y de acuerdo con los reportes
emitidos de proteccion a la salud en el caso de paises como Inglaterra, Gales e Irlanda del
Norte (HPA, 2009), algunas de las cepas aisladas de pacientes con estas enfermedades, son
resistentes a antibioticos comunes. Bochud y colaboradores (1997), describen que los
pacientes que presentan este tipo de enfermedades, son causadas por las cepas comensales
presentes en la cavidad oral. Debido a todo lo antes mencionado, pudo observarse un
crecimiento homogéneo, pero abundante, en todo el medio de la prueba, no permitiendo que
alguno de los sobrenadantes de las cepas de BAL pudieran llevar a cabo la inhibicion por

compuestos antimicrobianos, como es el caso de las bacteriocinas. Mientras que en el caso
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de Streptococcus mutans, no se logré una inhibicion posiblemente porque S. mutans produjo
una biopelicula, la cual le permiti6 fijarse y le confirid una gran resistencia a compuestos
antimicrobianos, incluyendo los de origen proteico (Herzberg et al., 1982; Little et al., 1978).

Tabla 17: Resultados de las pruebas de difusién en agar del sobrenadante de la cepa Fv-15,
frente a L. monocytogenes y bacterias de cavidad oral (cada una se realizé por duplicado).

Cepa Fv-15

Microorganismo indicador

Halo (mm) Observaciones

Listeria monocytogenes 1.0 Halo transparente
Listeria innocua 1.0 Halo transparente
Streptococcus mutans e e
Streptococcus mitis e e
Streptococcus oralis 5.0 Halo transparente
Streptococcus salivarius (Cepario, Facultad de Quimica) 2.0 Halo transparente

Streptococcus salivarius (Cepa caso clinico, Facultad de

- 4.0 Halo transparente
Medicina)

Es importante mencionar que L. monocytogenes es reconocido como un importante patégeno
transmitido en alimentos al poder sobrevivir condiciones extremas de temperatura, pH,
concentraciones de sal, entre otras, tanto en las materias primas como en los productos finales
y es por ello que deben tomarse medidas para minimizar la contaminacion en los alimentos
(Harris et al., 1989). Por lo anterior, se ha observado que los métodos tradicionales de
conservacién de alimentos no previenen o erradican en su totalidad su crecimiento y gracias
a la demanda de los consumidores de métodos mas novedosos y naturales, el uso de BAL
productoras de bacteriocinas como cultivos iniciadores e inclusive como aditivos
alimentarios, puede ser favorable para lograr el control de este patdgeno en alimentos

procesados y por lo tanto contribuir a la inocuidad y seguridad alimentaria.




7.4. Pruebas de difusion en agar para observar el antagonismo de BAL aisladas de

pulque y aguamiel frente a BAL de género y especie conocida.

Se tomo el sobrenadante de la cepa Fv-15 de BAL, que fue la Gnica que present6 actividad
antimicrobiana frente a L. monocytogenes y algunas cepas de cavidad oral, para observar su
predominancia o antagonismo frente algunas otras BAL que puedan estar presentes en este

proceso de fermentacion que experimenta el pulque y el aguamiel.

De las cinco especies de BAL probadas, cuatro: Weissella paramesenteroides, Streptococcus
spp., Lactococcus lactis y Lactobacillus pentosus se vieron inhibidas por la presencia de
sustancias antimicrobianas presentes en el sobrenadante del cultivo de la cepa Fv-15, la cual
fue identificada en un estudio previo como Lactococcus lactis subsp. lactis. Los compuestos
antimicrobianos generados por la cepa Fv-15, sin importar si son de origen proteico o no,
pueden llevar a cabo la inhibicidn de cepas de bacterias que estén estrechamente relacionadas
a esta (Monroy et al., 2009), por lo que al tratarse de una cepa de BAL Gram positiva, no
esporulada, no movil y catalasa negativa, pudo inhibir a estas especies de BAL que
comparten las mismas caracteristicas que la cepa BAL productora. Ademas, tal y como se
observa en la Tabla 18, los halos de inhibicion oscilaron entre 4 y 6 mm y esta variacion
posiblemente se debid a que a pesar de que todas son bacterias acido lacticas y basandonos
en el arbol filogenético de este grupo de microorganismos, la relacion mas estrecha es entre
el género Streptococcus y el género Lactococcus (cepa Fv-15) y se esperaba entonces que en
este se tuviera el halo de inhibicion mas grande; sin embargo fue en el caso de Lactobacillus
pentosus del cual se obtuvo un halo de 6 mm. Para el caso de Leuconostoc
pseudomesenteroides, no se observé crecimiento en la capa en el medio tamponado y por lo

tanto se pudo observar un efecto antimicrobiano sobre ella por parte de la cepa Fv-15.
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Tabla 18: Resultados de las pruebas de antagonismo entre la cepa Fv-15y las cepas de BAL de
género y especies conocidas de la coleccion de cepas del laboratorio 324.

BAL/Dilucién usada vs Fotografia de prueba revelada* Descripcion/Resultados

Sobrenadante Fv-15

Adecuado crecimiento de la BAL probada,
Weissella paramesenteroides

Dilucion: Directo/101

presencia de halo de 5 mm de la cepa Fv-
15, indicando una prevalencia sobre el
indicador. El halo del control positivo fue

de 9 mm.

Adecuado crecimiento de la BAL probada,
Streptococcus spp.
Dilucién: 102

presencia de halo de 4 mm de la cepa Fv-
15, indicando una prevalencia sobre el
indicador. El halo del control positivo fue

de 5 mm.

Adecuado crecimiento de la BAL probada,
Lactococcus lactis

Dilucion: Directo/101

presencia de halo de 4 mm de la cepa Fv-
15, indicando una prevalencia sobre el
indicador. El halo del control positivo fue
de 9 mm.

Adecuado crecimiento de la BAL probada,
Lactobacillus pentosus
Dilucién: Directo/107*

presencia de halo de 6 mm de la cepa Fv-
15, indicando una prevalencia sobre el
indicador. El halo del control positivo fue
de 11 mm.
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No existié crecimiento de la BAL probada,
Leuconostoc pseudomesenteroides
Dilucion: Directo/10

por consecuencia los posibles halos de
inhibicién generados por la accién de la
cepa Fv-15, asi como los controles

positivos no fueron observados.

*Control  positivo 1  (arriba, izquierda): Cepa  A-45212 (Maldonado, 2016)
Control positivo 2 (arriba, derecha): Clorhexidina al 0.2% (Llanos, 2015; Maldonado, 2016)

Control negativo (abajo, izquierda): Medio MRS estéril
7.5. Tratamiento térmico aplicado a los sobrenadantes.

Se realiz6 una prueba de difusién en agar empleando un cultivo de ocho horas de L.
monocytogenes como indicador, y se coloco el sobrenadante de la cepa de BAL Fv-15, la
cual fue la Unica que presenté actividad antimicrobiana, tal y como se describi6 en la seccién
7.3, frente a microorganismos indicadores y de cavidad oral. En la Figura 12, se puede
apreciar la permanencia del halo transparente de 1 mm del sobrenadante de la cepa Fv-15,
tras ser neutralizado y tratado térmicamente; lo que indica que la resistencia térmica de esta
es de moderada (100 °C) a alta (121 °C) y posiblemente pertenezca a la clase | o clase Il de
bacteriocinas (Seppo et al., 2004). La estabilidad al calor puede deberse a la formacion de
pequefias estructuras globulares y la incidencia de regiones fuertemente hidrofdbicas
(lactacina F, lactococcina A, nisina), enlaces cruzados estables (nisina, lactocinas) y un alto
contenido de glicina como en el caso de diplococcina y lactacina F (De vuyst & Vandamme,
1994). Hasta este punto del estudio de investigacién, puede decirse que es posible que la cepa
Fv-15, identificada como Lacotoccus lactis subsp. lactis, produzca alguna bacteriocina, que
por su naturaleza proteica, se degrade facilmente en el cuerpo humano y en el ambiente, por
ello su potencial aplicacion como conservador natural en alimentos; sin embargo, alin es

necesario comprobar su naturaleza proteica mediante un ensayo enzimatico (Zendo, 2013).
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Fotografia de Prueba con SNTT Observaciones

Arriba: Control positivo para la prueba, cepa A-
45212 (Maldonado, 2016).

Izquierda (CT): Sobrenadante de la cepa Fv-15 de

BAL con tratamiento térmico.

Derecha (ST): Sobrenadante de la cepa Fv-15 de
BAL sin tratamiento térmico

Abajo: Control negativo para la prueba, medio MRS
estéril.

Figura 12: Resultado de la prueba de difusion en agar realizada con el sobrenadante de la
cepa Fv-15 con y sin tratamiento térmico, frente a Listeria monocytogenes, tras 24 horas de
incubacién de la prueba. (Realizacion por duplicado).

7.6. Determinacion de la naturaleza proteica de sobrenadantes que presentaron

actividad antimicrobiana.

Con el propdsito de evidenciar la naturaleza proteica de la sustancia inhibidora producida por
Lactococcus lactis subsp. lactis cepa Fv-15, tras realizar la neutralizacién y el tratamiento
térmico de los sobrenadantes, se le aplicaron a este cuatro diferentes enzimas, tal como se
describe en la seccion 6.9.2 y posteriormente se realizaron las pruebas de difusion en agar

frente a L. monocytogenes.

Se realizaron controles positivos para cada enzima, con el objetivo de observar que tuvieran
actividad enzimatica y en dado caso de que el origen del compuesto antimicrobiano fuera
proteico (bacteriocina), este perdiera su actividad una vez colocado en la solucion de la
enzima a probar. En la Tabla 19, se presentan los resultados obtenidos con el tratamiento
enzimatico aplicado al sobrenadante de la cepa Fv-15 y se puede apreciar para las cuatro
enzimas, que la actividad antimicrobiana; es decir, la presencia de un halo de inhibicion se
mantiene, aungue en cada caso existe una disminucion considerable del halo que se presenta
al no tener un tratamiento enzimatico, pues en los cuatro casos se presenta un halo de 3 mm




en el sobrenadante sin enzima y al adicionarle la solucion previamente preparada como lo
indica la seccién 6.9.2, en el caso de la pronasa E, se redujo hasta 1 mm y en el caso de la a-
quimotripsina, la tripsina y la proteasa de Bacillus licheniformis se redujo Gnicamente hasta
un halo de 2 mm. Carminati et al. (1989), aislaron compuestos antimicrobianos de origen
proteico de siete cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis que fueron sensibles a pronasa,
tripsina, a-quimotripsina aunque ninguna fue sensible a a-amilasa o pepsina y emplearon un
modo de accion de tipo bactericida sin llevar a cabo completamente una lisis de las células
de los microorganismos probados. Estudios mas recientes demostraron que este tipo de
bacteriocinas son de hecho muy similares a la nisina (Piard & Desmazeaud, 1992). En el caso
de la cepa Fv-15, por el tipo de actividad que presento frente a diferentes proteasas pudiera
tratarse de nisina, debido a que es estable al calor, un lantibiético pentaciclico con un amplio
espectro de actividad frente a la mayoria de los microorganismos Gram positivos y se ve
inactivada por la a-quimotripsina, que en este caso no ocurrid. Posiblemente debido a la
actividad enzimética de ésta pues Unicamente se logro observar una reduccion de 1 mm con
respecto al pozo que no poseia la solucion de la enzima; pero es resistente a enzimas como
la pronasa y la tripsina, entre algunas otras proteasas y que la sensibilidad a este tipo de
proteasas es un punto clave para la caracterizacion de un inhibidor como bacteriocina (De
Vuyst & Vandamme, 1994). Por otro lado, la reduccién, mas no la inactivacion de la
actividad antimicrobiana dentro de las pruebas realizadas, probablemente se atribuya a que
la concentracion del sobrenadante se puede incrementar hasta en 10 veces cuando se
manifiesta la actividad de esta bacteriocina en presencia de la enzima probada (Hirsch (1951).
Por otra parte, Liu & Hansen (1990), demostraron que la conformacion reversible y los
efectos de la carga que experimenta la nisina a un bajo pH puede ser lo que ocasione su alta
actividad bioldgica, por ejemplo en una fermentacion como la que se experimenta en el
pulque y el aguamiel; sin embargo la nisina a pesar de que puede permanecer estable tras
realizar un proceso de esterilizacion a 115-120 °C a un pH de 2, pierde cerca del 40% de su
actividad a pH 5 y més del 90% si se alcanza un pH de 6-8 (Tramer, 1966).
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Tabla 19: Resultados de los ensayos enzimaticos realizados con el sobrenadante tratado
térmicamente y neutralizado de la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis (Fv-15) con cuatro
diferentes enzimas. La prueba de difusion en agar se realiz6 por duplicado.

Control (+) de prueba (sobrenadante
cepa A-45212),

STE: sobrenadante sin proteasa
CTE prot: sobrenadante con
proteasa Bacillus licheniformis
CTE pro E: sobrenadante con

pronasa E

Sobrenadante cepa Fv-15
Vs
Proteasa de Bacillus licheniformis
SIGMA P4860

Sobrenadante cepa Fv-15
Vs
Proteasa Tipo XIV: Bacterial de

Streptomyces griseus (Pronasa E)

Sobrenadante cepa Fv-15
Vs
Tripsina (EC 3.4.21.4) Tipo IX-S
SIGMA T-0303

(
\
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El sobrenadante de la cepa control A-45212
(Maldonado, 2016) presenta actividad
antimicrobiana sin la presencia de proteasas
(STE) mientras que en la presencia de las
proteasas  evaluadas la  actividad
antimicrobiana se pierde. Prueba control

para las cuatro enzimas a probar.

Mantenimiento de la actividad (halo de
inhibicion) del sobrenadante con la enzima,
aunque hubo una reduccién del tamafio del
halo de 3 mm (STE) a2 mm (CTE).

Mantenimiento de la actividad (halo de
inhibicion) del sobrenadante con la enzima,
aungue hubo una reduccion del tamafio del
halo de 3 mm (STE) a 1 mm (CTE).

Mantenimiento de la actividad (halo de
inhibicion) del sobrenadante con la enzima,
aunque hubo una reduccion del tamafio del
halo de 3 mm (STE) a2 mm (CTE).

'



Sobrenadante cepa Fv-15 Mantenimiento de la actividad (halo de

VS inhibicion) del sobrenadante con la enzima,
aunque hubo una reduccion del tamafio del

halo de 3 mm (STE) a2 mm (CTE).

a-Quimotripsina de pancreas bovino
Tipo Il SIGMA C4129-1G

7.7. Pruebas de reto de BAL frente a microorganismos indicadores.

Las pruebas de reto se realizaron con el objetivo de poner en competencia a la BAL de la
cepa Fv-15 frente a diversos microorganismos indicadores en un mismo medio de cultivo
para observar si existid una inhibicion durante el crecimiento y desarrollo de ambos
microorganismos en el mismo medio de cultivo y se presentan a continuacion para cada uno

de los indicadores probados.
7.7.1. Listeria monocytogenes

En la Figura 13, se presenta el crecimiento para la prueba realizada con Listeria
monocytogenes, inoculando en una concentracion aproximada de 108 UFC/mL a Lactococcus
lactis subsp. lactis y en una menor concentracion, de 10* UFC/mL al microorganismo
indicador. Se puede observar el efecto bactericida que ejerce la cepa Fv-15 de BAL a partir
de las 6 horas de incubacién (curva roja), la cual si comparamos contra el control de la cepa
indicadora (curva azul), se ve reducido su crecimiento hasta en dos ciclos logaritmicos,
teniendo a las 48 horas una concentracién muy similar a la inicial. Con respecto a la cepa Fv-
15 de BAL, el comportamiento que presentd no se vio afectado por la presencia de Listeria

en el cultivo mixto (curva naranja).
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Figura 13: Prueba de reto de Listeria monocytogenes frente a cepa Fv-15 en el medio MRS.
Control (+) para la cepa de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa
Fv-15 en cultivo mixto: curva naranja, Listeria en cultivo mixto: curva roja. El experimento
para cada uno de los diferentes tiempos de cada cultivo se realizé por duplicado.

Por otra parte, en la Figura 14, se muestra el comportamiento del pH a lo largo de la prueba
de reto para este microorganismo indicador. Se aprecia entonces, en la curva azul un
mantenimiento del pH en un rango de pH de 7.2 y 7.3 y es hasta después de este tiempo, a
las 24 horas de incubacion se lleva a cabo un descenso brusco en el pH hasta alcanzar a las
48 horas un pH final de 5.17 y con lo anterior, se exhibe que Listeria monocytogenes posee
cierta acido-resistencia o tolerancia en alimentos acidificados (Cole et al., 1990; Conner et
al., 1990). La inhibicion de este microorganismo durante la fermentacion del aguamiel es
muy probable que se deba no Unicamente al decremento del pH, sino que es afectado por la
produccién de compuestos como acidos organicos, etanol o bacteriocinas producidas por las
BAL (Harris et al.,, 1989; Wood & Holzapfel, 1995). En cambio, si observamos
primeramente la curva verde correspondiente al comportamiento de pH mostrado por la cepa
Fv-15, se puede apreciar el descenso progresivo del pH, siendo posterior a las 4 horas de
incubacion cuando disminuye significativamente y alcanzando a las 48 horas de incubacion
el maximo descenso, correspondiente a un valor de 4.06. Finalmente si se aprecia la grafica
de pH del cultivo mixto (curva roja), se aprecia que a partir de las 6 horas de incubacion, el

pH se ve muy disminuido, probablemente por la accion del metabolismo de la BAL frente a
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la presencia de Listeria monocytogenes y de esta forma comenzar la inhibicion del patdgeno,
haciendo que inclusive el comportamiento a partir de las 12 horas de incubacion sea muy
similar al de la curva control de la cepa Fv-15 (curva verde) y que el valor de pH final sea

muy similar (4.11 en cultivo mixto y 4.06 en el cultivo de la BAL).
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Figura 14: Curva de pH durante la prueba de reto de Listeria monocytogenes frente a cepa Fv-
15. Curva verde: Cepa Fv-15, curva azul: Listeria monocytogenes, curva roja: cultivo mixto.

7.7.2. Escherichia coli O88:H25

En la Figura 15, se presenta el crecimiento de Escherichia coli O88:H25 en el medio MRS
inoculado con 1 mL del cultivo en una concentracion aproximada de 10°-10® UFC/mL a
Lactococcus lactis subsp. lactis y en una concentracién menor al microorganismo indicador,
de 10* UFC/mL aproximadamente. Se obtuvo tnicamente un efecto bacteriostatico por parte
de la cepa Fv-15 de BAL a partir de las 4 horas de incubacién, pues el indicador (curva roja)
reduce muy poco su crecimiento. A pesar de que en las primeras horas la bacteria indicadora
tiene un desarrollo lento, a las 48 horas alcanzé una concentracion cercana a las 10° UFC/mL.
Si comparamos contra el control de la cepa indicadora (curva azul), se observo que el

crecimiento si alcanzo las 10" UFC/mL. Con respecto a la cepa Fv-15 de BAL, a pesar de
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que se alcanzé un crecimiento de 102 UFC/mL tanto en el cultivo control (curva verde) como
en el cultivo mixto (curva naranja) y como se menciond anteriormente, aunque se llevara a
cabo la produccion de un compuesto antimicrobiano como la nisina o alguna otra
bacteriocina; no fue capaz de llevar a cabo un efecto bactericida para inhibir al patégeno pero
de igual forma, la BAL no se afectd por la presencia de Escherichia coli en el cultivo mixto.
A pesar de que no existen reportes de la presencia de cepas de E. coli en pulque y aguamiel
es altamente probable que puedan exponerse a fuentes de contaminacion de este tipo de
microorganismos en la planta de agave durante la recoleccion, transporte y fermentacion
(Gomez-Aldapa et al., 2012).
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Figura 15: Prueba de reto de Escherichia coli 088:H25 frente a cepa Fv-15 en el medio MRS.
Control (+) para la cepa de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa
Fv-15 en cultivo mixto: curva naranja, E. coli en cultivo mixto: curva roja. El experimento para
cada uno de los diferentes tiempos de cada cultivo se realizé por duplicado.

7.7.3. Escherichia coli O8:H10

Al igual que en el caso de la cepa de E. coli en el punto 7.7.2, para la prueba de reto realizada
con la cepa de E. coli O8:H10 y tal como se observa en la Figura 16, se ajusto tanto a la BAL
como al indicador a una concentracion cercana a 10% y 10* UFC/mL respectivamente. Al
igual que con la otra cepa de E. coli probada, tinicamente la cepa Fv-15 pudo llevar a cabo

un efecto bacteriostatico en el cultivo mixto en medio MRS tal y como se observa en la curva
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roja, pues mantuvo un comportamiento homogéneo, constante y muy similar al control (curva
azul) pues alcanz6 una concentracion de 10° UFC/mL, siendo cercano al del control de 10’
UFC/mL. En este caso, la cepa Fv-15 en el cultivo mixto (curva naranja) disminuyé
ligeramente su crecimiento al estar en contacto con el indicador, pero logré6 mantener una
tendencia cercana a la del control (curva verde), alcanzando una concentracion de 10’

UFC/mL al final de la fermentacion.
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Figura 16: Prueba de reto de Escherichia coli O8:H10 frente a cepa Fv-15 en el medio MRS.
Control (+) para la cepa de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa
Fv-15 en cultivo mixto: curva naranja, E. coli en cultivo mixto: curva roja. El experimento para
cada uno de los diferentes tiempos de cada cultivo se realizé por duplicado.

7.7.4. Curvas de pH de pruebas con cepas de Escherichia coli

En la Figura 17, se presentan los valores de pH que se registraron a lo largo de las pruebas
de reto con las cepas O8:H10 y 0O88:H25 de E. coli. En la curva verde se puede apreciar al
control positivo para la cepa Fv-15, la cual alcanzo6 un valor aproximado de 4.0, acidificando
el medio al ser una BAL. Por otra parte, los controles para las dos cepas indicadoras de E.
coli se presentan en color azul y rosa; se observa que iniciaron en un valor aproximado de
7.3, correspondiente al tiempo cero en el medio BHI. Se ha reportado que algunas cepas de
este microorganismo, tal y como la O157:H7 desarrolla tolerancia a bajos pH, hasta llegar al

punto de realizar su crecimiento en alimentos como sidra de manzana, salchichas
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fermentadas, yogurt o0 mayonesa (Besser et al., 1993; CDC, 1995; Morgan et al., 1993) y que
en el caso del pulque, el contenido de alcohol, el bajo pH y la actividad de las BAL durante
la fermentacion (Gomez-Aldapa et al., 2012) sean el principal mecanismo de defensa contra
este tipo de microorganismos. Finalmente, en las curvas roja y café, se aprecia el crecimiento
de ambas cepas en cultivo mixto y a pesar de que se alcanzaron valores de 4.18 y de 4.21
para la O88:H25 y O8:H10 respectivamente a las 48h, se aprecia que entre las 6 y las 9 horas
de incubacidn es el punto en el que se presentd el menor descenso del pH frente al desarrollo
de la cepa Fv-15, aunque en el caso de ésta, al alcanzar valores tan cercanos al control de la
misma, puede decirse que realiza la acidificacion del medio sin importar que la cepa de E.
coli esté en el mismo medio de cultivo, lo cual es un indicativo de que E. coli no se elimina
y es una referencia clara que presenta este indicador a la acidez en el medio.
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Figura 17: Curva de pH durante la prueba de reto de E. coli O88:H25 y 0O8:H10 frente a cepa
Fv-15. Curva verde: cepa Fv-15, curva rosa: E. coli O88:H25, curva azul: E. coli O8:H10, curva
roja: cultivo mixto de E. coli O88:H25 y curva café: cultivo mixto de E. coli O8:H10.

7.7.5. Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es un microorganismo conocido como una de las principales causas de
la formacion de la placa dental y de las caries (Abdus et al., 2004). En la figura 18 se presenta

la curva obtenida tras realizar la prueba de reto, donde se puede apreciar en color verde y en
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color azul los controles para la cepa Fv-15 y el indicador respectivamente; teniendo en cuenta
que cada uno fue ajustado a una concentracion inicial de 10° y 10* UFC/mL. Se observo que
tuvieron un comportamiento homogéneo ya que alcanzaron un crecimiento de dos ciclos
logaritmicos mas y servirian como punto de comparacién para los cultivos mixtos. En la
curva naranja se presenta el crecimiento del cultivo mixto de la cepa de BAL, observandose
que existe una reduccion de un ciclo logaritmico, respecto al crecimiento de la cepa control,
a partir de las 12 horas de incubacidn, alcanzando una concentracion de 10° UFC/mL y
manteniéndose hasta las 48 horas, teniendo relacion con lo que se presento en la curva roja
del cultivo mixto para el indicador, pues a las 12 horas de incubacién comenzo6 un efecto
bactericida que ocasiond que a las 48 horas existiera una reduccion cercana a 3 ciclos
logaritmicos con respecto al control para Str. mutans. Debido a la competencia entre uno y
otro, ocasiono6 que la actividad de la cepa Fv-15 se viera disminuida. De igual forma tras
realizar esta prueba de reto puede decirse que a pesar de que se tuvo un efecto bactericida
contra el indicador, en las pruebas de difusion en agar no se presentd halo de inhibicién
posiblemente porque que el cultivo utilizado fue de 24 horas y no se llevé a cabo la accion

de la posible bacteriocina liberada por la cepa de BAL.
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Figura 18: Prueba de reto de Streptococcus mutans frente a cepa Fv-15. Control (+) para la cepa
de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa Fv-15 en cultivo mixto:
curva naranja, Str. mutans en cultivo mixto: curva roja. El experimento para cada uno de los
diferentes tiempos de cada cultivo se realiz6 por duplicado.
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Ademas de la prueba de reto, se realizé la curva de comportamiento de pH a lo largo de la
misma y se presenta a continuacion en la Figura 19. En la curva azul se observo el desarrollo
de pH del indicador, en este caso Str. mutans y se aprecia que hasta las 12 horas de incubacion
mantuvo un valor aproximado de entre 7.05 y 7.27. Este microorganismo se caracteriza por
ser aciddrico (tolerante a la acidez), pero de igual forma puede ser acidégeno (productor de
acido) y que es lo que hace que reduzca el pH en la placa bacteriana (Menaker et al., 1986)
y estas dos caracteristicas se pudieron presentar en el cultivo mixto. En el caso de la curva
roja (cultivo mixto), el valor de pH se mantuvo durante las primeras 6 horas, pero posterior
a esto tanto por accion de la cepa Fv-15 de BAL como de Str. mutans, se alcanz6 un valor
de pH de 4.24 a las 48 horas de incubacion; el cual es un valor muy cercano al pH final del
control para la cepa Fv-15 (curva verde) que como se esperaba, llevo a cabo la acidificacion

del medio de manera progresiva a lo largo de la prueba de reto.
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Figura 19: Curva de pH durante la prueba de reto de Streptococcus mutans frente a cepa Fv-
15. Curva verde: cepa Fv-15, curva azul: Streptococcus mutans, curva roja: cultivo mixto.
7.7.6. Streptococcus oralis

A continuacion, en la figura 20 se presentan los resultados obtenidos para la prueba de reto

de Streptococcus oralis frente a la cepa Fv-15, siendo esta una de las dos cepas que se vieron
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inhibidas en las pruebas de difusion en agar, tal como se menciono en la seccion 7.3. En
primer lugar, en la curva verde y azul estdn los controles para la cepa de BAL vy el
microorganismo indicador, las cuales fueron ajustadas para tener dos ciclos logaritmicos de
diferencia y alcanzando concentraciones de 108 y 10° UFC/mL respectivamente. Por otra
parte, al igual que en el caso de la prueba contra Streptococcus mutans y como se observo en
la curva naranja, el comportamiento de la cepa Fv-15 se vio ligeramente disminuida al estar
en competencia con el microorganismo indicador, haciendo que tuviera una reduccion de un
ciclo logaritmico, respecto al cultivo control y manteniéndose a partir de las 9 horas en una
concentracion de 107 UFC/mL vy hasta el término de la prueba. En el caso del cultivo mixto
del indicador (curva roja). Se apreci6 una disminucion significativa en su crecimiento, pues
fue a las 6 horas de incubacion el punto maximo de crecimiento y posterior a este comenzo
un efecto bactericida progresivo que permitio tener una reduccion cercana a 3 ciclos
logaritmicos de Streptococcus oralis y que se mantuvo practicamente a partir de las 24 horas
de ser iniciada la prueba. Es importante mencionar que en los tiempos probados en el ensayo
no se llevd a cabo la inhibicion de este indicador por completo.
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Figura 20: Prueba de reto de Streptococcus oralis frente a cepa Fv-15. Control (+) para la cepa
de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa Fv-15 en cultivo mixto:
curva naranja, Str. oralis en cultivo mixto: curva roja. El experimento para cada uno de los
diferentes tiempos de cada cultivo se realizo por duplicado.
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En el caso del desarrollo del pH para Streptococcus oralis y tal como se observa en la figura
21, el microorganismo indicador (curva azul), muestra un comportamiento uniforme hasta
las 12 horas de incubacidn, estableciendo un rango de pH de entre 7.25 y 7.3 y posterior a
este tiempo realiza una ligera disminucion del pH hasta alcanzar un valor aproximado de 5.5,
por lo que probablemente pueda realizar una acidificacion en la placa bacteriana. A esta
bacteria se le considera una bacteria de poca virulencia, pero no por ello quiere decir que no
participe en procesos de bacteremias y endocarditis (Johnson et al., 2005). En el caso del
cultivo mixto (curva roja), puede notarse el efecto de la cepa Fv-15 al disminuir el valor de
pH desde las 6 horas de incubacion y que permite alcanzar un valor cercano a 4.3. Al
comparar con la prueba de reto, puede observarse una relacion pues conforme disminuye el
pH, el efecto bactericida mencionado anteriormente se lleva a cabo. Para la medicion del pH
de la cepa de BAL en el cultivo puro (curva verde), de igual forma se logrd apreciar una
disminucion progresiva del pH, corroborando que la accién de acidificar el medio se llevé a

cabo tal y como se esperaba.
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Figura 21: Curva de pH durante la prueba de reto de Streptococcus oralis frente a cepa Fv-15.
Curva verde: cepa Fv-15, curva azul: Streptococcus oralis, curva roja: cultivo mixto.
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7.7.7. Streptococcus salivarius

Como continuacion, en la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos para la prueba de
reto de Streptococcus salivarius frente a la cepa Fv-15, siendo esta la cepa, ademas de
Streptococcus oralis que se vio inhibida en las pruebas de difusion en agar, tal como se
menciono en la seccion 7.3. En primer lugar, dentro de la Figura 22 en la curva verde y azul
se observan los controles para la cepa de BAL y el microorganismo indicador, las cuales
fueron ajustadas inicialmente para poder tener dos ciclos logaritmicos de diferencia y se
alcanzaron concentraciones de 10® y 108 UFC/mL, respectivamente. Enseguida encontramos
en la curva naranja que el comportamiento de la cepa Fv-15 se vio un poco disminuida al
estar en competencia con el microorganismo indicador con una disminucién de un ciclo
logaritmico y mantuvo una cuenta uniforme a partir de las 6 horas de incubacion y
alcanzando una concentracion de 10’ UFC/mL hasta el término de la prueba; mientras que
en el caso del cultivo mixto del indicador (curva roja) se aprecié un efecto de tipo bactericida,
pues transcurridas 4 horas de incubacion y tras alcanzar el punto maximo de crecimiento se
tuvo una reduccion de mas de 2 ciclos logaritmicos de Streptococcus salivarius y asi se
mantuvo a partir de las 24 horas y hasta las 48h. El efecto observado tanto en las pruebas de
difusion en agar como en esta prueba de reto, se pudo dar por la produccion de algun tipo de
bacteriocina u otros compuestos antimicrobianos. Str. salivarius es una BAL que se
encuentra principalmente en la boca de los seres humanos y es la primer bacteria que aparece
en esta cavidad oral de los recién nacidos y que coloniza el tracto respiratorio (Aas et al.,
2005), no es un microorganismo que produzca algun tipo de enfermedad, y no compitié

bien frente a la cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis estudiada.

67

——
| —



9.00

8.00 ®
T hd 1
T 1
_ 7.00 9 U —A
£ 1
o 4
Z 6.00 &
= Q
g
= 5.00
4.00
®
3.00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)

Cepa Fv-15  —@=—Str. salivarius ~ —@— Mixto (Fv-15) —@=— Mixto (Salivarius)

Figura 22: Prueba de reto de Streptococcus salivarius frente a cepa Fv-15. Control (+) para la
cepa de BAL.: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa Fv-15 en cultivo
mixto: curva naranja, Str. salivarius en cultivo mixto: curva roja. El experimento para cada
uno de los diferentes tiempos de cada cultivo se realizé por duplicado.

Con respecto al desarrollo del pH a lo largo de la prueba de reto y como se observa a
continuacidn en la figura 23, el comportamiento obtenido tanto en el caso de la cepa Fv-15
(curva verde) como en el caso del cultivo mixto (curva roja) fue muy similar, pues la
disminucion del pH se llevo a cabo de manera progresiva y uniforme, hasta alcanzar valores
de pH de 4.2y 4.3. Streptococcus salivarius. Lejos de ser una bacteria patégena de cavidad
oral, se ha observado en algunos estudios, por ejemplo con la cepa K12, que puede jugar un
papel probidtico al producir dos bacteriocinas, como lo es la salivaricina A y la salivaricina
B (Tagg, 2004), que pueden ayudar a la inhibicion de algunas bacterias patdgenas y que al
estar en competencia con la cepa Fv-15 logr6 disminuir el pH de manera muy parecida. La
diferencia en compuestos antimicrobianos producidos por la cepa Fv-15 en estudio tuvo un
mayor impacto sobre el indicador. Esto de igual forma se puede corroborar con el
comportamiento del pH de Str. salivarius (curva azul), pues logré disminuir de manera
significativa el pH del medio, alcanzando un valor final de 5.2 y siendo el que alcanzé el

valor mas bajo con respecto a los otros dos indicadores de cavidad oral probados.
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Figura 23: Curva de pH durante la prueba de reto de Streptococcus salivarius frente a cepa Fv-
15. Curva verde: cepa Fv-15, curva azul: Streptococcus salivarius, curva roja: cultivo mixto.

7.8. Prueba de reto entre cepa Fv-15 de BAL frente a Listeria monocytogenes en

aguamiel pasteurizado obtenido de la region de Huitzilac, Morelos.

Como parte importante del desarrollo experimental, se considerd necesario realizar una
prueba de reto de la Unica cepa con produccion de compuesto antimicrobiano, es decir, la
cepa Fv-15 identificada como Lactococcus lactis subsp. lactis frente a Listeria
monocytogenes pero inoculandolas en aguamiel obtenido de la regién de Huitzilac, Morelos

con una estandarizacion previa, tal y como se menciona en la seccion 6.11.

En la Figura 23, se presenta la grafica con los resultados de la prueba de reto y en primer
lugar, al observar el comportamiento que tuvo la cepa Fv-15, tanto en el control (curva verde)
como en el cultivo mixto (curva naranja), podemos notar que a partir de las 6 horas de
incubacion alcanza su punto maximo de crecimiento y es a partir de ahi y hasta las 48 horas
que mantiene una concentracion de 108 UFC/mL, lo cual es algo que se esperaba pues se ha
encontrado que en el aguamiel hay una elevada concentracion de azucares (75%) y fructo-
oligosacaridos, siendo la fructosa el azucar principal (32.4%), seguido por la glucosa
(26.5%) y la sacarosa (8.8%) (Ortiz-Basurto et al., 2008), todos esos carbohidratos son la
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base para que la fermentacion en este producto se lleve a cabo y posteriormente se obtenga
el pulque; ademas de que constituye un medio favorable para la proliferacion y desarrollo de
numerosas especies de microorganismos, entre las que se encuentran obviamente las BAL.
A lo largo de la prueba, la cepa Fv-15 crecio uniformemente, inclusive en el cultivo mixto,
lo que indica que no se ve afectado o disminuida su actividad por la presencia de L.
monocytogenes. Con respecto al crecimiento del control para el indicador (curva azul) y del
cultivo mixto (curva roja), se ajusto la concentracion inicial del mismo para que se tuviera
una diferencia de dos ciclos logaritmicos. No se observé inhibicion de la cepa de BAL sobre
el patogeno; debido a que el crecimiento del control alcanz6 una concentracion de
aproximadamente 106 UFC/mL y con respecto a este, el cultivo mixto se vio minimamente
disminuido a partir de las 6 horas y manteniendo la misma concentracion hasta el término de
la prueba, ocasionando que no se presentara efecto bactericida o bacteriostatico alguno.
Comparando estos resultados con los obtenidos en las pruebas en medio MRS puede decirse
entonces que la composicion del medio de cultivo en el que se inocule podria afectar su
desarrollo, ya que el medio MRS posee algunos componentes como el tween 80, las sales de
sodio, manganeso y magnesio que afecten la pared celular de Listeria monocytogenes y
ocasionen entonces que en conjunto con la liberacion del compuesto antimicrobiano por parte
de la cepa Fv-15 lleven a cabo el efecto bactericida observado y que ocurre un efecto
contrario en el aguamiel, pues al ser un medio rico en azlcares y no poseer componente
alguno que afecte su composicion, le permita seguir desarrollandose a pesar de estar en un

mismo cultivo con la cepa Fv-15.
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Figura 24: Prueba de reto de L. monocytogenes frente a cepa Fv-15 en aguamiel pasteurizado
de la regién de Huitzilac, Morelos. Control (+) para la cepa de BAL: curva verde, control (+)
para el indicador: curva azul, cepa Fv-15 en cultivo mixto: curva naranja, L. monocytogenes en
cultivo mixto: curva roja. EI experimento para cada uno de los diferentes tiempos de cada
cultivo se realizé por duplicado y se emple6 medio Oxford para el conteo del indicador.

Debido a que como se mencioné anteriormente, no se obtuvo ningun efecto en contra de L.
monocytogenes en la prueba de reto en aguamiel y debido al comportamiento uniforme que
obtuvo en el cultivo mixto, se decidi6 entonces realizar un ajuste a la concentracién inicial
del microorganismo, pues se penso que posiblemente este comportamiento en el aguamiel
pudo deberse a que se encontraba en un nimero muy elevado, lo cual le facilité su
crecimiento y su estabilidad frente a la cepa Fv-15. Por lo previamente mencionado y tal
como se aprecia en la figura 24, se inicié con una concentracion inicial aproximada de 10?
UFC/mL en el control y el cultivo mixto (curva azul y curva roja respectivamente),
obteniéndose que a partir de las 2 horas en ambos casos, comenzo la fase exponencial y
continuando asi hasta alcanzar a las 12 horas la fase estacionaria, la cual se mantuvo hasta
las 48 horas de incubacion y teniendo un crecimiento de dos ciclos logaritmicos, es decir,
una concentracion de 10* UFC/mL. A pesar de que en contraste con la cepa de BAL, la cual
alcanzé concentraciones de 108 UFC/mL para el control y el cultivo mixto (curva verde y
curva naranja respectivamente), no se presento efecto inhibitorio alguno y por el contrario,

al realizar un ajuste inicial lo Gnico que se logré es que el patdgeno se encontré en una menor
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proporcion pero no por ello le impidié que pudiera adquirir los nutrientes necesarios para su

crecimiento.
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Figura 25: Prueba de reto de L. monocytogenes frente a cepa Fv-15 con ajuste en la
concentracion inicial en aguamiel pasteurizado de la region de Huitzilac, Morelos. Control (+)
para la cepa de BAL: curva verde, control (+) para el indicador: curva azul, cepa Fv-15 en
cultivo mixto: curva naranja, L. monocytogenes en cultivo mixto: curva roja. EI muestreo de los
diferentes tiempos de cada cultivo se realiz6 por duplicado y se empleé medio Oxford para el
conteo del indicador.

Por Gltimo, en la Figura 25 se presenta la grafica de pH que se tuvo a lo largo del desarrollo
del pH empleando la concentracion de 10* UFC/mL de L. monocytogenes, correspondiente
al primer ensayo realizado; en la curva verde se aprecia que practicamente al iniciar la prueba
(2 horas), comienza a disminuir el pH y es hasta las 48 horas, cuando alcanza su nivel més
bajo, tal y como se presenta de manera natural en el aguamiel, por accion de las bacterias
acido lacticas que estan presentes en el mismo es que el pH disminuye y por lo tanto la
fermentacion se lleva a cabo. En este caso, la cepa Fv-15 alcanz6 un pH final de 4.15.
Igualmente, en la Figura 25 en la curva azul, se presenta el desarrollo del pH para L.
monocytogenes y a pesar de que realizdé un decremento del pH de manera progresiva, fue
entre la hora 9 y 12 en la que se tuvo la disminucion mas considerable, al final de la prueba
el pH fue de 4.5. Finalmente, en la curva roja, la cual corresponde al cultivo mixto, se tuvo
desde la hora 2 y hasta la hora 12, un comportamiento practicamente igual al de la BAL, sin

embargo, despues de las 12 horas se mantuvo un decremento minimo en el valor del pH y
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Ilegd hasta un valor cercano a 4.3, poniéndose de manifiesto la resistencia que presento L.
monocytogenes al estar en contacto con la bacteria lactica y que se vio reflejado en los
resultados del crecimiento de la prueba de reto.
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Figura 26: Curva de pH durante la prueba de reto de Listeria monocytogenes frente a cepa Fv-
15 en aguamiel pasteurizado de la region de Huitzilac, Morelos. Curva verde: cepa Fv-15, curva
azul: L. monocytogenes, curva roja: cultivo mixto.
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8. Conclusiones

De las 39 cepas de BAL aisladas de pulque y aguamiel de una zona productora en Milpa
Alta, Ciudad de México; Unicamente una produjo sustancias con actividad antimicrobiana en

las condiciones ensayadas.

La cepa Fv-15 identificada como Lactococcus lactis subsp. lactis inhibio a Listeria
monocytogenes, Streptococcus oralis y Streptococcus salivarius, por medio de pruebas de
difusion en agar. Ademas, inhibio el crecimiento de otras bacterias lacticas tales como
Weissella paramesenteorides, Streptococcus sp., Lactococcus lactis y Lactobacillus

pentosus.

La actividad antimicrobiana de la cepa Fv-15 contra Listeria monocytogenes se mantuvo

después de neutralizar y dar un tratamiento térmico a los sobrenadantes de sus cultivos.

Ninguna de las 39 cepas aisladas de pulque y aguamiel de una zona productora de Milpa
Alta, Ciudad de México, inhibi6 a Salmonella enterica Typhimurium, Escherichia coli

088:H25, Escherichia coli O8:H10, Streptococcus mutans ni Streptococcus mitis.

Se observo la reduccion de la actividad antimicrobiana de la cepa Fv-15 de BAL al ser
sometido a un tratamiento con tripsina (EC 3.4.21.4) Tipo IX-S SIGMA® T-0303, Proteasa
Tipo XIV de Streptomyces griseus SIGMA® P5147-1G, a-Quimotripsina de pancreas bovino
Tipo 11 SIGMA®C4129-1G y Proteasa de Bacillus licheniformis SIGMA® P4860 empleando
a Listeria monocytogenes como microorganismo indicador; lo que sugiere la naturaleza

proteica de las sustancias antimicrobianas producidas por la BAL.

Se realizaron las pruebas de reto en medio MRS de la cepa Fv-15 frente a microorganismos
patdgenos de importancia en alimentos y de cavidad oral. L. monocytogenes se inhibid entre
las 6 y 9 horas de incubacion, para Streptococcus oralis fue entre las 6 y 9 horas mientras

que para Streptococcus salivarius se dio entre las 4 y 6 horas de incubacion.

Se realizaron pruebas de reto de la cepa Fv-15 frente a E. coli O88:H25 y E. coli O8:H10
determinandose su crecimiento microbiano en cultivos puros y en cultivos mixtos y se
observo que no se presentd un efecto bactericida ni bacteriostatico considerable, pues

unicamente existié una disminucion minima de su desarrollo, con lo que el compuesto
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antimicrobiano liberado no es capaz de realizar la inhibicién de estos microorganismos

indicadores.

Se realizaron pruebas de reto de la cepa Fv-15 frente a Streptococcus mutans. Se observo
inhibicion en medio liquido, aunque no se presentd en las pruebas de difusion en agar. Por lo
tanto al determinar su crecimiento microbiano en cultivos puros y en cultivos mixtos no se

presento un efecto bactericida ni bacteriostatico considerable.

Se realizé una prueba in situ en aguamiel pasteurizado y neutralizado a un pH de 6 de la
region de Huitzilac, Morelos empleando a L. monocytogenes como microorganismo
indicador, encontrandose que sin importar el ajuste de la concentracion inicial del patégeno,

no se ve afectado por la presencia de la cepa Fv-15 de BAL.

La cepa Fv-15, identificada como Lactococcus lactis subsp. lactis perteneciente a una
coleccidn de cepas de pulque y aguamiel de una zona productora de Milpa Alta de la Ciudad
de México fue la unica que logré llevar a cabo la inhibicion de los microorganismos
indicadores Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Streptococcus oralis y Streptococcus
salivarius tanto en pruebas de difusion en agar como en las pruebas de reto y el compuesto
antimicrobiano liberado para realizar esta inhibicion, logr6 mantener su actividad tras
aplicarle un tratamiento térmico al sobrenadante y de igual forma reducir su actividad con la
aplicacion de cuatro diferentes enzimas, pudiendo indicar la naturaleza proteica del
antimicrobiano y que al realizarse las pruebas in situ en aguamiel de la regién de Huitzilac,
Morelos empleando a L. monocytogenes como indicador se pudo concluir que la cepa Fv-15
no logra inhibir el crecimiento del patdgeno a pesar de realizar una variacion en su

concentracion inicial.
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9. Perspectivas

Llevar a cabo pruebas de difusion en agar y de reto con una mayor gama de bacterias Gram
positivas, las cuales se ha observado que son las que mayor inhibicién tienen por la accion

de bacteriocinas 0 compuestos antimicrobianos de origen no proteico.

Aislar, identificar y secuenciar la bacteriocina producida por la BAL de la cepa Fv-15,
correspondiente a Lactococcus lactis subsp. lactis que presento actividad antimicrobiana

frente a los patdgenos empleados como microorganismos sensibles.

Realizar un estudio mas exhaustivo del sobrenadante de la cepa que presentd actividad
antimicrobiana y por lo tanto un efecto bactericida sobre Streptococcus mutans, el cual se
considera el microorganismo causante o fundamental para que se desarrolle la caries, ademas
de bacterias Gram negativas, de las cuales su erradicacién y control es de vital importancia

para el campo de los alimentos.

Realizar pruebas in situ mas exhaustivas tanto en aguamiel como en pulque, con el propoésito
de observar si es posible llevar a cabo un efecto bactericida total tanto con Listeria
monocytogenes como con algunos otros microorganismos patégenos que pueden presentarse

en el proceso de fermentacidn de estas matrices alimentarias.
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10. Anexos

Anexo A: Medios de cultivo y reactivos empleados
1. Caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) Difco®

Tabla A.1: Composicion de caldo Man Rogosa Sharpe Difco®

Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS)

Objetivo: Empleado para el crecimiento de bacterias &cido l4cticas
Componente g/L
Peptona 10.0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0
Tween 80 1.0 mL
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
Condiciones: pH final = 6.5 £ 0.2
Esterilizacion: 121 °C por 15 minutos, Antes de uso: Incubar a 30 °C por 24 horas

2. Agar Man-Rogosa-Sharpe (MRS) Difco®

Tabla A.2: Composicion de agar Man Rogosa Sharpe Difco®

Agar Man Rogosa Sharpe (MRS)

Objetivo: Empleado para el crecimiento de bacterias acido lacticas

Componente

Peptona

g/L

10.0




Extracto de carne 8.0

Extracto de levadura 4.0
Glucosa 20.0

Tween 80 1.0 mL
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
Agar 15.0

Condiciones: pH final =6.5+ 0.2
Esterilizacion: 121 °C por 15 minutos, Antes de uso: Incubar a 30 °C por 24 horas

3. Caldo Infusion Cerebro-Corazon (BHI, OXOID®)

Tabla A.3: Composicion de caldo Infusién Cerebro-Corazén OXOID®

Caldo BHI

Objetivo: Permitir el crecimiento de microorganismos sensibles

Componente g/L

Sélidos infusidn cerebro de buey 12.5
Sélidos infusidn cerebro de ternera 5.0
Proteosa peptona 10.0

Glucosa 2.0

Cloruro de sodio 5.0

Fosfato disddico 2.5

Condiciones: pH final = 7.4 £ 0.2
Esterilizacion: 121 °C por 15 minutos, Antes de uso: 30 °C por 24 horas




4. Agar Infusion Cerebro-Corazon (BHI, OXOID®)

Tabla A.4: Composicion de agar Infusion Cerebro-Corazén OXOID®

Objetivo: Permitir el crecimiento de microorganismos sensibles

Componente g/L

Sélidos infusion cerebro de buey 12.5
Sélidos infusidn cerebro de ternera 5.0
Proteosa peptona 10.0

Glucosa 2.0

Cloruro de sodio 5.0

Fosfato disddico 25

Agar 10.0

Condiciones: pH final = 7.4 £0.2
Esterilizacion: 121 °C por 15 minutos, Antes de uso: 30 °C por 24 horas

5. Base de Agar Oxford para Listeria (Acumedia®)

Tabla A.5: Composicion de agar Acumedia®

Base de Agar Oxford Acumedia®

Objetivo: Medio base para llevar a cabo el crecimiento de especies de Listeria
Componente g/L
Base de agar Columbia 39.0
Esculina 1.0
Citrato férrico de amonio 0.5
Cloruro de litio 15.0
Agar 2.0

Condiciones: pH final =7.2 + 0.2
Esterilizacién: 121 °C por 15 minutos, Antes de uso: 30 °C por 24 horas
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6. Suplemento para Listeria Dalynn Biologicals®

Suplemento distribuido en viales de 5 mL. Para llevar a cabo la resuspensién y adicionarlo
asépticamente, se adicionan 2.5 mL de etanol absoluto, se agita y posteriormente se adicionan
3.5 mL de agua destilada previamente estéril y se agita de nuevo. El vial con los 5 mL finales
se adiciona de manera aséptica a 500 mL del medio Oxford Acumedia® estéril y se deja
atemperar a 45-50 °C; se homogeniza para que se incorpora a todo el medio y se lleva a cabo

el vaciado en cajas Petri estériles.

Tabla A.6: Composicion de complemento para agar Acumedia®

Complemento de agar Oxford Acumedia®

Componente 5 mL/vial
Acriflavina 2.5mg
Colistina 10.0 mg

Ciclohexamida 200.0 mg
Cefotetano 1.0 mg
Fosfomicina 5.0 mg

7. Solucioén salina 0.85%

Para preparar un volumen de 100 mL se pesan 0.85 g de NaCl marca J. T. Baker®, se colocan
en un matraz aforado de 100 mL y se agrega agua destilada hasta la marca de aforo; se
homogeniza y posteriormente se coloca 4.5 mL de esta solucion en viales. Se esteriliza en
autoclave a 121 °C/1 atm de presion por 15 minutos. Se somete por ultimo a prueba de

esterilidad en incubadora de 30 °C por 24 horas.
8. Enzimas utilizadas

Tabla A.7: Descripcion de las enzimas empleadas en los ensayos enzimaticos

Enzima Buffer Referencia Marca

Proteasa de Streptomyces gryseus Glicina-NaOH pH: 9 P5147 Sigma-Aldrich ‘
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Tripsina de pancreas porcino Glicina-NaOH pH: 9 T0303 Sigma-Aldrich
Proteasa de Bacillus licheniformes Glicina-NaOH pH: 9 P3910 Sigma-Aldrich
a-Quimotripsina de pancreas bovino Buffer de fosfatos pH: 7 C4129 Sigma-Aldrich

9. Buffer Gly-NaOH (pH 9.0)

Se pesan 0.934 g de lentejas de NaOH grado analitico de la marca Mallinckrodt AR®, se
colocaron en un matraz aforado de 50 mL y se homogeneiz6 lentamente con agua destilada
hasta una total disolucion; continuandose hasta el aforo y por ultimo se coloca en un frasco
ambar etiquetado. Por otra parte se prepar6 solucién de glicina 0.2 M pesando 15.01 g de
glicina para buffer grado analitico de la marca Mallinckrodt AR® colocandose en un matraz
aforado de 50 mL y homogeneizando con agua destilada hasta llegar a la marca de aforo y
depositando en un frasco previamente etiquetado. Se toman entonces 50 mL de la solucion
de glicina y 8.8 mL de la solucién de NaOH 0.2 M, se colocan en un matraz aforado de 200
mL y se lleva con agua destilada hasta la marca de aforo, se agita y se vierte en un frasco, se

Ileva a cabo la medicion del pH y se ajusta hasta llegar a un valor de 9.0 con NaOH.
Anexo B: Registro fotografico de pruebas de difusién en agar

Tabla B.1: Resultados de pruebas de difusién en agar de 39 cepas de BAL frente a L.
monocytogenes.

Microorganismo Cepa Radio inhibicion | Observaciones Imagen
sensible (cm)
Listeria No present6 | -—-—-—----
monocytogenes
Fv-01
Listeria 0.1 Halo
monocytogenes transparente
Fv-15
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Listeria

No presento

monocytogenes
Fv-03
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes
Fv-61
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes
Fv-148
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes
Fv-al6
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes
Fv-al8
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes
Fv-a28
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes
yiog Fv-158
Listeria No present6 | ---—------
monocytogenes Fv-a08
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Listeria No present6 | -—-—------
monocytogenes Fv-ag8
Listeria No present6 | -—-—------
monocytogenes Fv-all
Listeria No present6 | -—-—------
monocytogenes Fv-b1s
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-29
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-b11
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-119
Listeria No present6 | ----------
monocytogenes Fy-71
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-100
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes

ytog Fv-115
Listeria No present6 | ----------
monocytogenes Fy-107
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Listeria

No presento

monocytogenes Fv-97
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-109
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-123
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fy-122
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fy-105
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-150
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-b28
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-134
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-154
Listeria No present6 | ---—------
monocytogenes Fv-139
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Listeria
monocytogenes

No presento

Fv-140
Listeria No present6 | -—-—------
monocytogenes Fv-163
Listeria No present6 | -—-—------
monocytogenes Fyv-164
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-151
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-146
Listeria No present6 | ----------
monocytogenes Fv-160
Listeria No present6 | ----------
monocytogenes Fv-129
Listeria No presentd6 | -—--------
monocytogenes Fv-aldl
Listeria No presentd6 | ----------
monocytogenes Fv-b141

85

——

'




Tabla B.2: Resultados de pruebas de difusion en agar de 5 cepas de BAL frente a Salmonella
enterica typhimurium.

Microorganismo Radio inhibicion .
- Cepa Observaciones Imagen
sensible (cm)
i
Fv-01 No presentd | ====---mm- «
Fv-15 No presentd | ===----em-
=
S e
=
=
= Fv-03 S [
= No presento
% e
o
o3 -
O No presento ‘
= Fv6l || e A )
) o’
c
<5}
<
?C) 4y
) Fv-148 No presentd | ====-e-mm-
£
©
w

Tabla B.3: Resultados de pruebas de difusion en agar de cepa Fv-15 de BAL frente a L. innocua
y cepas de cavidad oral.

Microorganismo
sensible

Cepa

Radio inhibicién
(cm)

Observaciones

Imagen

Listeria innocua Fv-15 0.1 Halo transparente
Streptococcus Fv-15
mutans No present6
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Streptococcus Fv-15 0.5
oralis
Halo transparente
Streptococcus Fv-15
mitis No presentd
Streptococcus Fv-15 04
salivarius FM
Halo transparente
Streptococcus Fv-15 0.2
salivarius FQ
Halo transparente
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