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RESUMEN

Las bacterias lacticas producen una serie de metabolitos con actividad
antimicrobiana. Las bacteriocinas constituyen uno de los grupos importantes de
compuestos biologicos producidos por estos microorganismos, que pueden ser

empleadas en la extensién de la vida util de los alimentos.

Estos péptidos son bioactivos contra bacterias Gram positivas y su espectro de
inhibicidn incluye algunas bacterias productoras de toxiinfecciones alimentarias
como Listeria monocytogenes y Clostridium botulinum. Ademas, algunas
bacteriocinas, por sus propiedades bioquimicas como la resistencia térmica, pueden

ser aplicadas en los alimentos en conjunto con otros tratamientos de conservacion.

Sin embargo, para que su empleo en sistemas reales sea efectivo, es necesario
optimizar el proceso de conservacion a través de su control a nivel bioquimico,

microbioldgico y tecnoldgico.

En esta tesis se abordo el estudio de las bacteriocinas producidas por dos bacterias
lacticas (Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei) aisladas de carnes rojas.

El estudio se enfocd en evaluar aspectos de produccién, actividad y estabilidad que
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pueden determinar su Optima aplicacion en la conservacidn biologica de los
alimentos.

Se observé que las bacteriocinas de Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei
inhiben el crecimiento de Listeria monocytogenes NCTC 11994 vy Listeria

monocytogenes LMB 92000/48, respectivamente.

Posteriormente se realiz6 una serie de estudios sobre las caracteristicas
bioquimicas. La bacteriocina producida por Lactobacillus buchneri presentd
resistencia térmica a un tratamiento a 100°C durante 20 minutos, con una pérdida de
actividad de alrededor del 15%. Resultados similares se obtuvieron para la
bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei bajo el mismo tratamiento. El
pH optimo de actividad de ambas bacteriocinas se encontré en un intervalo de
3.0-4.0. Ambas propiedades favorecen su posible aplicacion en alimentos

sometidos a tratamientos térmicos o en alimentos de alta acidez.

La propiedad de inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes y su resistencia
térmica permiten sugerir que las bacteriocinas estudiadas pertenecen al Grupo Il (de
los no lantibidticos) de la Clase lla. Sin embargo es necesario determinar la
secuencia de aminoacidos y peso molecular para confirmar esta clasificacion. Las
bacteriocinas mantuvieron la mayor parte de su actividad antimicrobiana, alrededor
del 85%, durante el almacenamiento a 4°C y 10 dias, condicién que puede favorecer

su posible empleo en la conservacion de alimentos refrigerados.
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Las bacteriocinas fueron adsorbidas por sus respectivas células productoras en un
intervalo de pH de 5.5-6.5. Esta propiedad favorece su aplicacién en alimentos con
pH menor a 5.5 debido a que se mejoraria la difusibn cuando se emplean en

alimentos a través de la produccion in situ.

La produccion de las bacteriocinas bajo las condiciones experimentales evaluadas
estuvo asociada al crecimiento microbiano. Se observo que una atmoésfera de N
(180 UA/mL para Lactobacillus buchneri y 120 para Lactobacillus paracasei)
favorecio la produccién en comparacién con una mezcla de N,-CO, (150 y 100
UA/mL respectivamente) y CO, (60 y 30 UA/mL respectivamente). La temperatura
optima de produccion para la cepa de Lactobacillus buchneri fue de 30°C mientras
fue de 35°C, para la cepa de Lactobacillus paracasei. También se encontré que el
Tween 80 en una concentracion al 1% mejora la recuperacion de ambas

bacteriocinas.

Los resultados obtenidos pueden contribuir a orientar hacia una mayor

eficiencia el uso de las bacteriocinas en alimentos, tanto por produccion in situ o

mediante el empleo de bacteriocinas purificadas.
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SUMMARY

Lactic acid bacteria (LAB) are able to produce a number of metabolites with
antimicrobial ability. Bacteriocines are a group of biological compounds produced by
these microorganisms that may be applied to extend food shelf-life. These peptides
are active against Gram positive bacteria, their inhibition spectra includes several
toxic and infectious bacteria such as Listeria monocytogenes and Clostridium
botulinum. Due their heat resistance, some bacteriocins can be also applied on

foods together with other preservation methods.

However, in order to efficiently apply bacteriocins in real food systems, optimization
of the preservation process involved is necessary through control at biochemical,

microbial and technical levels.

The present thesis studied the bacteriocins produced by two LAB (Lactobacillus
buchneri and Lactobacillus paracasei), isolated from red meats. Several production,

activity and stability characteristics of these bacteriocins were studied.

The experiments carried out were focused on biochemical and physiological
properties of the bacteriocins and the producing bacteria as preliminary studies for

the futher use these compounds in red meat preservation.
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The first part of the thesis was the study of the bacteriocins’ inhibition spectra. It was
observed that Lactobacillus buchneri and Lactobacillus paracasei bacteriocins
inhibited the growth of Listeria monocytogenes NCTC 11994 and L. monocytogenes

LMB 92000/48 respectively.

Studies were also carried out in order to determine the bacteriocins’ biochemical
characteristics. The bacteriocin produced by Lactobacillus buchneri was resistant to
heating at 100°C during 20 min showing circa 15% activity reduction, also observed
in the bacteriocin produced by Lactobacillus paracasei when subjected to similar
heating conditions. The highest activity for both bacteriocins were observed at pH
3.0 to 4.0. It was concluded that both properties favor the bacteriocin application in

high acid foods.

The ability to inhibit Listeria monocytogenes growth as well as their heat resistance
suggested that the bacteriocins belong to Group Il (no-lantibiotics), Class lla. Even
thougth, it is necessary to determinate their aminoacid sequence and molecular

weight in order to confirm this classification.



The studied bacteriocins kept their antimicrobial activity during storage at 4°C for 10
days, therefore it can be assumed that these compounds can be applied to foods

under refrigeration conditions.

They were adsorbed by their producing cells in a pH range from 5.5 to 6.5. This
property could be used to improve their diffusion, preventing cell adsorption when

applied in foods by in situ production.

A primary production pattern was observed for both bacteriocins. Production under
the experimental conditions was related to microbial growth, favored by a nitrogen
atmosphere. With respect to production temperature, 30°C was the optimum for
Lactobacilus buchneri and 35°C for Lactobacillus paracasei. It was also observed

that 1% Tween 80 increased the recovery rate of both bacteriocins.

Althougth the studies at laboratory level cannot fully explain production, activity and
stability dynamics for these bacteriocins in food systems preservation, these results
can contribute towards a more efficient use of bacteriocins in foods by in situ

production as well by the use of the purified compounds.
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1. INTRODUCCION

La carne fresca roja es un alimento importante en la dieta de los paises de
Latinoamérica debido a su alto valor nutricional que aporta entre otros compuestos,
aminoacidos esenciales como la lisina, la treonina y la histidina, los cuales con
frecuencia se encuentran en bajas concentraciones en las proteinas de origen

vegetal (Carballo y Lépez, 1991).

La vida util de este alimento es corta por la gran variedad de microorganismos que
pueden crecer en su superficie y acelerar el proceso de descomposicion. Para
reducir el crecimiento de estos microorganismos en la carne fresca, se han
desarrollado varias tecnologias de conservacién. La refrigeracion es una de las mas
importantes, sin embargo la carencia de estos sistemas o el inadecuado
almacenamiento provocan la exposicién de la carne a temperaturas superiores a los
5°C (Guerrero y Taylor, 1994). En estas condiciones se favorece el crecimiento de
las bacterias mesofilas productoras de toxiinfecciones alimentarias como Salmonella
sp., Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,  Clostridium botulinum,
Clostridium  perfringens, Campylobacter sp., Escherichia coli y Listeria
monocytogenes que pueden dar origen a problemas de salud publica (Garcia y col.,
1995). Como una alternativa para el control biologico de esta flora microbiana se ha

explorado la posibilidad de aplicar las bacterias lacticas. EIl efecto de conservacion



con el empleo de éstas se debe a la produccion de compuestos antimicrobianos

como los acidos organicos y las bacteriocinas.

Un aspecto de interés al aplicar esta tecnologia es el posible empleo posterior de la
carne fresca conservada con bacterias lacticas via fermentacion lactica o con
compuestos purificados como las bacteriocinas, en la elaboracion de productos
carnicos procesados. De esta forma se abre la posibilidad de reducir el uso de
compuestos quimicos como los nitritos y los nitratos y satisfacer las exigencias
actuales de consumo en los alimentos, que provocan su desplazamiento hacia el

uso de los conservadores naturales.

Por lo anterior y para aprovechar todo el potencial de esta tecnologia en el
incremento de la vida util de la carne, es necesario realizar estudios sobre el
proceso de conservacion con bacterias lacticas y sobre sus productos metabdlicos
con capacidad antimicrobiana, tanto a nivel bioquimico, como microbioloégico y

tecnologico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 BACTERIAS LACTICAS
2.1.1 TAXONOMIA

Las bacterias lacticas se clasifican en los siguientes géneros, Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, Bifidobacterium 'y
Carnobacterium (Schielfler, 1993). Estas bacterias comprenden un numero elevado
de microorganismos Gram positivos, cuya caracteristica principal es la produccién
de acido lactico a partir de carbohidratos. Las bacterias lacticas son anaerobias o
aerotolerantes, no formadoras de esporas, generalmente no moviles, catalasa
negativas, no reductoras de nitratos, tolerantes a la presencia de CO,, nitritos, humo
y concentraciones relativamente altas de sal y valores de pH bajos (Salminen y
Wright, 1993).

Una caracteristica importante para la clasificacion de las bacterias lacticas es su
patron de fermentacion. Este se divide en homo y heterofermentativo de acuerdo
con la ruta metabdlica seguida y los productos finales formados. Las bacterias
lacticas homofermentativas producen acido lactico a partir de azucares de seis
carbonos (ruta de Embden-Meyerhof). A diferencia de éstas, las bacterias
lacticas heterofermentativas tienen la capacidad de utilizar diferentes rutas
metabdlicas y producen ademas de acido lactico, compuestos como CO,, acido
acético, acetaldehido, diacetilo y etanol por la ruta de la fosfocetolasa (Sharpe y
Pettipher, 1983).

Un esquema de las rutas metabdlicas de las bacterias lacticas homofermentativas y

heterofermentativas se muestra en la Figura 1



GLUCOSA

Fru-1,6 Fruc-6-P Gluc-6 P
Aldolasa Acetil-P-Eritrosa-4-P 6P-Gluconato
— Fru-6-P Xilulosa-5-P + CO;
Heptosa-P
y
Triosa-3-P Pentosa-P
Fosfocetolasa™ ™
ADP
< Triosa-3-PAcetil-P
\ ATP Acetil-P-Triosa-3-P /_ ADP \
y
Piruvato " ADP ' ATP
' ' ATP Piruvato
LACTATO ACETATO Piruv?o
\J
Glucdlisis | | LACTATO LACTATO ACETATO (ETANOIF)
HOMOFERMENTACION HETEROFERMENTACION

Figura 1. Rutas de fermentacion de azucares por bacterias lacticas (Kandler, 1983).

La temperatura 6ptima de crecimiento es otra caracteristica importante de las
bacterias lacticas. Salminen y Wright (1993) reportan un intervalo de temperatura

de crecimiento de 10°C a 45°C.



2.1.2 SELECCION DE BACTERIAS LACTICAS PARA FINES DE
CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

Una parte de los estudios llevados a cabo sobre las bacterias lacticas para
aplicarlas en la conservacion de los alimentos esta enfocado hacia el aislamiento
de bacterias capaces de producir compuestos antimicrobianos, como las
bacteriocinas (Spelhaug y Harlander, 1989; Carminati y col., 1989; Harris y col.,
1989; Piard y col., 1992; Stoffels y col., 1992; Vaughan y col., 1994; Hugas y col.,
1995). De entre los diferentes microorganismos, las bacterias lacticas son las
candidatas idoneas para producir bacteriocinas factibles de aplicarse en los
alimentos (Seccion 2.2.5) porque son reconocidas como generalmente seguras

(GRAS por sus siglas en inglés).

El aislamiento de las bacterias lacticas productoras de bacteriocinas se realiza a
través de un escrutinio de microorganismos en el sistema sujeto a estudio, por
ejemplo un alimento, donde se separan éstas de la flora nativa o de otro origen, con
el empleo de un medio de cultivo selectivo. Este proceso se realiza conmunmente
empleando una serie de técnicas microbiologicas, como la siembra por estria. La
posterior seleccién de las colonias aisladas permite ir separando las diferentes
colonias de los microorganismos de interés. En la Tabla 1 se presentan las

bacterias lacticas mas comunes encontradas en diversos alimentos.



Tabla 1. Bacterias lacticas asociadas a los alimentos.

TIPO DE ALIMENTO
LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Quesos duros
Queso cotagge

Mantequilla fermentada, quesos con ojos
Queso tipo suizo

Productos lacteos en general

Yogurt

Leche 4cida
Kefir

CARNE
Cruda

Semi-conservada

Carne fermentada

PESCADO

Productos de pescado marinados

VEGETALES FERMENTADOS

Pepinillos, col agria

Olivos
Salsa de soya
Masas agrias

Vino (fermentacién malolictica)

Wood y Holzapfel, 1996

BACTERIAS LACTICAS COMUNES

Lactococcus lactis subsp. cremoris y subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. cremoris 'y subsp. lactis y Lenconostoc
mesenteroides subsp. cremoris

Lactococcns lactis subsp. cremoris 'y subsp. lactis y var. diacetilactis
y Lenconostoc mesenteroides subsp. cremoris

Lactobacillus delbureckii subsp. bulgaricus; Iactobacillus helveticus

Lactobacillus  brevis;  Lactobacillus  buchnerity  Lactobacillus  casei,
Lactobacillus ~ paracasei;  Lactobacillus ~ fermentumy;  Lactobacillus
plantarum; 1enconostoc mesenteroides subsp. cremoris

Streptococous — thermophilus 'y Lactobacillus — delbrueckii  susp.
bulgaricus; Lactococcons lactis susp. diacetilactis

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus kefir; Lactobacillus kefiranofaciens

Carnobacterium ~ divergens; Carnobacterium  piscicola;  Lactobacillus
sake;  Lactobacillus  curvatus;  Leuconostoc  carnosumy;  Lenconostoc
gelidum

Lactobacillus viridescens; Leconostoc carnosum, Lenconostoc gelidum
Carnobacterium divergens; Carnobacterium piscicola

Pediococcus  acidilactici; Pediococcus pentosaceus; Lactobacillus sake;
Lactobacillus curvatus; Lactobacillus farciminis

Lactobacillus alimentarins; Carnobacterium piscicola

Lenconostoc  mesenteriodes;  Lactobacillus — bavaricus;  actobacillus
brevis,; Lactobacillus sake; Lactobacillus plantarum

Lenconostoc mesenteroides; Lactobacillus pentosns

Pediococcus halophilus

Lactobacillus — plantarum; — Lactobacillus — brevis; — Lactobacillus
amylovorus; Lactobacillus reuters; Lactobacillus fermentum

Lenconostoc oenos



Refiere Stiles (1996) una serie de caracteristicas que deben reunir las bacterias
lacticas para aplicarlas en la conservacion de la carne. Las mejores candidatas
provienen generalmente de la flora nativa de diversos sustratos alimentarios.

Se ha observado que estas bacterias presentan las mejores condiciones para crecer
y predominar sobre la flora nativa del alimento cuando son empleadas en la
conservacion. Este predominio esta asociado a la produccion de compuestos
antimicrobianos como los acidos organicos (lactico y acético) y las bacteriocinas,
ademas de determinantes genéticas favorables, producto de una seleccion natural

(Stiles, 1996).

En la seleccion de las bacterias lacticas para conservar alimentos es necesario
considerar sus caracteristicas intrinsecas. Estas bacterias deben ser capaces de
presentar un crecimiento abundante en sistemas reales, para competir con la flora
nativa. La temperatura y pH 6ptimos de crecimiento son variables que influyen en
su predominio sobre otras poblaciones bacterianas en un sistema determinado. Por
ejemplo, Stiles (1996) menciona que son pocas las bacterias lacticas capaces de
presentar un crecimiento adecuado en las temperaturas de refrigeracion y
concluye que Carnobacterium piscicola y Leuconostoc gelidum son de las pocas

bacterias lacticas que presentan esta condicion.

Otros criterios se refieren a la produccion de compuestos antimicrobianos. En el

caso del empleo de cepas productoras de bacteriocinas, estas deben obtenerse en



un periodo corto de tiempo, durante las primeras fases de crecimiento, para
generar un efecto conservador al reducir el crecimiento de la flora microbiana
indeseable. Ademas las bacteriocinas deben ser activas y estables en los alimentos
(Stiles, 1996).

En carnes, para evitar cambios negativos en algunas propiedades sensoriales como
la textura, el sabor y la jugosidad, se recomienda que las bacterias lacticas
empleadas tengan un patrén de fermentacion homolactico para no producir acido
acético y CO,, ademas de no producir polisacaridos y tener una deébil actividad
proteolitica y lipolitica. Tampoco deben generar la formacion de aminas biogénicas,

como por ejemplo tiramina e histamina (Huss y col., 1995).

Una vez que se aisla una cepa lactica prometedora como bioconservadora, es
necesario realizar la identificacion. Los métodos bioquimicos de identificacion a
través de pruebas como las API, estan siendo desplazados por técnicas
moleculares. Actualmente se emplea la reaccibn en cadena de la polimerasa
(PCR) para amplificar un segmento de ADN especifico de hasta 6 kb. La técnica
emplea una muestra de ADN desnaturalizado que se incuba en presencia de ADN
polimerasa y dos oligonucledtidos iniciadores que dirigen a la ADN polimerasa en la
sintesis de nuevas hebras complementarias. Generalmente con cada uno de estos
ciclos se dobla la cantidad de ADN. Veinticinco ciclos pueden aumentar la cantidad
de secuencia en aproximadamente un millén de veces. EI ADN amplificado puede

caracterizarse por diversas técnicas como la transferencia, el analisis de RFLP y la



secuenciacion directa. Las empresas comerciales que se dedican a la identificacion
de bacterias lacticas, emplean una base de datos con secuencias de genes de
bacterias conocidas para determinar el género y la especie de microorganismos

desconocidos (Voet, 1992)

2.1.3 METABOLITOS Y MECANISMOS DE INHIBICION MICROBIANA

Varios son los productos metabdlicos de las bacterias lacticas que presentan
actividad antimicrobiana y cada uno de estos compuestos tiene caracteristicas
bioquimicas que determinan su mecanismo de inhibicion microbiana y el espectro de
microorganismos sobre los que actuaran. Un resumen sobre estos compuestos, sus
mecanismos de inhibicion y los microorganismos sensibles se muestra en la Tabla

2.

Tabla 2. Compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular obtenidos a partir de
bacterias lacticas.

COMPUESTO MICR OOR GANISMOS MICR OOR GANIMOS
PRODUCTORES SENSIBLES
Acido lactico Todas las bacterias lacticas Todos los microorganismos
Acido acético Bacterias lacticas heterofermentativas Todos los microorganismos,

dependientes del pH

Alcoholes Levaduras, bacterias lacticas Todos los microorganismos
heterofermentativas
Dioxido de carbono La mayoria de microorganismos
Bacterias lacticas heterofermentativas
Diacetilo Levaduras, bacterias Gram (-) a
Lactococcus sp. concentraciones > 200 ppm, bacterias
Gram (+) a concentraciones > 300
ppm
Peréxido de hidrogeno
Todas las bacterias lacticas Todos los microorganismos
Reuterina
Lactobacillus reuteri Amplio espectro: bacterias Gram (+),
bacterias Gram (-), hongos
Sidosporas
Algunas bacterias anaerobias facultativas, la Microorganismos dependientes de la
mayoria de las aerobias, incluyendo molécula de fierro



Pseudomonas sp. y Staphylococcus sp.
Acido benzoico

Acido mevalonico Lactobacillus plantarum Pantonea agglomerans (bacteria

Lactona Gram (-), Fusarium avenaceum

Metilhidantoina

Microgard (Rodhin) La mayor parte de bacterias Gram (-),
Propionibacterium shermanii levaduras, hongos

Bioprofit

(Valio, Helsinki,Finlandia) ~ Lactobacillus rhamnosus, Propionibacterium  Amplio espectro: hongos, levaduras,
freudenreichii ssp. Shermanii bacterias lacticas heterofermentativas,

Bacillus sp., bacteria Gram (+)

Haelander y col., (1997)

Los acidos organicos son los principales compuestos que se emplean en la

conservacion de alimentos, su mecanismo de inhibicion es bien conocido.

Brul y Coote (1999) mencionan que el efecto inhibitorio de los acidos organicos esta
relacionado directamente con la estructura no disociada de la molécula, siendo ésta
capaz de difundirse a través de la membrana celular y disociarse en su interior para
provocar la muerte de la célula. Varios autores refieren que los acidos interfieren
con el mantenimiento del potencial de membrana e inhiben el transporte activo (De
Vuyst y Vandamme, 1994). Estos acidos en su forma no disociada son 10-600
veces mas efectivos como agentes antimicrobianos que en su forma disociada, la
cual reporta Haelander y col. (1997) esta determinada directamente por el pH del
alimento. Para favorecer la forma no disociada de los acidos organicos son
necesarios valores de pH cercanos o menores al pK del acido (Gottschalk, 1986).
Con respecto a la inhibicion microbiana, Ziauddin y col. (1993) mencionan en un
estudio in vitro que el acido lactico inhibe a algunas bacterias patdogenas y de

descomposicion de los alimentos como Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

10



Las bacterias lacticas producen peréxido de hidrogeno, que tiene efecto bactericida
por que es altamente oxidante, provocando la peroxidacion de los lipidos de la
membrana celular y la destruccion de la estructura basica de proteinas celulares

(Dahly y col., 1989).

El diacetilo es un producto de las bacterias lacticas fermentadoras de citrato
(Hugenholtz, 1993) responsable del sabor y aroma a mantequilla. Se produce por
una gran variedad de géneros de microorganismos como Lactococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus 'y Pediococcus. Es un compuesto que presenta un efecto
antimicrobiano a concentraciones elevadas (Tabla 2), principalmente inhibe a
microorganismos Gram negativos, levaduras y mohos (Jay, 1982). El mecanismo de
inhibicion esta basado en la reaccion del grupo a-a'-dicarbonilo de la molécula con
la porcidn guanido del aminoacido arginina en enzimas microbianas (alcohol
deshidrogenasa, adenilato ciclasa, glutamato deshidrogenasa y transcetolasas)
desactivandolas debido a que bloquea o modifica su centro catalitico (Lindgren y

Dobrosgosz, 1990).

Se ha reportado que el acetaldehido a concentraciones de 44 ppm puede reducir
el crecimiento de Escherichia coli (Egyand, 1967). Sin embargo es poca su

contribucién a la reduccién del crecimiento microbiano en sistemas alimentarios.
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El etanol es producido por las bacterias lacticas heterofermentativas y produce la
deshidratacién de la membrana celular al extraer los lipidos vy reducir su
permeabilidad (Haelander y col., 1997). Este autor menciona que la produccion por

bacterias lacticas es escasa.

La reuterina es un compuesto producido especificamente por Lactobacillus reuteri
que se encuentran principalmente en el tracto gastrointestinal humano y en algunos
productos carnicos. Este compuesto presenta un amplio intervalo de inhibicion, es
activo contra microorganismos como Salmonella, Shigella, Clostridium,
Staphylococcus, Listeria, Candida y algunos protozoos como Trypanosoma. Actua
inhibiendo la enzima ribonucledétido reductasa, lo que puede explicar su amplio

espectro de inhibicion (Axelsson y col., 1989).

También las bacterias lacticas producen CO, que se utiliza como inhibidor de
crecimiento microbiano, aunque se desconoce con exactitud el mecanismo
antagonico. En general las investigaciones realizadas concluyen que el CO,
produce un incremento en la fase de latencia y del tiempo de generacion de los

microorganismos de descomposicién (Garcia y col.,1995).

Recientemente ha despertado interés otro grupo de compuestos producidos por

algunas especies de bacterias lacticas, las bacteriocinas.
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Una descripcion mas amplia sobre estos compuestos se da en la Seccién 2.2. El
mecanismo inhibitorio de las bacteriocinas se basa en la formacion de poros en la
membrana citoplasmica de células sensibles (Klaenhammer, 1993) provocando la
pérdida de iones K', ATP y en algunos casos aminoacidos y moléculas pequefias.
Esta pérdida origina la disminucion en el potencial de la membrana, consumo de
reservas energéticas celulares y descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas

que provocan finalmente la muerte de la célula (Bruno y Montville, 1993).

2.1.4 CONSERVACION DE LA CARNE FRESCA Y PROCESADA POR
ADICION DE ACIDOS ORGANICOS DE ORIGEN QUIMICO Y
MICROBIANO

Recientemente ha surgido un auge hacia el consumo de alimentos minimamente
procesados y conservados en la forma mas natural posible. A este respecto la
obtencién de acidos organicos a través de fuentes microbianas puede ser una
alternativa nueva con perspectivas de desarrollo en la conservacién de alimentos
como la carne. En la Tabla 3 se muestra un resumen de estudios realizados

empleando acidos organicos para conservar carne.

Tabla 3. Aplicacion de los acidos organicos como conservadores de la carne.

ACIDO ESPECIE ANIMAL MICROOR GANISMO REFERENCIA
ORGANICO INDICADOR
Lactico, acético, Pollo Enterobacteriaceae Mountney y O’Malley,1965
formico, fosfoérico
Acético Cerdo Escherichia coli, Pseudomonas sp.  Biemuller y col., 1973
Acético, propionico  Cerdo E. coli Reynolds y Carpenter,1974
Lactico, acético, Res Pseudomona sp. Modic y col., 1978
propionico Enterobacteriaceae Dezeure-Wallys y Vant’Hoof,
1980
Lactico Res Enterobacteriaceae Robach, 1981
Sérbico Pollo Enterobacteriaceae Leistner,1983
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Citrico, ascorbico, Carnero, cabra y res Enterobacteriaceae Woolthuis y Smulders, 1985
acético, lactico

Lactico Res, ternera Campylobacter sp. Smulders y col., 1986
Lactico Varias especies E. coli, Salmonella sp. Smulders, 1987
Lactico Varias especies Psendomon sp. Hamby y col., 1987
Acético, lactico Res Psendomona sp., E. coli Accufy col., 1987
Acético, lactico Bufalo Salmonella sp. Surve y col., 1991
Li’lCtiCO, propi()nico Cerdo E. coli Ogden y COl., 1995

El elevado costo de los acidos organicos implica una desventaja para su aplicacion
en la carne, buscandose por este motivo alternativas para su obtenciéon. Se ha
reportado la produccién de acido lactico in situ con bacterias lacticas, sobre la
superficie de la carne como un medio barato y eficiente para la produccion de
este acido organico (Guerrero y Taylor, 1994). Un resumen de los estudios
aplicando estos microorganismos como medio de conservacion se muestra en la

Tabla 4.

Tabla 4. Aplicacion de las bacterias lacticas para incrementar la vida media de la
carne fresca y productos carnicos.

BACTERIA LACTICA MICROORGANISMO DE CARNE O REFERENCIA
DESCOMPOSICION PRODUCTO
CARNICO
Lactobacillus jensenii Escherichia coli Embutidos ~ Roca y Kalman, 1989
Lactobacillus bulgaricns
Pediococcus pentosacens Brochotrix: thermosphacta
Lactobacillus sake Pseudomona sp. Embutidos  Montel y Talon,1993
Pediococcus pentosacens
Staphylococcus carnosns
Staphylococcus warneri
Staphylococcus saprophyticus
Lactobacillus curvatus Escherichia coli Embutidos ~ Vogel y col., 1993
Lactobacillus sake
Streptococous sp.
Lactobacillus plantarum Pseudomona sp. Cerdo, res Guettero y col.,1995
Staphylococcus carnosns Enterobacteriaceae Cerdo Minor, 1998
Lactobacillus acidophilns Staphylococcus anrens Jamoén Lowndes y Henriksson,
1999
Lactobacillus sake Listeria monocytogenes Embutidos ~ Hugas y col. 1999
Lactobacillus alimentarins Listeria innocuna Embutidos ~ Pérez-Chabela y col.
2001
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Una de las primeras investigaciones en la conservacion de carne con bacterias
lacticas se llevo a cabo en carne de res, estudiando la viabilidad de aplicacion de
los diferentes géneros microbianos (Dubois y col., 1979). Estos autores exploraron
el uso de bacterias de Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Streptococcus
para

inhibir microorganismos como Serratia sp., Enterobacter sp., Pseudomona putida,
Pseudomona cepaciay Pseudomona fluorescens, aisladas a partir de carne,
concluyendo que las bacterias del género Streptococcus y Lactobacillus

presentaron un mayor poder inhibitorio.

Lindgren y Dobrogosz (1990) sefalan que el uso de cepas de Lactobacillus y
Pediococcus en embutidos incrementa su vida util por inhibicidn de microorganismos
de descomposicion. Este resultado lo atribuyen a la producciéon de compuestos
como el acido lactico, asimismo reportaron inhibicion debido a la competencia
por el sustrato disponible. También en embutidos, Gibbs (1987) reporto inhibicion

de Staphylococcus aureus 'y Salmonella al inocular cepas de bacterias lacticas.

Montel y Talon (1993) mencionan inhibicion en el crecimiento de Pseudomonas sp. y
Brochotrix thermosphacta en carne envasada al vacio cuando se inocularon
bacterias lacticas a concentraciones de 10" hasta 10° ufc/cm®. Se produjo ademas

una reduccion en el pH de la carne a valores de 4.0-4.5.
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Guerrero y col. (1995) emplearon la fermentacidn lactica controlada con cepas de
Lactobacillus bulgaricus 'y Pediococcus pentosaceus Yy concluyeron que se
reduce las poblaciones de Pseudomonas en carne de cerdo y res envasada al vacio

y almacenada a la temperatura de 25°C.

En la inhibiciéon de microflora indeseable en carnes inoculadas con cepas lacticas
seleccionadas pueden influir ademas de la produccion de acidos organicos, otras
variables como la competencia por el sustrato disponible y la produccion de

compuestos como las bacteriocinas

2.2 BACTERIOCINAS
Estos compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas han
despertado interés para aplicarse en la conservacion de los alimentos. A

continuacion se da una revision bibliografica al respecto.

2.2.1 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Klaenhammer (1988) refiere que las bacteriocinas son péptidos con actividad
antimicrobiana contra especies microbianas relacionadas taxondmicamente.
Algunas bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas presentan una serie
de caracteristicas comunes, como la sensibilidad a la accion de enzimas

proteoliticas y la tolerancia a temperaturas elevadas y a pH bajo.
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Clasificacidon y sintesis bioquimica. Klaenhammer (1993) propuso grupos para

clasificar a las bacteriocinas:

Grupo l. Lantibioticos. Este grupo esta integrado por péptidos pequefos que
contienen deshidroaminoacidos y tioéter aminoacidos (lantionina y metil-lantionina).
En funcion de su estructura se pueden subdividir en:

Tipo A. Moléculas anfipaticas, en forma de toroide (2.1 a 3.5 kDa). Contienen de 2 a

7 cargas positivas.

Tipo B. Moléculas globulares (de alrededor de 2 kDa). Tienen carga negativa o

neutra.

Grupo Il. Péptidos pequeinos (<10 kDa) relativamente termoestables, no contienen
lantionina. Se dividen en:

Clase lla. Péptidos activos contra Listeria monocytogenes con la secuencia
consenso N-terminal Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys.

Clase llIb. Los que necesitan dos péptidos para formar complejos de poracion.

Clase llc. Péptidos con grupos tiol (-SH) activos que requieren de cisteina reducida

para activarse.

Grupo |lll. Proteinas grandes (>30 kDa), termosensibles. Se incluyen enzimas

extracelulares bacterioliticas.
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Otros autores como Nissen-Meyer y Nes (1997) mencionan que las bacteriocinas, se

pueden clasificar en dos grandes grupos (Tabla 5):

Tabla 5. Clasificacion de algunas bacteriocinas producidas por bacterias Gram

positivas.
GRUPQO I: LANTIBIOTICOS GRUPQO 1I: BACTERIOCINAS NO
MODIFICADAS
TIPO A TIPO B Bacteriocinas de un Bactetiocinas de dos
péptido péptidos
Nisina Mersacidina * Bacteriocinas tipo Lactococina G
pediocina
Lactococina S Actagardina Pediocina PA1 Lactacina F
Leucocina A
Savaricina P
Mesentericina Y105
Carnobacteriocina
BM1
Carnobacteriocina B2
Enterococina A
Piscicolina 126
Subtilina Cinnamicida Plataricina E/F
Epidermina Duramicina Plataricina J/K
Pep 5
Gallidermina
Lacticin 481 * Bacteriocinas
distintas a la pediocina
Epilancin K7 Lactococina A

Nissen-Meyer y Nes, (1997)

Grupo |. Bacteriocinas modificadas, conocidas como lantibiéticos

Estas se dividen en dos grandes subgrupos en base a su estructura:
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1.- Lantibioticos tipo A, entre los cuales se encuentra la nisina, la bacteriocina mas
ampliamente caracterizada. Son moléculas alargadas, con forma de tornillo y
anfifilicas, con peso de molecular entre 2 y 5 kDa.

2.- Lantibidticos tipo B, de forma globular y peso molecular de alrededor de 2 kDa.

Grupo |Il. Bacteriocinas que no sufren modificaciéon alguna, denominadas no
lantibidticos.

Bacteriocinas modificadas (Grupo 1). Las bacteriocinas modificadas son
designadas como lantibidticos porque contienen en su estructura tioéter

aminoacidos (lantionina).

La sintesis de las bacteriocinas modificadas (Grupo 1) consiste especificamente en
la deshidratacién de residuos de serina dando aminoacidos a-B-insaturados como la
2,3-dideshidroalanina (Sahl y col., 1995). La lantionina se forma cuando el doble
enlace en la 2,3-dideshidroalanina es atacado por el grupo tiol de un residuo de
cisteina. La lantionina resultante puede, por Ilo tanto, ser descrita como la
unién de D-alanina (derivada del residuo de serina) y L-lantionina (derivada de un

residuo de cisteina), unida por un azufre que forma un enlace tioéter.

La lantionina es similar a la cisteina, puede ser descrita como dos residuos de L-

alanina unidos por dos azufres, formando un puente disulfuro.
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El enlace tioéter en la lantionina tiene la funcidbn de estabilizar la estructura
tridimensional de los lantibidticos y es por lo tanto analoga en su funcioén a la
realizada en las proteinas por los enlaces disulfuro de las cisteinas.

Los puentes tioéter son mas estables que los puentes disulfuro, resultando la
lantionina mas estable que la cisteina. Los lantibidticos también contienen metil-
lantionina, cuya formacion es similar a la de la lantionina excepto que deriva de un

residuo de treonina en vez de serina.

Otros residuos modificados son la 2,3-dideshidroalanina y la 2,3-didehidrobutirina
(2,3-didehidrotreonina). Se ha encontrado que la lactococina S contiene
residuos D-alanina en tres posiciones definidas. La conversion de la serina a
través de la ruta de la 2,3-didehidroalanina seguida de una hidrogenacion
estereoespecifica de la alanina podria ser el mecanismo a través del cual un D-
aminoacido se forma en una proteina sintetizada en los ribosomas (Sahl y col.

1995).

Los lantibidticos tipo A interactuan con las membranas de las células sensibles y
forman poros (Figura 2) por modificacion del potencial de membrana (Moll y col.

1996a).
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A)

Figura 2. Modelo para la formacion de poros por la nisina: A) Un monémero o
estructura anfifilica de la nisina se une a la membrana de las células sensibles;
después se inserta dentro de la membrana y forma agregados de poros. B) La
nisina (cation) se une a fosfolipidos anionicos en la membrana celular; la nisina se
inserta dentro, lo cual provoca la union de ésta con la superficie de lipidos (Moll,
1996b).

Por el contrario, los lantibidticos del tipo B actuan inhibiendo a algunas enzimas.
Por ejemplo la mersacidina y la actagardina (lantibiético del tipo B) actuan

interfiriendo en la sintesis de la pared celular en bacterias Gram positivas (Sahl y

col, 1995).
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Bacteriocinas no modificadas (Grupo Il). Todas las bacteriocinas del grupo Il
tienen en comun que no sufren ninguna modificacion posterior a su sintesis

ribosdmica. Dentro de este grupo, se encuentran dos grandes subgrupos:

1.- Las bacteriocinas de un solo péptido. Donde se distingue:
-Del tipo pediocina
-Lactococina A

2.- Las bacteriocinas formadas por dos péptidos

Las bacteriocinas tipo pediocina contienen entre 36 y 48 residuos, son producidas
por una gran variedad de bacterias lacticas y tienen en comun una secuencia
aminoacidica muy similar. Son hidrofdbicas, cationicas, muy estables al calor y
poseen una marcado efecto inhibidor frente a Listeria sp. (De Vuyts y Vandamme

1994; Nes y col., 1996).

En base a su secuencia primaria, recientemente se han identificado bacteriocinas
que se incluyen en este grupo, por ejemplo, las carnobacteriocinas BM1 y B2
(Quadri y col., 1994), la enterocina A (Aymerich y col., 1996) y la piscicolina 126

(Jack y col., 1995).

Todas estas bacteriocinas tienen una similitud secuencial entre 40% y 60%
especialmente en la region hidrofilica N-terminal (Aymerich y col., 1996). En todas

las bacteriocinas tipo pediocina se tiene una region que contiene dos cisteinas
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(unidas por un puente disulfuro) formando una secuencia tipica de este grupo de
bacteriocinas. A pesar de la estructura primaria similar, las bacteriocinas tipo

pediocina difieren en la especificidad de células sensibles a su actividad.

En los péptidos con caracter antimicrobiano frecuentemente se ha observado que a
pesar de la similitud entre los péptidos y de tener actividad sobre células sensibles
parecidas, se encuentran muchas mas diferencias de lo que cabria esperar
basandose en la interaccion entre un péptido cationico anfifilico y los lipidos de la
membrana celular. Algunas diferencias en los péptidos pueden producir las

diferencias marcadas en su efectividad y la actividad (Nissen-Meyer y Nes, 1997).

La elucidacion de los mecanismos que gobiernan la especificidad de los péptidos y
la susceptibilidad de las células sensibles a la actividad de aquellos es uno de los
mayores retos de la investigacion en este campo, por la importancia que tendria la

aplicacion como agentes antimicrobianos en los alimentos.

La composicion lipidica de la membrana celular atacada es un factor importante que
determina la susceptibilidad de la misma. Fimland y col. (1996) estudiando
bacteriocinas hibridas construidas por ellos, pusieron de manifiesto que la region C-
terminal es determinante de los sitios sensibles de la célula para bacteriocinas del
tipo de las pediocinas. Esta regidn es la que interactua con la membrana cambiando

la perforacién de la misma (Chikindas y col., 1993).
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En el grupo Il también se incluye bacteriocinas no modificadas distintas del tipo de
las pediocinas, por ejemplo la lactococina A, péptido catidnico de 55 residuos que

permea ala membrana (Holo y col., 1991; Van Belkum y col., 1991).

Las bacteriocinas de dos péptidos, como su nombre lo indica, consisten en dos
péptidos cationicos diferentes entre si, de 25-40 residuos cada uno. Para
desarrollar su actividad antibacteriana se requiere la presencia de ambos en
forma simultanea, la actividad antimicrobiana 6ptima se obtiene cuando los dos
péptidos estan presentes en cantidades equivalentes. La lactococina G fue la
primera bacteriocina de este tipo que se aislo y caracterizé (Nissen-Meyer y col.,
1992). Estas bacteriocinas forman canales selectivos para potasio en la membrana
de la célula sensible (Moll y col., 1996b). Los dos péptidos contienen regiones que
les confieren caracter anfifilico al adquirir una estructura a-helicoidal. Los estudios
de dicroismo circular han mostrado que estas regiones adoptan la estructura o-
helicoidal cuando los dos péptidos interactuan entre si en presencia de micelas de

las membranas del tipo de las células sensibles (Nissen-Meyer y Nes, 1997).

2.2.2 DETERMINANTES GENETICAS

Se han reportado estudios para dilucidar el proceso de produccién en la célula de
las diferentes bacteriocinas. Nes y col. (1996) refieren la existencia de al menos

cuatro
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genes (cinco para las bacteriocinas de dos péptidos) requeridos para la produccién

de bacteriocinas no modificadas. Estos genes son:

1.- El gen estructural (dos genes estructurales para las bacteriocinas de dos
péptidos) a partir del cual se produce la transcripcidn de la informacion genética.

2.- El gen de la inmunidad, que codifica una proteina que protege a la cepa
productora contra su propia bacteriocina.

3.- El gen que codifica la produccion de un transportador asociado a la membrana,
que transfiere la bacteriocina a través de la misma.

4 .- El gen que codifica una proteina complementaria necesaria para la secrecion de

la bacteriocina.

Las prebacteriocinas sintetizadas contienen una secuencia lider con 15-30 residuos
y una secuencia consenso especifica que es la que contiene el grupo glicina-glicina
comun, a todas ellas (Klaenhammer, 1993). Las proteinas de inmunidad para la
lactococina A y la carnobacteriocina B2 han sido aisladas y una fraccion celular de
dicha proteina ha sido detectada en asociacién con la membrana celular (Niseen-
Meyer y col. 1993; Venema y col., 1994; Quadri y col., 1995). No obstante no se ha
dilucidado la forma en que las proteinas de inmunidad dan la resistencia contra la

bacteriocina.
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Se ha observado que la produccion de algunas bacteriocinas del grupo Il (como la
plantaricina C11 de Lactobacillus plantarum, la sacaricina A, la sacaricina P y
posiblemente la carnobacteriocina B2) son reguladas en su transcripcion por un
sistema de transduccion que consiste de tres componentes (Nes y col., 1996):

1.-Un factor de induccion
2.-Una histidina protein-kinasa
3.-Un regulador de respuesta

El factor de induccidén es un polipéptido tipo bacteriocina con la secuencia inicial
glicina-glicina y posiblemente es transportado a través de la membrana al exterior
mediante un sistema de transporte tipo ABC. En la Figura 3, se presenta un

esquema de produccion de las bacteriocinas del tipo Il en la célula.

/ L induccidn
Bacteriocinas E“::
:L —J

RR = Regulador de
respuesta

HK = Histidin Kinasa
P = Fosfato
ABC-trans = Sist. transp. ABC
IF = Factor de induccion

[ ] Bacteriocina
’ —{ ] Prebacteriocina

Sefial de sintesis

del pdptido
Presefal del

péptido

Figura 3. Regulacion/produccién de las bacteriocinas del grupo Il en la célula (Nes y
col. 1996).
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Al igual que las bacteriocinas del grupo I, los lantibidticos son sintetizados como
prepéptidos con una secuencia inicial en la zona N-terminal (Sahl y col. 1995).
Dicha secuencia es anionica y forma una hélice anfifilica, lo que hace posible
mantener la bacteriocina inactiva hasta la secrecion al exterior, facilitando la

interaccion con el transportador tipo ABC de membrana.

En el operdn de los lantibioticos existen genes que codifican los siguientes procesos

(Sahl y col. 1995):

1.- Una o mas proteinas que proveen de inmunidad a la célula productora

2.- Un transportador especifico de membrana tipo ABC

3.- Una serin-proteasa que posiblemente separa la secuencia inicial

4 .- Una o dos proteinas que catalizan la deshidratacion y la formacion de los anillos
en la lantionina.

5.- Proteinas reguladoras de dos componentes. Estas proteinas transmiten una
sefal al exterior de la célula que induce la expresion de la bacteriocina. Se ha visto
que la propia nisina actua como la senal extracelular que induce la expresién de su

propio gen a través de proteinas reguladoras de dos componentes.
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2.2.3 PURIFICACION

Se han empleado varios métodos para la purificacion de las bacteriocinas. Uno de
ellos es utilizado para recuperar bacteriocinas del tipo no lantibiéticos.
Autores como Berridge y col. (1952); Yang y col. (1992) y Yang y Ray, (1994)
mencionan que esta metodologia se fundamenta en la observacion de que las

moléculas de estas bacteriocina cumplen con las siguientes caracteristicas:

a) Son excretadas por las células productoras
b) Son cationicas
c) Son adsorbidas por la superficie celular de la cepa productora y de otras
bacterias Gram positivas
d) La adsorcion es dependiente del pH. A pH 6.0 se tiene una adsorcion de
cerca del 90%, mientras que a pH alrededor de 2.0 la adsorcion es cercana al
1%
e) Se evita la pérdida de actividad al destruir por calor a las células productoras
(por posible produccidn de enzimas proteoliticas)
Esta metodologia se ha empleado para la purificacion parcial de tres bacteriocinas
que no contienen lantionina: la pediocina AcH, la leucocina Lem1 y la sakacina A.
Las cepas productoras se crecieron en un medio de cultivo adecuado y las
condiciones de fermentacion se optimizaron para cada bacteriocina (composicion y
pH final del medio de cultivo, tiempo, temperatura, etc), seguido de un proceso de
pasteurizacion para destruir a las células productoras. El pH del medio se ajusté a
6.0 para que la bacteriocina fuera adsorbida. Posteriormente la células se

recuperaron y resuspendieron en volumenes pequeios de una solucion salina

100 mM (pH 2.0). A 4°C se liberaron las moléculas de bacteriocina de
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la superficie celular. Con este procedimiento los rendimientos fueron mayores del
95% a partir de una muestra inicial con una actividad mayor de 10° unidades/g.

Finalmente se obtuvo un material adecuado para la posterior purificacién.

Uno de los esquemas mas utilizados en la purificacion de las bacteriocinas tipo
lantibiotico aprovecha la naturaleza cationica y la relativa hidrofobicidad de estas
moléculas. Este método fue desarrollado por Sahl y Brandis (1981) para la
purificacién de la Pep5, consiste de una serie de etapas secuenciales de adsorcién,
cromatografia de intercambio cationico y cromatografia de filtracion en gel, las
cuales se pueden llevar a cabo con algunas modificaciones, incluyendo la
cromatografia liquida de alta presién con una columna de fase reversa (HPLC). Esta
metodologia ha sido empleada para la purificacion de una amplia variedad de
bacteriocinas tipo lantibidético como la subtilina (Schuller y col. 1989), SA-FF22
(Jack y col. 1994), la salivaricina A (Ross y col. 1993), la estafilococina Au-26 (Scott

y col. 1992) y la estafilococina 1580 (Sahl, 1994).

Uno de los mayores problemas que presentan este tipo de estudios es el bajo
rendimiento de purificacion de la bacteriocina, ademas de ser un proceso lento. Sin
embargo algunos autores mencionan que con algunas modificaciones pueden ser
mas accesibles. Allgaier y col. (1991) desarrollaron un procedimiento viable a nivel
comercial para la produccidn a gran escala de la epidermina y la gallinadermina.

Estos autores demostraron que, omitiendo las etapas de HPLC en fase reversa y la
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filtracion en gel, e incluyendo cromatografia de intercambio anionico y de interaccion
hidrofébica, se pueden obtener mayores concentraciones de las bacteriocinas tipo

lantibiotico con rendimientos mayores en hasta un 50% al procedimiento original.

Algunas bacteriocinas que no contienen lantionina han sido también purificadas por
métodos que tienen en comun el crecimiento de las cepas productoras en un medio
de cultivo liquido bajo las condiciones 6ptimas de produccion, la remocion
posterior de las células productoras y la precipitacion de las bacteriocinas a partir
del sobrenadante. Este ultimo paso se realiza empleando sulfato de amonio a
diferentes concentraciones (Holo y col., 1991; Muriana y Klaenhammer, 1991;
Bhunia y col., 1991; Hastings y col.,, 1991, Hechard y col., 1992;
Holck y col.,, 1992; Berridge y col., 1992). EI precipitado con la bacteriocina es
disuelto en agua desionizada o en una solucion amortiguadora débil. Las
bacteriocinas pueden ser separadas mediante el uso de varios procedimientos como

cromatografia de exclusion, de intercambio idnico o hidrofébica.

Aun cuando esta técnica ha permitido obtener preparaciones altamente purificadas,
el rendimiento obtenido se encuentra por debajo del 20% y el proceso implica varios
dias. Varios autores (Holo y col., 1991, Nissen-Meyer y col., 1993; Tahara y col.,
1992) han descrito un método de cuatro etapas para purificar varias bacteriocinas
que no contienen lantionina. Esta estrategia implica la precipitacion con sulfato de

amonio a partir del sobrenadante de un medio de cultivo y la subsecuente
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separacion de las bacteriocinas empleando cromatografia de fase reversa e
intercambio i6nico, dando como resultado un incremento en el rendimiento y la

actividad especifica.

2.2.4 PRODUCCION EN REACTORES BIOLOGICOS

Otra area de interés en la aplicacion de las bacteriocinas en la conservacion de los

alimentos es su produccion en reactores bioldgicos.

Aun cuando la producciéon empleando sistemas sintéticos es un proceso caro que
limita su aplicacion en los alimentos, existen posibles alternativas para sistemas

reales como los carnicos.

Una de éstas es la produccion in situ a través de la fermentacion lactica (Guerrero y
Taylor, 1994). En este proceso los estudios se enfocan a aquellos aspectos
fisiolégicos que estén relacionados directamente con la produccion de las
bacteriocinas, asi como los factores que influyen en la actividad y estabilidad

antimicrobiana de la misma.

Como se menciond previamente (Seccion 2.1) existen factores extrinsecos que

pueden influir en el crecimiento y la produccidn de las bacteriocinas por parte de las
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bacterias lacticas. Los principales son: la temperatura, el pH, las atmdsferas
gaseosas Y la fuente de carbono. A continuacion se presenta un resumen de varios
estudios sobre la produccion de bacteriocinas en biorreactores, enfocandose

principalmente en aspectos relacionados al patrén de produccion.

Parente y Ricciardi (1994) estudiaron la influencia del pH sobre el crecimiento y la
produccién de acido lactico y bacteriocinas de la cepa de Lactococcus
lactis subsp. lactis 140 NWC. EI pH 6ptimo de crecimiento se encontro entre 6.0 y

6.5 y la produccion de la bacteriocina mostré una cinética de metabolito primario.

Parente y Ricciardi, (1994) evaluaron la produccion de la bacteriocina de
Enterococcus faecium DPC1146 en una fermentacion en lotes, con un medio
de cultivo formado por (g/L): glucosa (10), triptona (7.5), hidrolizado de caseina (5),
extracto de levadura (2.5), KH,PO, (5), Tween 80 (2), MgSO,7H,O (0.25),
MnSO44H,O (0.05) a pH 5. La bacteriocina se produjo durante el crecimiento
exponencial mostrando una cinética de metabolito primario. Esta producciéon se
detuvo al final de la fase exponencial y la actividad antimicrobiana disminuy6. El pH

optimo de produccién fue de 5.5.

Por su parte, Kaiser y Montville (1993) produjeron la bacteriocina bavaricina MN de

Lactobacillus bavaricus en medio de cultivo APT. EIl cultivo en lotes se mantuvo a
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pH 6.0 y 30°C. Mencionan estos autores que la adicion de 3 g/L de extracto de
carne de res al medio de cultivo causé un incremento en la velocidad de
crecimiento y en la produccion de la bacteriocina aunque establecieron que

la actividad de la bacteriocina se redujo de 3200 UA/mL a 800 UA/mL a las 76 h.

Coventry y col. (1996) reportaron un estudio sobre la bacteriocina brevicina 286
producida por Lactobacillus brevis VB286, aislada de carne empacada al vacio. En
su estudio determinaron que la produccion de la bacteriocina fue 6ptima durante
el crecimiento exponencial a 20°C. Las mayores velocidades de crecimiento

celular se presentaron entre los 30 y 37°C.

Parente y Hill (1992) determinaron que la produccion de la bacteriocina enterocina
1146 de Enterococcus faecium DPC fue influenciada por el pH, la presencia de
extracto de levadura y Tween 80 y, en menor grado, por el pH inicial del medio de

cultivo.

Otro aspecto de los estudios de la produccion de las bacteriocinas es el desarrollo
de modelos matematicos. Lejeune y col. (1998) desarrollaron un modelo para
describir la produccién de amilovorina L471 de Lactobacillus amylovorus DCE 471
en medio de cultivo MRS. EIl objetivo del estudio fue generar un modelo empirico

para evaluar el crecimiento microbiano y la produccion de la bacteriocina. Los

33



parametros se determinaron a partir de fermentaciones con glucosa inicial a
diferentes concentraciones (5, 30, 40 y 60 g/L). Ademas se evalué la temperatura
(30, 37 y 45°C). EI modelo pudo describir el crecimiento y la produccion de la
bacteriocina. La produccién especifica varié considerablemente con la temperatura

de operacion, siendo la mejor a 30°C.

Vignolo y col. (1994) evaluaron la produccion de lactocina 705 de Lactobacillus casei
CRL 705 aislada de embutidos. La maxima actividad se obtuvo en medio MRS a
pH 6.5-7.5. Los autores encontraron que se obtienen mayores concentraciones de
bacteriocina con la adicion de Tween 80 (0.5-2.0%), glucosa (2.0%), triptona (1.0%),
y extracto de levadura (2.0%). La produccion de la bacteriocina no disminuyo en
presencia de NaCl 3% y NaNO, (0.02%). La lactocina 705 es estable al pH y

temperatura de maduracién (pH 5.0-6.0 y 15°C) de embutidos curados y secos.

Balasubramanyam y Varadaraj (1998) estudiaron la produccion de la bacteriocina
de Lactobacillus  delbruecki subsp. bulgaricus CFR en medio de leche.
Encontraron que la produccion de esta bacteriocina se presentdé durante la fase
logaritmica y los inicios de la estacionaria y concluyeron que las condiciones

optimas de produccion fueron un tiempo de incubacion de 48 h a 37°C.
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2.2.5 CONSERVACION DE LA CARNE FRESCA Y PROCESADA

La tendencia actual en la conservacion de los alimentos es reducir el empleo de
agentes quimicos. La atencion se ha centrado en conservadores naturales, como
las bacteriocinas. En la Tabla 6 se muestran algunas de las bacteriocinas mas
comunes producidas por distintos géneros de bacterias lacticas y su espectro de

inhibicion.

35



Tabla 6. Espectro inhibitorio de algunas bacteriocinas producidas por distintos
geéneros de bacterias lacticas.

BACTERIOCINAS

Lactococcus sp.
Lactoestrepticinas
Diplocina
Lactococinas By M
Lactococina A
Nisina

Lacticina 481

Lactobacillus sp.
Lactocina 27

Lactacina B

Sakacina A
Caseicina A
Helveticina J
Lactocina S
Lactacina F
Sakacina P
Helveticina V-1829
Brevicina 286
Plataricina F

Acidofilina 801

Leuconostoc sp.
Leucocina A
Mesenterocina Y105

Leuconocina S

Otras
Pediocina

Carnocina UI49

MICROOR GANISMO

PRODUCTOR

L. lactis sp. lactis y cremoris
L. lactis sp. cremoris 346

L. lactis sp. cremoris 9B4

L. lactis sp. lactis y cremoris
L. lactis sp. lactis

L. lactis sp. CNRZ 481

L. helveticus 1.P27

L. acidophilns N2

Lactobacillus sake 706
L. casei B8O

L. helveticus 481

L. sake 145

L. johnsonii VP111088
L. sake LTH1673

L. helveticus V1829

Lactobacillus brevis
Lactobacillus platarum BFOO1

Lactobacillus acidophilus IBB 801

L. gelidum UAL187

L. mesenteroides
mesenteroides
L. paramesenteroides OX

Pediococcus acidilactici
Carniobacterium piscicola

Spp.

MICROOR GANISMOS INHIBIDOS

Lactococcus sp., Streptecoccus SP')L helveticus

Lactococcus sp.

No determinado
Lactococcus sp.

Bacterias gram positivas

Bacterias lacticas, CI. tyrobutyricum

L. helveticus sp.

Lactobacillus sp.

Lenconosctoc, Enterococcus, L. monocytogenes
L. casei

L. helveticus, L. acidophilus
Lactobacillus, Lenconostoc, Pediococcus
Lactobacillus sp., Enterococcus faecalis

Lactobacillus, L. monocytogenes

L. helveticus, L. bulgaricus
Listeria sp.

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

Serratia marcescens, L. helveticus
102

Bacterias lacticas, L. monocytogenes

L. monocytogenes
L. monocytogenes, S. anreus, Cl. botulinum

Listeria monocytogenes
Lactobacillus sp.
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Una de las bacteriocinas mas usadas en la conservacion de los alimentos es la
nisina. Esta bacteriocina es aceptada por la FDA como sustancia generalmente
reconocida como segura (GRAS por sus siglas en inglés) (Jung y col., 1992;
Hansen, 1994). En la actualidad la nisina se emplea como aditivo alimentario en
mas de cincuenta paises, incluidos los de la Unién Europea (con el numero E-234) y

en Estados Unidos de América (Delves-Broughton, 1996).

La nisina aplicada mediante aspersiéon (Ambicina™, 5,000 UA/mL) ha sido efectiva
para descontaminar la superficie de la carne de res (Cutter y Siragusa, 1994).
Ademas la combinacion de nitrito y de 1,000 a 10,000 IU/g de nisina es efectiva
contra Clostridium botulinum y algunas bacterias patégenas como Listeria
monocytogenes y Staphyloccus aureus en salchichas tipo Frankfurt y en carne cruda

(Caserio y col., 1979; Rayman y col., 1983; Chung y col., 1989).

La literatura reporta una serie de estudios sobre el uso de Pediococcus acidilactici
(Bac+) y pediocina en carne cruda, cocida y productos fermentados (Hugas, 1998).
Las pediocinas AcH y PA/1 son mas seguras para aplicarse en carne y
productos carnicos que la nisina. Sin embargo, Pediococcus acidilactici no es
una cepa de la flora nativa de la carne y presenta algunas dificultades para producir
bacteriocinas a la temperatura de refrigeracion (Hugas, 1998). En estudios

realizados in situ con carne fresca y salchichas fermentadas, la pediocina ha sido
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capaz de reducir o al menos estabilizar la poblacién de Listeria monocytogenes

(Nielsen y col., 1990; Foegeding y col., 1992).

En salchichas tipo Viena inoculadas en la superficie con Listeria monocytogenes y
Pediococcus acidilactici y almacenadas a 4°C y 25°C, se encontré que a la
temperatura de refrigeracién los cultivos bioprotectores no fueron capaces de inhibir
el crecimiento de la bacteria patogena, pero a 25°C en las muestras inoculadas con

Pediococcus acidilactici se inhibio Listeria monocytogenes (Hugas, 1998).

En embutidos fermentados estilo americano la produccidn de la pediocina previno el
crecimiento de Listeria monocytogenes en condiciones de baja acidez. La actividad
de la pediocina no fue afectada por la grasa o las proteinas presentes en los
alimentos, mientras que se observo un efecto sinérgico entre la bacteriocina y el
acido lactico (Foegeding y col., 1992). EI empleo de la cepa de Pediococcus
acidilactici  productora de pediocina ha sido aprobado por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA por sus siglas en inglés) para su uso en
tocino, con el fin de prevenir el crecimiento de Clostridium botulinum y la
produccion de la toxina botulinica. Este proceso es también adaptado para
alimentos refrigerados de baja acidez, como la ensalada de pollo a pH 5.1 (Hutton y

col., 1991).

38



Las bacterias lacticas bacteriocinogénicas psicrotrofas tienen un alto potencial de
uso como cepas bioprotectoras de carne y productos carnicos. Entre otras
bacteriocinas producidas por estas cepas se encuentran la sakacina, la curvacina, la
bavaricina, la leucocina y la carnobacteriocina. Sin embargo, con excepcion de la
enterocina A y la lactocina S, estos compuestos no tienen un espectro
antimicrobiano equivalente a la nisina o la pediocina PA-1/AcH, aunque la mayoria

son activas contra Listeria monocytogenes (Hugas, 1998).

En carne de cerdo troceada se evalud la cepa productora de bacteriocina de
Lactobacillus sake Lb706 para reducir el crecimiento de Listeria monocytogenes. Al
pH normal de la carne (5.5) la cepa de Listeria monocytogenes no crecio pero las
células permanecieron viables. En carne de cerdo con pH alto (carne de corte
oscuro o DFD por sus siglas en inglés) las cepas bacteriocinogénicas redujeron la
cuenta microbiana y detuvieron el crecimiento de Listeria monocytogenes mas
eficientemente  que la variante de las cepas no productoras de bacteriocinas

(Schillinger y Lucke, 1989; Schillinger y col., 1991).

Hugas y col. (1995) reportaron que Lactobacillus sake CTC494 redujo la poblacion
de Listeria inocua en 1.25 ciclos logaritmicos en embutidos fermentados, asi como

en jamon cocido refrigerado (inoculado a un nivel de 10 ufc/g). En carne de pollo
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reportan una reduccion de 1.2 a 1.5 ciclos logaritmicos durante el almacenamiento

por 7 diasa 7°C.

2.3 ASPECTOS NORMATIVOS EN EL USO DE LAS BACTERIOCINAS

Y LAS BACTERIOCINAS EN LOS ALIMENTOS

En Meéxico el empleo de las bacterias lacticas y las bacteriocinas como
bioconservadores de los alimentos no es objeto de ninguna
reglamentacion por parte de las Normas Oficiales. A la fecha los organismos
internacionales que hacen referencia al uso de bacterias lacticas en los
alimentos son la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos
(FDA por sus siglas en inglés) y la Union Europea. La FDA permite el empleo de
bacterias lacticas como cultivos iniciadores en los alimentos, asi como su uso
como cepas bioprotectoras. La Union Europea no reglamenta el empleo de cultivos
de bacterias lacticas en los alimentos. La reglamentacion esta controlada en forma
interna por cada miembro de la comunidad europea, por ejemplo Dinamarca es
uno de los pocos paises que tienen una legislacion para la adicion de
microorganismos en los alimentos, que autoriza el empleo de los cultivos lacticos
productores de bacteriocinas (Ministerio de Agricultura y Pesqueria de Dinamarca,

1997).
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Con respecto a las bacteriocinas, la FDA de los Estados Unidos permite el empleo
de la nisina y la pediocina como conservadores de los alimentos. De acuerdo con la
legislacién de la Union Europea, éstas pueden ser adicionadas a los alimentos en la
categoria de conservadores (Parlamento Europeo 1995); la unica bacteriocina
que ha sido aprobada para emplearse como conservador en los alimentos es la
nisina y su uso incluye a alimentos como Ila sémola, la tapioca, Ilos
pudines, los quesos madurados y la crema espesa entre otros (Parlamento
Europeo 1995). Se ha establecido la ingesta diaria aceptada (ADI por sus siglas
en inglés) de 0.13 mg/kg para la nisina pura con una actividad de 40 x 10°

unidades/g (Comité Cientifico para Alimentos, 1990).
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3. JUSTIFICACION

En afos recientes la biotecnologia alimentaria ha adquirido una gran importancia
debido a que ofrece una amplia variedad de alternativas para el desarrollo de
nuevos productos alimenticios, asi como la generacion de nuevas tecnologias de
conservaciéon que permiten incrementar la vida util y conservar las caracteristicas

sensoriales y nutricionales.

Una de las areas de estudio con amplias perspectivas de desarrollo es la de los
conservadores naturales. El empleo de estos compuestos puede satisfacer la
demanda de la poblacién de productos mas sanos y de mayor calidad. Por otra
parte, en un futuro cercano se espera un aumento considerable en el consumo de
alimentos organicos (donde no se emplean conservadores, insecticidas o
fertilizantes quimicos) y por tanto la necesidad de realizar su conservacion en forma

natural.

Uno de los conservadores naturales de importancia lo forman las bacteriocinas.
Estas son péptidos producidos por microorganismos como las bacterias lacticas,
que tienen actividad antimicrobiana contra cepas relacionadas taxénomicamente
con el microorganismos productor (Klaenhammer, 1988). Aunque el espectro

inhibitorio de las bacteriocinas esta restringido a bacterias Gram positivas algunas
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producidas por las bacterias lacticas son activas contra microorganismos patdégenos
de los alimentos como Bacillus cereus, Clostridium botulinum,  Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (De Vuyst y
Vandamme, 1994). Entre sus propiedades bioquimicas se encuentra la estabilidad
térmica (bacteriocinas de la Clase lla) lo que permitiria aplicarlas en combinacién
con tratamientos térmicos, tienen accién bactericida irreversible, presentan

estabilidad en algunos alimentos y son biodegradables.
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4. ANTECEDENTES

Como antecedentes a este trabajo se tienen los estudios realizados por el Dr. Victor
Kuri Hernandez en la Queen’s University of Belfast (Irlanda), institucion con la que
el area ha tenido una colaboracion amplia, que dieron como resultado el
aislamiento e identificacion de bacterias lacticas de productos carnicos mexicanos
con capacidad de producir bacteriocinas (Kuri, 1998). Por su parte en el Area de
Bioquimica de Macromoléculas (UAM Iztapalapa) se ha trabajado sobre la
conservacion de carnes rojas con bacterias lacticas (Guerrero y Taylor, 1994;
Guerrero y col., 1995; Minor y col., 2002; Minor y col., 2004). De esta forma ambas

lineas de investigacion dieron origen al presente estudio.

En esta tesis, de cuatro cepas productoras de bacteriocinas (Tabla 7) se
seleccionaron dos: Lactobacillus buchneri'y Lactobacillus paracasei. Los criterios de
seleccidon se determinaron a partir de una perspectiva de su empleo posterior en la
conservacion de alimentos. Por ejemplo, los microorganismos de estudio son
bacterias lacticas, se aislaron de productos carnicos y producen bacteriocinas

capaces de inhibir bacterias patogenas.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
> Estudiar el espectro de inhibicidn microbiana y las caracteristicas bioquimicas
de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei

para su posible aplicacion como bioconservadores de carnes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
> Evaluar el espectro de inhibicion microbiana de las bacteriocinas producidas
por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei sobre algunas cepas de

coleccion de bacterias lacticas, patégenas y deterioradoreas de los alimentos.

> Determinar las caracteristicas bioquimicas de las bacteriocinas producidas

por las cepas mencionadas.

> Determinar el efecto de algunos parametros extrinsecos en la produccion de

las bacteriocinas de Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.

> Llevar a cabo un estudio preliminar de la produccion de las bacteriocinas de

las cepas mencionadas en un biorreactor de 2 L.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS

A partir de cuatro cultivos puros de bacterias productoras de bacteriocinas aisladas
de chorizo y carne de cerdo en el Laboratorio Nacional de Salud Publica (México) y
el Centro de Investigacién de Agricultura y Alimentos (Queen’s University of
Belfast, Irlanda) por el Dr. Victor Kuri Hernandez (Tabla 7), se seleccionaron a
Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei como cepas de estudio. Estas se
eligieron por los siguientes criterios: haber sido aisladas de carne, ser bacterias
lacticas y tener el mayor espectro de inhibicién microbiano (Kuri, 1998). Ademas el
Dr. Kuri, demostré la naturaleza proteica de las bacteriocinas mediante el empleo de

enzimas (proteasas).
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Tabla 7. Bacterias productoras de bacteriocinas.*

CEPA DE ORIGEN CARACTERISTICAS
COLECCION
Enterococcus sp. (76) |Queen’s University of Belfast,| Gram positiva, productora
Irlanda de bacteriocina
Enterococcus sp. (29) Gram positiva, productora
Queen’s University of Belfast, | de bacteriocina
Lactobacillus sp. (133) |Irlanda Gram positiva, productora

de bacteriocina
Lactobacillus sp. (22) |Queen's University of Belfast,| Gram positiva, productora
Irlanda de bacteriocina

Queen’s University of  Belfast,
Irlanda

*Donadas por el Dr. Victor Kuri Hernandez

Las cepas bacterianas se crecieron en caldo de cultivo MRS (deMan, Rogosa y
Sharpe, Difco, Detroit, EUA) a pH 7.0, durante 24 h a 37°C. Posteriormente las
muestras se almacenaron con glicerol (50% muestra - 50% de glicerol) en viales de

1 mL a — 80°C hasta su uso.

6.2 IDENTIFICACION

En estudios previos se establecido que las dos cepas microbianas de estudio eran
bacterias lacticas (Kuri, 1998). Para confirmar esta informacién y tener la

certeza del género y la especie se enviaron a identificar por secuencia ribosomal

47



16S (PCR) en los laboratorios Midilabs (Newark, Delaware, EUA). Se determind que

las cepas eran Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.

6.3 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD A LAS BACTERIOCINAS

Debido a la cantidad de bacterias sobre las que se evalué la actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas, se emple6 una prueba turbidimétrica
(Benkerroum y col.,, 1993) para preseleccionar las posibles bacterias
sensibles. Posteriormente se confirmd la sensibilidad con la técnica de difusion

en agar .

La lista de bacterias, sus caracteristicas y origen se muestra en la Tabla 8. Estas se
obtuvieron de la coleccién microbiana del Area de Bioquimica de Macromoléculas
(UAM lIztapalapa), asi como del cepario del Grupo de Investigacion en Microbiologia
Aplicada de la Universidad de Murcia (Espafa) y del Centro de Investigacion en

Agricultura y Alimentos de Queen’s University of Belfast (Irlanda).

El esquema de las actividades realizadas para evaluar el espectro de inhibicidn

sobre bacterias lacticas de coleccion se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema para la evaluacién de la sensibilidad de cepas lacticas de
coleccion a las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus
paracasei.



6.3.1 TECNICA TURBIDIMETRICA

Se utilizé una técnica turbidimétrica para preseleccionar las cepas de bacterias

lacticas sensibles a las bacteriocinas de la siguiente forma:

La obtencion de las bacteriocinas se realiz6 como se indica en la Seccion 6.4. Las
posibles bacterias lacticas sensibles (Seccién 6.3) se crecieron sembrando dos

asadas de los cultivos madre en tubos con 10 mL de caldo MRS a pH 7.0.

Las muestras se incubaron a 37°C durante 24 h. Al final de la incubacion el medio
se centrifug6 a 5,000 rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga Beckman J2-M|
(Beckman Inc., Palo Alto, California, EUA) con un rotor No. 14. Posteriormente el
sobrenadante se decantd y el precipitado se resuspendido en 5 mL de caldo MRS
estéril. Esta suspension fue inoculada con 5 mL de la soluciéon con bacteriocinas
(Seccidon 6.4) y se incubaron durante 24 h. Se midié biomasa por lecturas de
densidad Optica, tomando a intervalos constantes de tiempo muestras que se
diluyeron en medio de cultivo estéril, para obtener valores de absorbancia
menores a 0.3 (Dalgaard y col. 1994). Las lecturas se realizaron en un

espectrofotometro Beckman DU modelo 650 (Palo Alto, California, EUA) a 640 nm.

El control negativo consistio de una solucion de bacteriocinas sometida a

calentamiento a 120°C durante 2 min para eliminar la actividad antimicrobiana.
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Se seleccionaron 15 cepas microbianas de las 40 cepas iniciales sobre las que se

evaluo la sensibilidad a las bacteriocinas (Seccion 7.2.1).

6.3.2 TECNICA DE DIFUSION EN AGAR: EFECTO DEL MEDIO DE
CULTIVO, CONCENTRACIONES DE AGAR Y SURFACTANTE EN EL
HALO DE INHIBICION

En esta técnica la evaluacion de la actividad antimicrobiana se fundamenta en la
difusién de la bacteriocina en un medio de cultivo sdélido que contiene la cepa
sensible (Tramer y Fowler, 1964). La difusion en agar ha sido empleada para
evaluar la actividad de la mayoria de las bacteriocinas, incluidas algunas aisladas de
la carne (Schillinguer y Lucke, 1989). Se utiliza una bicapa de medio de cultivo
sélido, donde la parte inferior tiene una concentracion de agar bacteriologico
mayor que la capa superior. Con esto se evitan las pérdidas en la
concentracion de la bacteriocina por adherencia a la superficie de la caja de
Petri y se favorece la difusion de la misma en la capa delgada (Wolf y Gibbson,

1996).

Se realizd un estudio del efecto de los medios APT y MRS, de la concentracion de
agar bacterioldgico (0.75, 1.0 y 1.75%) y de la concentracion de surfactante (0, 0.5,
1.0y 1.5%) sobre el diametro del halo de inhibicion. Se utilizé Lactococcus lactis
ATCC 11454 productora de nisina y como cepa sensible a Lactobacillus plantarum

NRRL B-813. El motivo para emplear nisina como referencia es debido a su
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conocida alta actividad antimicrobiana que produce halos de inhibicién definidos
y de mayor tamafo en comparacion con la mayoria de las bacteriocinas (De Vuyst
y Vandamme, 1994). Se realizé el diseno factorial y la correspondiente ANOVA,
ademas de una comparacion multiple de medias por Duncan con el paquete

estadistico SAS (SAS Institute, 1999).

Se utilizaron las mejores condiciones para el crecimiento de las cepas microbianas
sobre las que se evalud el efecto inhibitorio de las bacteriocinas. Se consideraron

los siguientes factores:

1.- Medio de cultivo (MRS o APT para las bacterias lacticas y medio TSB para las
cepas patdgenas).

2.- Condiciones de incubacion de las cepas microbianas: temperatura (30°C y 35°C)
y tiempo de incubacidén (12 y 24 h).

3.- Diluciones (10%, 10° y 10™).

4.- Condiciones de incubacion de las placas para la prueba de actividad de
bacteriocina: temperatura y tiempo de preincubacién (4°Cy 12 y 20 h) temperatura y
tiempo de incubacion (30°C y 37°C durante 12 h)

5.- Volumen de bacteriocina (50, 100 y 150 uL).

Para ejemplificar este proceso a continuacion se indica la metodologia empleada

con la cepa sensible Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139. La bacteria se crecio en
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caldo MRS a pH 7.0 durante 24 h a 30°C. Finalizado este tiempo se hicieron
diluciones 10" hasta 10™ en agua peptonada tamponada a pH 6.0 (Scharlau
Microbiology, Murcia, Espafia). De la mayor dilucion se tomaron 200 uL (2x10°
ufc) y se vaciaron en 20 mL de medio de cultivo MRS (0.8% de agar bacterioldgico
y 1.5% de Tween 80, pH 6.0) a una temperatura aproximada de 40°C. Se preparé
una capa de medio MRS a pH 6.0 con agar bacteriolégico al 1.5%. Esta se vacio en

las cajas de petri, dejandose solidificar a temperatura ambiente.

Posteriormente se adicioné una segunda capa de medio MRS con la cepa sensible
previamente preparada. Se hicieron pozos en las cajas de Petri y se les adicionaron
50 pL de la muestra con bacteriocina. Las placas se dejaron en refrigeracion (4°C)

durante 20 h. Posteriormente se incubaron a 30°C durante un periodo de 24 h.

Las unidades arbitrarias de actividad se calcularon de la siguiente forma:
UA/mL = (1/d) (1/m) (f)

donde:

UA = unidades de actividad

d = dilucion donde se detecta un halo de inhibicion de 1 mm

f = factor de conversion (1000 uL/ 1 mL)

m = volumen de muestra (mL)
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6.3.3 SENSIBILIDAD DE Listeria monocytogenes

La determinacion del efecto de inhibicion de las bacteriocinas sobre la cepa
patogena de Listeria monocytogenes se realizO mediante difusibn en agar
empleando las bacteriocinas concentradas (maxima actividad obtenida) por

precipitacion con sulfato de amonio.

El efecto sobre otras cepas patdégenas como Staphylococcus aureus, se evaluo de la

forma antes mencionada.

Las cepas microbianas de coleccion de Listeria monocytogenes (LM82, Scott A,
NCTC 11994, LMB 92000/48, LMB 911204/47) se crecieron tomando dos asadas
de un cultivo madre, que se introdujeron en tubos con 10 mL de medio de cultivo
TSB (Tryptic Soy Broth, Difco, Detroit, EUA) a pH 7.0. Se incubaron durante 24 h a
35°C. Posteriormente las bacterias se sembraron por estria cruzada en medio
selectivo Palcam (Agar Selectivo para Listeria sp., Merck) adicionado de un
suplemento de inhibidores, mezcla de dos antibioticos y un colorante (Poliximixina
B-sulfato 5.0 mg; Celfacidina 10.0 mg; Acriflavina 2.5 mg, Merck). Las placas se
incubaron a 35°C durante 24 h. Las colonias representativas (colonias verdosas con
viraje negruzco) se resembraron en medio TSB a pH 7.0 incubandose bajo las
condiciones antes referidas. Las bacterias se almacenaron a —-80°C en glicerol

(50 % muestra — 50% de glicero) hasta su uso.
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De las distintas bacterias de coleccion de Listeria monocytogenes se sabia que
algunas cepas eran resistentes a la estreptomicina (Marin-Iniesta, comunicacion
personal). Para confirmar esta informacién y considerando la posibilidad que
fueran inhibidas por las bacteriocinas de Lactobacillus buchneri y Lactobacillus
paracasei se decidid trabajar sobre su resistencia al antibidtico. Una bacteria
resistente a la estreptomicina y sensible a las bacteriocinas, permitiria evaluar la
actividad de estos péptidos en carne. Con la estreptomicina se elimina
la flora microbiana nativa de la carne (que especificamente con este alimento en
fresco, no puede ser eliminada por métodos comunes, como la esterilizacion, debido
a que se provocan cambios considerables en sus caracteristicas intrinsecas)

dejando crecer al microorganismo control (Listeria monocytogenes).

Se utilizaron dos métodos para evaluar la sensibilidad de las cinco cepas de
coleccion de Listeria monocytogenes a la estreptomicina. Uno fue por crecimiento
en placa y otro por turbidimetria. De cultivos madre de las diferentes cepas de
Listeria monocytogenes (LM82, Scott A, NCTC 111994, LMB 92000/48 y LMB
911204/47) se tomaron dos asadas, que se introdujeron en tubos con 10 mL de
medio TSB a pH 7.0. Las muestras se incubaron durante 24 h a 35°C.
Posteriormente se diluyeron 10™, 10? y 10 a partir de la Gltima dilucion se tomé 1
mL (1x10* ufc) que se vacié en 50 mL de medio TSA (Tryptic Soy Agar, Difco,
Detroit, EUA) a una temperatura de 40°C. La estreptomicina se diluyo 1:2 en

agua destilada estéril y se vacid en el medio TSA la cantidad necesaria para
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alcanzar una concentracion final de 0.2, 0.4, 0.6 y 1.0 g/L. Las placas se dejaron en
incubacion a 35°C durante 24 hr. La presencia de colonias se consideré como una
prueba de resistencia al antibidtico. La ausencia de colonias se tomé como una

prueba de sensibilidad a la estreptomicina.

Para la prueba por turbidimetria se prepararon tubos con 9 mL de medio TSB a pH
7.0. De las muestras de bacterias de Listeria monocytogenes previamente crecidas
y diluidas se tom6é 1 mL que se vacio en cada tubo. En el medio se adiciono
previamente estreptomicina diluida hasta alcanzar una concentracién de 0.2, 0.4,
0.6 y 1.0 g/L. Las muestras se dejaron en incubacion a 35°C durante 24 h. La
presencia nitida de turbidez se consider6 una prueba de resistencia al
antibidtico, mientras que la ausencia de turbidez como una prueba positiva de

sensibilidad a la estreptomicina.

6.4 OBTENCION DE LAS BACTERIOCINAS

Se preparé el inéculo de las bacterias lacticas productoras de bacteriocina
sembrando dos asadas de los cultivos madre en tubos de vidrio con un volumen
de 10 mL de caldo MRS a pH 7.0. Se dejaron en incubacién durante 24 h a 37°C.
Para minimizar la formacién del peroxido de hidrogeno y evitar su efecto sobre la
inhibicion microbiana se prepararon frascos serologicos con 18 mL de caldo de
cultivo MRS a pH 7.0 sellados herméticamente, a los cuales se les elimind el

oxigeno sustituyéndolo por una atmosfera de No-CO, (50-50%) (Brink y col., 1994).
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El medio se burbuje6é con esta mezcla de gases durante 3 min para eliminar el
oxigeno residual. Se adicion6 un volumen de 2 mL del in6culo previamente
preparado. La incubacion se realiz6 a 37°C durante 24 h bajo una atmosfera de No-
CO,. Al final del periodo de incubacion, para eliminar las células, el medio se
centrifugd a 10,000 rpm a 4°C durante 10 min con la centrifuga previamente

mencionada.

Posteriormente se desechd el precipitado formado por células y se ajusto el pH del
sobrenadante a 6.0 con una solucion de NaOH 0.1 N. EIl sobrenadante con
bacteriocinas se esterilizd por filtracion en membrana (Hugas y col. 1995) con un

filtro de acetato de celulosa con tamario de poro de 0.2 um.

6.5 CONCENTRACION DE LAS BACTERIOCINAS

6.5.1 PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

Para determinar algunas de las propiedades bioquimicas de las bacteriocinas
producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei fue necesario
realizar una etapa de purificacion parcial y concentracion. Esta se realizé mediante

precipitacion con sulfato de amonio.

Como se menciond en la Seccidn 2.2.3 varias son las técnicas para la purificacion

de las bacteriocinas.
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Entre las ventajas de utilizar sulfato de amonio en la precipitacion de bacteriocinas,
se encuentran su alta solubilidad, es un compuesto no téxico para la mayoria de las
enzimas y proteinas, ademas su costo es bajo y en algunos casos puede presentar
un efecto estabilizador al evitar la desnaturalizacion de las proteinas (Dixon y Web,

1979).

Con las bacteriocinas concentradas se evaluaron propiedades como el pHy la
temperatura optima de actividad, asi como la estabilidad a diferentes condiciones de

almacenamiento.

Se realizé una etapa preliminar evaluando diferentes concentraciones de sulfato de
amonio en volumenes de 100 mL de medio de cultivo con bacteriocinas. A

partir de los resultados se trabajo con 1 L de medio de cultivo.

Las dos cepas productoras de bacteriocinas fueron crecidas tomando una muestra
de un cultivo madre que se sembré en tubos con rosca con 10 mL de caldo MRS.
Posteriormente se incubo el medio durante 24 ha 37°C. En botellas serologicas se
adicionaron 18 mL de caldo de cultivo MRS con 1% de Tween 80. La atmoésfera de
aire se cambié por una mezcla de N,-CO; con una relacion de 50-50% (Brink y col.

1994). Del in6culo previamente crecido se inyectaron en las botellas 2 mL.
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Posteriormente las muestras se incubaron durante 24 h a 37°C bajo una atmdsfera

de N,-CO..

Las células se eliminaron por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C en
una centrifuga Beckman J2-MI con un rotor No. 14. El sobrenadante se recolecto y
se adiciono sulfato de amonio a diferentes concentraciones de saturacion (20, 40,
60 y 80%) en volumenes de 100 mL. La solucion con bacteriocinas se sometio a
agitacion constante en bafo de hielo, agregando el sulfato de amonio lentamente
para evitar la formacidn de zonas de saturacidon (Scopes, 1994). Las muestras se
dejaron en reposo durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron a 11,000 rpm
durante 30 min a 4°C (Hugas y col. 1995). El precipitado y el sobrenadante fueron
recolectados y dializados (para eliminar el exceso de sales de amonio) frente a

una solucién amortiguadora de fosfato de sodio 3 mM a pH 6.0 durante 12 h.

6.5.2 DIALISIS

Las bolsas de dialisis se pusieron en agitacion en agua destilada durante un
tiempo de 3-4 h. Posteriormente se calentaron en solucién de sulfito de sodio (3%
w/v) a 80°C durante 1 minuto. Se acidificaron en solucion de acido sulfurico al
0.2% y se lavaron en agua caliente. En estas bolsas se introdujeron las muestras a

dializar, como se refirié previamente.
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6.5.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Se determind proteina total en el precipitado y el sobrenadante por el método de
Lowry (1951). La técnica se reporta en el Anexo |I. También se cuantificd la

actividad de la bacteriocina como se indica en la Seccién 6.3.2.

6.6 CARACTERIZACION BIOQUIMICA
6.6.1 ESTABILIDAD A DIFERENTES TEMPERATURAS DE

ALMACENAMIENTO

La estabilidad de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas se evalud durante
el almacenamiento a 4°C y — 20°C por 30 y 90 dias respectivamente. A muestras
de bacteriocina concentrada por precipitacion con sulfato de amonio (Seccién 7.3)
se les determind a intervalos constantes de tiempo la actividad de bacteriocina con
la técnica de difusion en agar (Seccion 6.3.2) empleando como cepa sensible a

Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139 (cepa con mayor sensibilidad, Seccion 7.2.3).

6.6.2 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD

Se evalué el pH 6ptimo empleando muestras de bacteriocina concentrada y
dializada (Seccion 7.3) en soluciones amortiguadoras de fosfato de sodio 5 mM a
diferente pH (3, 4, 5, 6, 8 y 10). La actividad de bacteriocina se determind por

difusion en agar (Seccion 6.3.2) con Lactobacillus hilgardi NRRL B-1139 como cepa
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sensible. Se utiliz6 un control que consistio de solucibn amortiguadora a los

diferentes valores de pH, sin la bacteriocina.

6.6.3 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA TERMICA

El efecto del calor sobre la actividad de bacteriocina se evalué empleando muestras
de bacteriocinas concentradas y dializadas (Seccién 7.3). Cada muestra se sometio
a calentamiento (40, 60, 80 y 100 °C) durante 20 minutos (Hugas y col. 1995). La
actividad residual de la bacteriocina se determind por la técnica de difusién en agar
(Seccion 6.3.2), empleando igualmente como cepa sensible a Lactobacillus hilgardi

NRRL B-1139.

6.6.4 DETERMINACION DEL pH DE ADSORCION

En la Seccidon 2.2.3 se menciond que las bacteriocinas pueden ser adsorbidas por
sus células productoras. Para evaluar esta propiedad las bacterias lacticas fueron
crecidas en medio APT (Seccion 6.4). Posteriormente el medio se sometio a
centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. Las células productoras de
bacteriocina en el precipitado fueron resuspendidas diluyéndose 1:5 en una solucion
5 mM de fosfato de sodio a pH 6, ajustado con acido fosforico al 5% (la solucion se

agito lentamente durante 1 h a 4°C). Las muestras fueron lavadas nuevamente en
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agua destilada (1:5) y centrifugadas a 10,000 rpm a 4°C. Las células se

resuspendieron hasta 20 veces el volumen original.

Las células productoras (0.1 mL con 10° células) y la preparacién de bacteriocina
(0.1 mL, obtenida como se indica en la Seccion 6.4) fueron adicionados en un
volumen de 1.8 mL de una solucién amortiguadora de fosfato de sodio 5 mM
ajustada a diferentes valores de pH (2, 4, 6 y 8) con acido fosférico al 5% y una
soluciéon de NaOH 0.1 N. La mezcla fue incubada durante 30 min a 4°C y
centrifugada a 15,000 rpm a 4°C durante 5 min. Posteriormente se midio la actividad

de la bacteriocina (Seccion 6.3.2) en el sobrenadante.

Se emplearon dos controles: el primero consistié de 0.1 mL de agua estéril con 0.1
mL de la suspension de las células productoras. El segundo control consisti6 de

0.1 mL de agua estéril con 0.1 mL de la solucion de bacteriocina.
El porcentaje de bacteriocinas adsorbida se determiné de la siguiente forma:

PBA = 100x(1 - UA/mL sobrenadante libre de células — UA/mL en el control II)

(UA/mL en el control 1)

donde:

PBA = porcentaje de bacteriocina adsorbida
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6.6.5 EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
BACTERIOCINA 'Y DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA (MIC) EN Listeria monocytogenes

La concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés) fue evaluada
de acuerdo con la metodologia descrita por Nielsen y col. (1990). Este valor se
determiné considerando la posibilidad de aplicar las bacteriocinas en sistemas

carnicos reales donde sea necesario inhibir el crecimiento de esta cepa patdgena.

Se emplearon cepas de Listeria monocytogenes NCTC 11994 (para la bacteriocina
de Lactobacillus buchneri, Seccion 7.2.4) y Listeria monocytogenes LMB 92000/48
(para la bacteriocina de Lactobacillus paracasei, Seccion 7.2.4), las cuales

presentaron mayor sensibilidad a las bacteriocinas de estudio.

Estas cepas patogenas se crecieron en medio TSB a pH 7.0 a 35°C durante 24 h.
Finalizado este tiempo se hicieron diluciones 10" hasta 10° en medio de cultivo
estéril. Las bacteriocinas concentradas (Seccion 7.3) fueron diluidas en una
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 5 mM a pH 6.0 a diferentes unidades de

actividad.

Se tomaron muestras de 2 mL de bacteriocina producida por Lactobacillus buchneriy

Lactobacillus paracasei con diferentes unidades de actividad 50, 100 y 400 UA/mL y
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de 50, 100, 200 y 300 UA/mL respectivamente. Estas muestras se colocaron en
tubos de ensayo que contenian suspensiones de Listeria monocytogenes (1
mL con 1x10* ufc). El crecimiento de Listeria monocytogenes se evalud
mediante la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (ufc) del cultivo. La
MIC se determiné como la concentracibn mas baja de bacteriocina en la cual no se

observo crecimiento.

Paralelamente se evalud el efecto de diferentes concentraciones de la bacteriocina
producida por Lactobacillus buchneri (50 y 400 UA/mL) y de la bacteriocina
producida por Lactobacillus paracasei (50 y 200 UA/mL) sobre Listeria
monocytogenes. Se empled un volumen de 5 mL de las cepas sensibles de Listeria
monocytogenes NCTC 11994 'y Listeria monocytogenes LMB 92000/48
respectivamente (diluidas hasta una concentracién de 10° ufc/mL, Seccion 7.2.4). A

intervalos constantes de tiempo se midieron ufc/mL.

6.7 EFECTO DE PARAMETROS EXTRINSECOS EN LA ACTIVIDAD
DE LAS BACTERIOCINAS

Parte importante en la aplicacion de las bacterias lacticas en la conservacién de
alimentos (a través de produccion in situ o con el empleo de compuestos
antimicrobianos purificados) es el estudio de la produccion de metabolitos
antimicrobianos como los acidos organicos y las  bacteriocinas. @ Como se

menciond  en la Seccion 2.2 los estudios sobre la produccién de las
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bacteriocinas estan enfocados principalmente al desarrollo de medios de cultivo
economicos que faciliten su posterior comercializacion. Sin embargo la produccion
in situ de bacteriocinas puede ser una alternativa viable para su empleo en la
conservacion de alimentos como la carne y sus productos procesados (Nielsen y
col., 1990; Foegeding y col., 1992). Por tanto es necesario evaluar aquellos
aspectos que influyen en la fisiologia microbiana para la produccién de las
bacteriocinas, con el fin de mejorar su eficiencia de produccion a un nivel

comercializable.

Se realiz6 un estudio a nivel de matraz evaluando diferentes parametros extrinsecos
(medio de cultivo, temperatura, pH, atmosferas gaseosas y surfactante) en la
produccion de las bacteriocinas. Finalmente en un biorreactor se determin6é su

patron de produccién.

6.7.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS LACTICAS

Se evaluo el efecto de los caldos de cultivo para bacterias lacticas MRS y APT a
pH 7.0 sobre la produccién de las bacteriocinas, la cual se llevd a cabo como
se indica en la Seccion 6.4. El oxigeno se elimind con una corriente de N»-CO,

(50-50%) y la incubacion se realizé durante 20 h a 37°C.
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Se midié la actividad de las bacteriocina producidas por ambas bacterias lacticas en
estudio, empleando la cepa sensible de Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139 con
la técnica de difusion en agar (Seccion 6.3.2) y se midio la biomasa por lecturas de
densidad 6ptica a 640 nm. Se tomaron muestras a intervalos constantes de tiempo
que se diluyeron en medio de cultivo estéril para obtener lecturas de absorbancia
menores a 0.3 (Dalgaard y col.,, 1994). Las lecturas se realizaron en un

espectrofotometro Beckman DU 650.

Las lecturas de densidad éptica se relacionaron con el peso seco empleando una

curva de correlacién previamente determinada (Anexo Il).

6.7.2 TEMPERATURA

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la produccion de bacteriocinas se
utiliz6 medio de cultivo APT a pH 7.0 (como se explica en la Seccion 7.5.1 no se
encontro una diferencia significativa entre el medio MRS y APT, pero este
ultimo es mas economico). La produccion se realizé como se mencioné en la
Seccion 6.4. El oxigeno se elimind por una corriente de N,-CO, (50-50%) y la
incubacion se realiz6 a diferentes temperaturas (4, 20, 25, 30, 35 y 40°C) durante 20

h.
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La actividad de bacteriocina y la biomasa se midieron como se indica en las

Secciones 6.3.2y 6.7.1.

6.7.3 ATMOSFERAS GASEOSAS

Se evaluaron diferentes atmodsferas gaseosas: N, (Nitrdogeno Comprimido Grado 5.0
Ultra alta pureza, Lote 2002010095, Praxair, México), mezcla de N,-CO, (Mezcla
de gas comprimido, Grado Certificado, n.o.s. ONU 1956, Praxair, México) y CO,
(Gas comprimido, Alta pureza Grado 3.0, Praxair, México) sobre la produccién de

bacteriocinas de las cepas de estudio.

Se prepararon los inoculos de Lactobacillis buchneriy Lactobacillus paracasei como

se explica a continuacion.

Se sembraron las bacterias en estudio en 10 mL de caldo APT a pH 7.0. Se
incubaron durante 20 h a 37°C. Para minimizar la formacién de peréxido de
hidrogeno y evitar su efecto sobre la inhibicion microbiana de la cepa sensible,
se prepararon frascos serolégicos (capacidad de 50 mL) con 18 mL de caldo APT
a pH 7.0 sellados herméticamente a los cuales se les elimino el aire sustituyéndolo
(mediante inyeccion) por la atmodsfera de gases de N, mezcla de N,-CO; (50-50%)
0 CO; con un flujo de 15 mL/min (20 psia). Previamente el medio de cultivo también

se burbuje6é con el gas correspondiente durante 5 min para eliminar el oxigeno
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residual. Se agregaron 2 mL del inéculo previamente preparado. La incubacion se
realiz6 durante 20 h a 30°C 6 35°C para Lactobacillus buchneri y Lactobacillus

paracasei respectivamente.

La actividad de bacteriocina y la biomasa se midieron como se indica en las

Secciones 6.3.2y 6.7.1.

6.7.4 CONCENTRACION DE SURFACTANTE

La produccién se realizé como se menciono en la Seccién 6.4 con medio de cultivo
APT y una atmédsfera de N, (como se vera en la Seccion 7.5.4, con esta atmosfera
se obtuvo la mayor actividad para ambas bacteriocinas). Se evaluaron diferentes
concentraciones de Tween 80 (0.5, 1.0y 1.5%) sobre la produccion de
bacteriocinas de las cepas de estudio. Las muestras se incubaron durante
20 h a 30°C y 35°C para las cepas de Lactobacillus buchneriy Lactobacillus

paracasei respectivamente.

La actividad de bacteriocina y la biomasa se midieron como se menciona en las

Secciones 6.3.2y 6.7.1.
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6.8 PRUEBAS PRELIMINARES DE PRODUCCION DE
BACTERIOCINAS EN UN BIORREACTOR

6.8.1 EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD DE LAS BACTERIOCINAS
PRODUCIDAS EN UN BIORREACTOR

Este estudio se llevd a cabo con el fin de escalar las condiciones 6ptimas de las
pruebas preliminares de produccion de bacteriocinas. Se evaluo el efecto de

diferentes valores de pH.

Se realizé en un biorreactor FA-5000 de 2 L (Sistemas y Equipos de Vidrio, Puebla,
México) que consta de un control digital de pH y electrodo, un control digital de
temperatura 0-70°C + 0.1, un sistema mecanico de agitacion con propela tipo turbina
de 6 paletas y 3 bafles, con un intervalo de agitacion de 30-500 rpm y una jarra

fabricada en vidrio Pyrex con capacidad de 2 L.

Se preparo el indculo de Lactobacillus buchneri 'y Lactobacillus paracasei tomando
una muestra de un cultivo madre que se propagdé en 100 mL de caldo APT a pH
7.0, con una atmosfera de N, y Tween 80 en una concentracion de 1%, La
incubacion se realizé durante 18 h (con el fin de que el cultivo estuviera en la fase

exponencial de crecimiento) a 30°C y 35°C respectivamente.
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El medio de cultivo en la jarra de 2 L se inoculd con la cepa productora de
bacteriocina, en un volumen de trabajo de 900 mL de caldo APT, con 1% de Tween
80. Posteriormente se elimind el oxigeno residual del medio de cultivo por burbujeo

de N, durante 5 min. El indculo represento el 10% del volumen de trabajo (v/v)

Para realizar la produccion en el biorreactor se sustituyé la atmosfera de aire por N,
a un flujo de 15 ml/min (20 psia). EIl nitrégeno suministrado se filtré a través de una
unidad de filtracion Millex-FGs, (Millipore, Francia) con una membrana PTFE con un
tamafo de poro de 0.2 um. Se empled una agitacién de 150 rpm. Se agrego al
medio Tween 80 al 1%. La temperatura de fermentaciéon fue de 30°C y 35°C para
Lactobacillus buchneri 'y  Lactobacillus  paracasei, respectivamente. El
experimento se realizé con control de pH a diferentes valores (4.5, 5.0 y 5.5) el cual

se regulé con NaOH 1 N.

La actividad de la bacteriocina producida se midié con la técnica de difusion en agar
(Seccidn 6.3.2). La biomasa se mididé cada 4 h por lecturas turbidimétricas a una
longitud de onda de 640 nm, haciendo diluciones para obtener lecturas menores a
0.3. El peso seco se determiné empleando una curva ajustada que correlaciona la

densidad optica con el peso seco (Anexo lI).
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6.8.2 DETERMINACION PRELIMINAR DEL PATRON DE
PRODUCCION DE LAS BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR
Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei

Se evalud la produccion de las bacteriocinas de Lactobacillus buchneri y
Lactobacillus paracasei con control de pH a 4.5. Para evitar la formacion de

espuma y homogenizar las células se utilizé una agitacion constante de 150 rpm.

6.9 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la produccion de las bacteriocinas sobre cepas sensibles mediante el
método de difusion en agar se empled un disefio factorial completo, al cual se
asignaron en forma totalmente aleatoria las muestras. El disefio factorial consistio
en 2x3x4 (medio de cultivo: APT o MRS; concentracion de agar: 0.75, 1.0 y
1.75%; concentraciéon de surfactante: 0, 0.5, 1.0 y 1.5). Se utilizé como cepa
productora a Lactococcus lactis ATCC 11454 y como cepa sensible a Lactobacillus
plantarum NRRL B-813. Los datos se sujetaron a un analisis de varianza y

comparacion multiple de medias de Duncan.

Los datos obtenidos de la evaluacion de parametros extrinsecos en la actividad de la
bacteriocina (Fuente de variacion: medio de cultivo, temperatura, atmosfera
gaseosa, concentracion de surfactante y cepa lactica productora de bacteriocina),

se sujetaron a un analisis de varianza usando como variables las dos cepas lacticas
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como un bloque. Posteriormente se realiz6 una comparacion multiple de medias de
Duncan.

Los datos obtenidos del estudio del efecto del pH y del tiempo en la actividad de la
bacteriocina producida en un biorreactor se sometieron a un analisis de varianza
(Fuentes de variacion: pH, tiempo, cepa lactica) y a una comparacion multiple de

medias de Duncan.

Por su parte los datos obtenidos del estudio preliminar de la actividad de las
bacteriocinas en un biorreactor se sujetaron a un analisis de varianza (Fuente de
variacion: tiempo, cepa lactica) y a una comparacion multiple de medias de Duncan.
La Tabla 9 muestra las fuentes de variacidén, variables de respuesta y pruebas
estadisticas llevadas a cabo en esta tesis. Todos los analisis se realizaron

utilizando el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1999).
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION

71 SELECCION DE LAS CEPAS PRODUCTORAS DE
BACTERIOCINAS

Se consideraron inicialmente cuatro cepas productoras de bacteriocinas (Tabla 8)
para ser sujetas de estudio. Estas cepas microbianas fueron seleccionadas con

base en los criterios enlistados en la Tabla 10.

Tabla 10. Criterios de seleccidn para las bacterias productoras de bacteriocinas.

CRITERIO DE SELECCION*

Cepas aisladas de carne roja
Bacterias IGcticas

Producir bacteriocinas con amplio espectro de

inhibicion microbiana

*Kuri (1998).

Diversos investigadores mencionan que los microorganismos de la flora nativa
presentan las mejores caracteristicas genéticas para adaptarse y competir con
microorganismos patogenos y de descomposicion de la carne, cuando son
empleados en su conservacion a través de la fermentacion lactica (Stiles, 1996;

Kuri, 1998).
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Muchas de las bacterias lacticas, asi como sus productos metabdlicos pueden ser
empleados en la conservacion de los alimentos debido a que se permite su uso
tanto por las reglamentaciones de la UE (Union Europea) como por la FDA de los
Estados Unidos (Seccion 2.3). Con base al conocimiento de las bacterias lacticas
como bioconservadores, a la ventaja de seleccionar cepas nativas de carnes rojas,
asi como al mayor espectro de inhibicion microbiano de las bacteriocinas
producidas, se seleccion6 a Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei como

sujetos de estudio.

El género y especie de estas cepas se confirmd a través de técnicas moleculares en

los laboratorio Midilabs (Newark, Delaware, EUA) como se indica en la Seccién 6.2.

7.2 SELECCION DE CEPAS SENSIBLES

7.2.1SELECCION DE CEPAS SENSIBLES POR TURBIDIMETRIA

En el Anexo Il se muestran los resultados obtenidos de la preseleccion de cepas
sensibles. Se tomd6 como criterio de seleccion la densidad optica obtenida después

de una incubaciéon a 37°C durante 18 h.
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En la Tabla 11 se muestran la 15 cepas preseleccionadas como sensibles (8
perteneciente a los géneros de Lactobacillus; 2 a Pediococcus; 2 a Staphylococcus
y 2 cepas aisladas del género de Lactobacillus sp. y 1 concentrado comercial) a las
cuales se les confirmo la sensibilidad por difusion en agar (Seccion 6.3.2). Como
se observa, la mitad de las bacterias sensibles pertenecen al mismo género de las
bacterias productoras (Lactobacillus), lo cual confirma lo reportado en la literatura
(Klaenhammer, 1988) respecto a que el espectro de inhibicion microbiana de las
bacteriocinas se centra principalmente en bacterias relacionadas taxonémicamente

con la cepa productora.
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Tabla 11. Bacterias lacticas preseleccionadas con la técnica por turbidimetria como
sensibles a las bacteriocinas de Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.

BACTERIA DE COLECCION SENSIBILIDAD A LA |SENSIBILIDAD A LA
BACTERIOCINA DE | BACTERIOCINA DE
Lactobacillus buchneri Lactobacillus
paracasei
Lactobacillus sake PC-1 11016 - +
Staphylococcus xylosus DD-34 5000 509 + +
Lactobacillus plantarum NRRL B-813 + +
Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 + +
Staphylococcus carnosus MC-1 02055 + -
Pediococcus pentosaceus PC-1 11016 + -
Lactobacillus sp. + +
Lactobacillus hilgardi NRRL B-1139 + +
Lactobacillus alimentarius BJ-33 5000 + +
1855
Lactobacillus brevis CETC 815 - +
Lactobacillus sp. (cepa aislada e - +
identificada por API))
Pediococcus pentosaceus JC + -
Lactobacillus fructosus NRRL B-294 + +
Sagal (cepas ldcticas comerciales) + +
Lactobacillus sp. (cepas aislada e + -
identificada por API)
Lactobacillus sp. (cepa aislada e - +
idenficada por API))

(+) Posibles cepas sensibles
(-) Cepas no sensibles
Prueba realizada por turbidimetria (Seccion 7.2.1 y Anexo IlI)

7.2.2 EVALUACION DEL EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO,
CONCENTRACION DE AGAR Y SURFACTANTE EN LA INHIBICION
DE CEPAS SENSIBLES

Se empledé como modelo el efecto de los factores en el halo de inhibicién de nisina
producida por Lactococcus lactis 11454 sobre Lactobacillus plantarum NRRL B-
813. La nisina produce halos de inhibicion grandes y bien definidos, en

comparacion con la mayoria de las bacteriocinas de las bacterias lacticas.
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En el Anexo IV se muestra el analisis de varianza de los resultados. No se
encontré diferencia significativa (p<0.065) entre los medios de cultivo APT y MRS
sobre el diametro del halo de inhibicion. Tampoco se encontré diferencia
significativa (p<0.99) entre las concentraciones de agar bacterioldégico. Sin
embargo, y como era de esperarse, el diametro del halo de inhibicién fue mayor a
concentraciones mas bajas de agar bacterioldgico. La concentracion de Tween 80
tuvo un efecto significativo (P>0.012) sobre el diametro del halo de inhibicién,
aunque la diferencia no fue significativa (Duncan con una «=0.05) entre las
concentraciones de 1.5% y 1.0%, por lo que en los analisis posteriores se empled

una concentracion de Tween 80 al 1%.

Cabo y col. (1999) mencionan que la técnica de difusion en agar presenta algunos
inconvenientes para determinar la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas a
través de la formacion de zonas de inhibicion. Refieren entre estos la poca
difusion de los péptidos a través del gel. Para mejorar la zona de inhibicion,
recomiendan el empleo de surfactantes como el Tween, ademas de que es
necesario considerar variables como el tiempo de difusibn de la bacteriocina

(preincubacion) y la densidad del gel.

Wolf y Gibbons (1996) establecen que cuando la concentracién de agar se reduce
de los valores convencionales de 1.5% de concentracion de agar a 0.75% se mejora

en un 21% el diametro del halo de inhibicion (se permite una mejor difusion de las
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bacteriocinas). Para obtener mejores resultados algunos autores (Schillinguer y
Lucke, 1989; Hugas, 1998) emplean una bicapa de medio de cultivo, una de
las capas con una concentracion de agar bacteriologico del 1.5% y otra con una
concentracion de 0.75% (donde se incluye la cepa sensible). En la Figura 6 se
muestran los halos de inhibicion por la bacteriocina de Lactobacillus buchneri

obtenidos con la técnica de difusion en agar (Seccion 6.3.2).
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7.2.3 INHIBICION DE BACTERIAS LACTICAS

Enla Tabla 12, se muestran los resultados del espectro de inhibicién microbiana por
la bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei. La
mayoria de las cepas inhibidas corresponden a los géneros de Lactobacillus. Todas
las bacterias, asi como los concentrados lacticos comerciales, son bacterias Gram

positivas.

Tabla 12. Cepas sensibles a las bacteriocinas producidas por Lactobacillus

buchneriy Lactobacillus paracasei.

BACTERIAS DE COLECCION BACTERIOCINA BACTERIOCINA
PRODUCIDA POR PRODUCIDA POR
Lactobacillus buchneri Lactobacillus paracasei
Lactobacillus sake PC-1 11016 - +
Lactobacillus brevis CETC 815 - +
Lactobacillus alimentrarius BJ-33 5000 1855 ++ -
Staphylococcus xylosus DD-34 5000 509 +++ +++
Lactobacilluis fructosus NRRL B-294 + +
Lactobacillus acidophilus NRRL- B-1118 - ++
Lactobacillus plantarum NRRL B-813 + -
Staphylococcus carnosus MC-1 02055 ++ -
Pediococcus pentosaceus PC-1 110161 + -
Lactobacillus hilgardii NRRL B-1130 +++ +++
Lactobacillus sp. (cepa aislada de camaron) ++ +
Saga L (cepas comerciales) ++ -
Pediococcus pentosaceus (JC) ++ -
Lactobaillus sp. (L2, cepa aislada e identificada + -
con API))
Lactobacillus sp. (cepa 56 aislada e identificada - +
con API)
Lactobacillus sp. (cepa aislada e identificada con - ++
API)

* Se reporta el maximo diametro obtenido del halo de inhibicion, con la escala: + = 8

mm; ++ =9 mm; +++ = 10 mm. Los resultados se obtuvieron por duplicado.
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Ennahar y col. (2000) refieren varios estudios para explicar el mecanismo de
inhibicion de las bacteriocinas de la Clase lla (clasificacidon a la que pertenecen las
bacteriocinas de estudio, como se discute en la Seccion 7.4.4). Indican estos
autores que los péptidos tienen un modo de accion primario que permeabiliza la
membrana de los microorganismos sensibles, debido a la formacién de poros que
provocan un desbalance ionico y la pérdida de fosfato inorganico. Este fendmeno
ha sido demostrado en bacteriocinas como la pediocina PA-1, la mesentericina Y105

y la bavaricina MN.

De esta forma se genera una disipacion de la fuerza protén-motriz (PMF por sus
siglas en inglés) que en el caso de las bacteriocinas de la Clase lla implica una total
pérdida del ApH, y una pérdida parcial del potencial de membrana AY. Los

lantibioticos provocan la pérdida de ambos.

La actividad letal de las bacteriocinas de la Clase lla se debe, por tanto, a la
pérdida de la fuerza protdn-motriz, particularmente se provoca una disminucion en la
concentracion de APT en el 98.9% y se bloquea la entrada de aminoacidos, la cual

es mediada por el transporte activo.

Se observaron diferencias en cuanto a la sensibilidad de las bacterias evaluadas;

sugieren algunos autores (Chen y Montville, 1995; Kaiser y Montville, 1996) que esto

se debe a que esta sensibilidad es dependiente de la concentracion y tiempo de
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exposicion de las bacteriocinas y otros factores debidos a las células o el medio.
Chen y col. (1998) demostraron que la composicion de lipidos de las células
sensibles es un factor determinante en la accion bactericida de la pediocina PA-
1,

refieren estos autores que la afinidad de las bacteriocinas por la fraccién lipidica se
incrementa con el aumento en el contenido de lipidos anidnicos. Encontraron
también que la afinidad de las bacteriocinas de la Clase lla a las membranas de las
células sensibles se ve afectada por el pH. Por ejemplo, una disminucion a valores
de pH de 7.5 a 6.0 provoca una mejora tanto de la unién a la membrana como en la
permeabilizacion de la misma. Sin embargo la formacion de poros por la bavaricina
MN es optima a pH 6.0 y menos eficiente a otros valores de pH (Kaiser y Montville,

1996).

Este fendmeno se puede explicar debido a que la carga total positiva de las
bacteriocinas de la Clase lla provoca que éstas se adhieran a las cabezas de los
fosfolipidos con carga negativa. Sin embargo al alterar las propiedades de la
bacteriocinas o de la membrana por un cambio de pH o debido a un cambio en la
composicién lipidica se produce un efecto de disociacién en las interacciones
péptido-lipido. Ambos tipos de alteraciones indican la influencia de las uniones
electrostaticas en las interacciones de las bacteriocinas de la Clase lla con la

membrana de las células sensibles (Ennahar y col., 2000).
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7.2.4 INHIBICION DE Listeria monocytogenes

El estudio sobre la inhibicion de microorganismos patdégenos se centré en Listeria
monocytogenes por las razones previamente mencionadas (Seccidn 2.2.5).
Se conoce que las bacteriocinas de la Clase lla tienen una fuerte actividad
antilisterial, aunque también es comun encontrar la inhibicién de otras bacterias
Gram positivas pertenecientes a los siguientes generos: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus,  Lactococcus,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Micrococcus,
Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Bacillus y Brochothrix (Ennahar y col.
2000). Ademas algunas bacteriocinas de esta clase han demostrado ser efectivas

contra las esporas y células vegetativas de Clostridium sp.

Las caracteristicas de las cepas de Listeria monocytogenes en estudio se reportan

en la Tabla 8.

En el analisis de la inhibicion de las bacterias patdégenas se incluyé un estudio
sobre el efecto de la estreptomicina en la inhibicion de Listeria monocytogenes.
Como se menciond en la Seccidbn 6.3.3 se teniala informacién de que
algunas de estas cepas patdgenas eran resistentes al antibidtico. Para
confirmar esta informacion y considerando Ila posibilidad de utilizar estas cepas

de bacterias en la evaluacion de la actividad de las bacteriocinas en carne se
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determiné la resistencia a la estreptomicina parte de varias cepas de Listeria
monocytogenes. En la Tabla 13 y 14 se reportan los resultados de las pruebas
realizadas por turbidimetria y células viables (ufc). Una bacteria resistente a la
estreptomicina y sensible a las bacteriocinas permitiria evaluar la actividad
antimicrobiana de estos péptidos en carne. Sin embargo, como se explica en la
Seccion 7.2.4, la cepa de Listeria monocytogenes resistente a la estreptomicina
también lo fue a ambas bacteriocinas en estudio. Se encontré tanto en la prueba en
medio liquido como en medio solido que Listeria monocytogenes Scott A, LMB47,
LMB48 y NCTC 11994 son sensibles a la estreptomicina, mientras que Listeria
monocytogenes LM82 es resistente, como se habia reportado con anterioridad

(Marin-Iniesta, comunicacion personal).

Tabla 13. Prueba de resistencia a la estreptomicina de diferentes cepas de Listeria
monocytogenes en medio liquido.

BACTERIAS DE RESISTENCIA EN MEDIO LiQUlDO (POR TURBIDEZ) A
COLECCION DIFER ENTES CONCENTRACIONES DE
ESTREPTOMICINA
02 gL 04 g/L 0.6 g/L 1.0 g/L

Listeria monocytogenes LM82
Listeria monocytogenes Scott A
Listeria monocytogenes LMB48
Listeria monocytogenes LMB47
Listeria monocytogenes NCTC
11994

*La presencia nitida de turbidez se consideré una prueba de resistencia al antibiético (+); la ausencia
de turbidez como una prueba de sensibilidad (-).
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Tabla 14. Prueba de resistencia a la estreptomicina de diferentes cepas de Listeria
monocytogenes en medio solido.

BACTERIAS DE RESISTENCIA EN MEDIO SOLIDO (PRESENCIA DE UFC)
COLECCION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
ESTREPTOMICINA
02 gL 0.4 g/L 0.6 g/L 1.0 g/L

Listeria monocytogenes LM82
Listeria monocytogenes Scott A
Listeria monocytogenes LMB48
Listeria monocytogenes LMB47
Listeria monocytogenes NCTC
11994

*La presencia de ufc se consideré como una prueba de resistencia al antibiotico (+), la ausencia de
UFC como una prueba de sensiblidad al antibiético (-)

Para evaluar la sensibilidad de Listeria monocytogenes a las bacteriocinas de
estudio, se empledé la mayor concentracion de bacteriocina obtenida por

precipitacion con sulfato de amonio (Seccion 7.3).

Con las condiciones Optimas para la prueba de inhibicién por difusion en agar
(previamente determinadas en el grupo de investigacion del Dr. Fulgencio Marin
Iniesta, Universidad de Murcia, Espafia), se determiné el efecto de las bacteriocinas
sobre Listeria monocytogenes. Se crecieron las cepas de Listeria monocytogenes
en medio de cultivo TSB a pH 7.0, se hicieron diluciones de 10° - 10°vy se
empled un volumen de bacteriocina de 50 uL. Las condiciones de preincubacion

fueron 5-10 hy a 5°C y la incubacién de 20-24 h a 30°C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Sensibilidad de diferentes cepas de Listeria monocytogenes a las
bacteriocinas de Lactobacillus buchnerii y Lactobacillus paracasei. *

BACTERIAS DE COLECCION SENSIBILIDAD A LA SENSIBILIDAD A LA
BACTERIOCINA DE Lactobacillus BACTERIOCINA DE
buchneri * Lactobacillus paracasei *

Listeria monocytogenes LM82 - -

Listeria monocytogenes Scott A ++ +
Listeria monocytogenes LMB48 + ++
Listeria monocytogenes LMB47 + +
Listeria monocytogenes NCTC -+ ++
11994

* Se reporta el maximo diametro obtenido del halo de inhibicién, con la escala: + = 8 mm; ++ = 9

mm; +++ = 10 mm. Los resultados se obtuvieron por duplicado.

Se encontré6 que ambas bacteriocinas (de Lactobacillus buchneri y Lactobacillus
paracasei) son capaces de inhibir a cepas de Listeria monocytogenes. Con la
bacteriocina de Lactobacillus buchneri la cepa con mayor sensibilidad bajo las
condiciones experimentales estudiadas es Listeria monocytogenes NCTC 11994,
mientras que para la bacteriocina de Lactobacillus paracasei, la cepa con mayor

sensibilidad es Listeria monocytogenes LMB 92000/48.

Ambas bacteriocinas fueron incapaces de inhibir el crecimiento de Listeria
monocytogenes LM82. Posiblemente esto se deba al desarrollo de un mecanismo
de resistencia  bacteriana. Se sabia que esta bacteria (Listeria
monocytogenes LM82) es resistente a estreptomicina y posiblemente esta propiedad
le confiera también resistencia a otros compuestos antimicrobianos. Ademas, entre

las diferentes cepas de Listeria monocytogenes, provenientes de distintas
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colecciones, puede haber variaciones genéticas que expresan mecanismos de

resistencia microbiana..

La diferencia en la sensibilidad de las cepas de Listeria monocytogenes se puede
explicar también con base a la especificidad y potencia de la actividad de las
bacteriocinas de la Clase lla que es influenciada por la composicidn de lipidos de la
membrana celular de las cepas sensibles, la cual determina el tipo y grado de

interacciones entre las bacteriocinas y la fraccion lipidica.

Algunos autores (Hanlin y col. 1993; Noerlis y Ray, 1993; Ray, 1993) explican que la
resistencia al efecto inhibitorio de las bacteriocinas puede deberse a que en las
poblaciones bacterianas sensibles se  encuentran microorganismos
potencialmente tolerantes y/o con modificaciones estructurales o al menos con
predisposicion a tales modificaciones, las cuales espontaneamente emergen en

caso de la exposicidon a las bacteriocinas.

En el caso de la nisina, se han encontrado modificaciones en la composicion de los
acidos grasos (Ming y Daeschel, 1993; Mazzota y Montville, 1997) y en la
composicién de los fosfolipidos (Ming y Daeschel, 1995; Verheul y col. 1997) en
cepas de Listeria monocytogenes con resistencia a esta bacteriocina. Los cambios
encontrados implican la disminucion en la proporcion de los acidos grasos C-15 a C-

17 en comparacion con la composicion de las cepas sensibles (Mazzotta y Montville,
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1997), mayor presencia de fosfatidiletanolamina y menor presencia de fosfatidil

glicerol anionico y cardiolipidos (Verheul y col. 1997; Crandal y Montville 1998).

Se ha sugerido que estos cambios en la composicién de los acidos grasos provocan
que la membrana sea menos fluida lo que evita la insercion de las moléculas de
nisina. Ademas de estas modificaciones, se mencionan cambios en la pared celular
(Davies y col. 1996) y un requerimiento de cationes divalentes (Crandall vy
Montville, 1998) que pueden influir en la resistencia de Listeria monocytogenes a
la nisina. Sin embargo, el nexo de unidén entre las alteraciones celulares y el
mecanismo de resistencia permanece todavia sin determinar y las investigaciones

para las bacteriocinas de la Clase lla se estan realizando (Ennahary col. 2000).

Con respecto al modo de accion inhibitorio de los antibiéticos, se sabe que inhiben

reacciones bioquimicas esenciales. Especificamente en el caso de la estreptomicina
inhibe la funcion del ribosoma 30s, otros como la penicilina inhibe la sintesis de la
pared celular y la eritromicina inhibe la funcidn del ribosoma 50s (Stainer y col.

1996).
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7.3 CONCENTRACION DE LAS BACTERIOCINAS
7.3.1 CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

Las Figuras 6 y 7 muestran las unidades de actividad/mL de las bacteriocinas de
Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei; al incrementar el porcentaje de
saturacion de sulfato de amonio, se aumentan las unidades de actividad de
bacteriocina. De la misma forma, se observa una reduccion en la actividad de

bacteriocina en el sobrenadante.
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Figura 6. Concentracion de la bacteriocina de Lactobacillus buchneri por
precipitacion con sulfato de amonio a diferentes niveles de saturacion (20, 40, 60 y
80%).
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Figura 7. Concentracion de la bacteriocina de Lactobacillus paracasei por
precipitacion con sulfato de amonio a diferentes niveles de saturacion (20, 40, 60 y
80%).

A partir de estos resultados se observo que la mayor actividad de bacteriocina para
Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei se obtuvo con una concentracion de
sulfato de amonio del 60% y 80%. En las Tablas 16 y 17 se muestra el contenido de
proteina, actividad y factor de purificacidn para las bacteriocinas, utilizando las

concentraciones de saturacion indicadas.
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Tabla 16. Purificacién parcial de las bacteriocinas de Lactobacillus buchneri a una
saturacion de sulfato de amonio de 60 y 80%.

Paso de la Proteina Proteina total Actividad Actividad Actividad Factor de
purificacién (ng/mL) (ng) (UA/mL) total especifica purificacién
(UA) (UA/pg)
Muestra 3.42 1719 200 1x10° 58.00 1
inicial
(NH,4),S0, 1.63 34.6 352 6500 188.00 3.22
60%
(NH,4),S0, 1.30 28.2 400 8000 284.00 4.88
80%

Tabla 17. Purificacion parcial de las bacteriocinas de Lactobacillus paracasei a una
saturacion de sulfato de amonio de 60 y 80%.

Paso de la Proteina Proteina total Actividad Actividad Actividad Factor de
purificacién (ng/mL) (ng) (UA/mL) total especifica purificacién
(UA) (UA/pg)

Muestra 1.190 594 150 75,000 126 1

inicial

(NH,4),S0, 0.979 21.5 275 5500 256 2.02
60%

(NH,4),S0, 0.899 18.3 350 7000 382 3.03
80%

Se observd un incremento en la actividad para la bacteriocina de Lactobacillus
buchneri de 3.2 y 4.8 veces, mientras que para la bacteriocina de Lactobacillus
paracasei se observo un incremento de 2.0 y 3.0 veces, para las concentraciones de

saturacién de 60 y 80% respectivamente.
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7.4 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

741 ESTABILIDAD A DIFERENTES TEMPERATURAS DE
ALMACENAMIENTO

Las Figuras 8 y 9 muestran el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la
actividad antimicrobiana de las bacteriocinas de estudio. Se presentd una reduccion
en la actividad de las bacteriocinas conforme transcurre el tiempo de
almacenamiento, siendo este efecto mas marcado a 4°C en comparacién con —20°C.
Jack y col. (1995) sugieren que esta pérdida de actividad puede deberse a la
presencia de proteasas que inactivan las bacteriocinas, aunque esto depende de las
condiciones (por ejemplo, si son bacteriocinas puras o crudas y el medio en que se
almacenan) de almacenamiento. También se ha reportado posible pérdida de la
actividad por agregacion de las moléculas de bacteriocina. Por tanto, en los
estudios posteriores ambas bacteriocinas fueron almacenadas a —20°C. En
estas condiciones se logré6 conservar la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas en un nivel adecuado para los estudios de caracterizacién bioquimica

y produccidn.
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Figura 8. Efecto de la temperatura de almacenamiento a 4°C sobre la actividad de
las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.
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Figura 9. Efecto de la temperatura de almacenamiento a —20°C sobre la actividad
de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.
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7.4.2 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD

La Tabla 18 muestra los resultados de la actividad de las bacteriocinas a diferentes
pH; se observa que la bacteriocina producida por Lactobacillus buchneri presentd
mayor actividad a pH 3.0 y 4.0, mientras que la bacteriocina producida por
Lactobacillus paracasei tuvo la mayor actividad a pH 4.0 y 5.0. Ambas bacteriocinas

no presentaron actividad alguna a pH 10.

Tabla 18. Actividad de bacteriocina a diferentes valores de pH.

PH ACTIVIDAD DE BACTERIOCINA ACTIVIDAD DE BACTERIOCINA
(UA/ML) (UA/ML)

Bacteriocina producida por Bacteriocina producida por
Lactobacillus buchneri Lactobacillus paracasei

3.0 400 £ 28.00 200 £ 21.00

4.0 400 + 14.00 250 £ 14.00

5.0 350 £ 14.00 250 £7.00

6.0 350 +28.00 175 + 14.00

8.0 150 +21.00 100 £ 7.00

10.0 ; -

* Se emple6é como cepa sensible a Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139 para ambas bacteriocinas de

estudio. Las mediciones se realizaron por duplicado.

Para obtener estos valores se considerd el efecto sobre el halo de inhibicidn
(inhibicion del microorganismo control) de los diferentes valores de pH. Los

diametros de estos halos se muestran en el Anexo VI.

Generalmente las bactericionas producidas por bacterias lacticas presentan

estabilidad a pH acidos. Mehta y col. (1983) establecieron que la bacteriocina
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producida por Lactobacillus acidophilus AC1 es estable en un intervalo de pH de
4.0-7.5. Por su parte Daeschel y col. (1990) mencionan que la plantaricina
A producida por Lactobacillus plantarum es activa en un intervalo de pH de 4.0-6.5.
Lactobacillus reuteri LAG produce la reutericina 6, estable a pH 4.0-10.0 (Toba y col.
1991a), la bacteriocina producida por Lactobacillus acidophilus M46 también
presenta un intervalo amplio de actividad, es estable a pH de 2.0-12.0 (Ten Brink y
col. 1990). Como se observa la mayoria de las bacterias pertenecientes al género
de Lactobacillus presentan un intervalo de actividad amplio que abarca valores
tanto acidos como basicos. Sin embargo por tratarse de estructuras peptidicas
presentan un Optimo de actividad (Jack y col. 1995) que para las bacteriocinas
producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei fue 4.0. Desde el
enfoque de estudio de esta tesis (para la conservacion de alimentos) este valor
adquiere importancia debido a la posible aplicacion de estas bacteriocias en

alimentos de alta acidez.

7.4.3 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA TERMICA

Una caracteristica de las bacteriocinas que esta despertando gran interés es la
resistencia térmica. El estudio de esta propiedad se enfoco en su posible aplicacion
en la conservacion de productos carnicos sometidos a cocimiento (por ejemplo las
salchichas tipo Frankfurt). El objetivo principal es inhibir el crecimiento de bacterias

patdogenas como Listeria monocytogenes y otros microorganismos que resistan el
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proceso de calentamiento. También son de interés las bacterias lacticas que
tengan resistencia térmica para conservar via fermentacion lactica in situ productos

carnicos cocidos.

Como se observa en la Figura 10, la bacteriocina de Lactobacillus buchneri tuvo una
mayor resistencia (porcentaje de pérdida de actividad) al calor en comparacion con

la bacteriocina de Lactobacillus paracasei.
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Figura 10. Pérdida de la actividad de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus
buchneriy Lactobacillus paracasei sometidas a diferentes temperaturas.

96



Mientras que con la primera bacteriocina se mantuvo una actividad similar en los
tratamientos a 80°C y 100°C, con la segunda bacteriocina se observo una pérdida
gradual de la actividad conforme se tuvo una mayor exposicion al calor.
Posiblemente la primera bacteriocina sea mejor candidata para aplicarse en
la conservacidn de productos carnicos cocidos, debido a su ya mencionada
resistencia térmica y a tener un mayor espectro de inhibicién microbiano (Secciones

7.23y7.2.4).

Rodriguez y col. (2000) encontraron en un estudio sobre bacteriocinas producidas
por diferentes cepas de Lactobacillus buchneri (TABG6, TAB48, TAB60 y TABG6YS)
aisladas de leche, que tres bacteriocinas mostraron resistencia térmica al
calentamiento a 60°C durante 60 min y 100°C durante 20 min. Mientras que la
bacteriocina producida por la cepa TAB48  fue sensible al segundo
tratamiento. Otros estudios reportan también bacteriocinas producidas por
bacterias del género de Lactobacillus sp. con resistencia térmica. Lactobacillus
plantarum produce la bacteriocina plantaricina 35d resistente un tratamiento de 80°C
durante 120 min (Messi y col. 2001). Lactobacillus acidophilus N2 produce la
bacteriocina lactacina B resistente a una tratamiento de 100°C durante 60 min
(Barefoot y Klaenhammer, 1983). Por su parte Lactobacillus helveticus 481 produce
una bacteriocina estable a un tratamiento de 100°C durante 30 min (Joerger y

Klaenhammer, 1986).
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7.4.4 EVALUACION DEL pH DE ADSORCION

En las Figuras 11 y 12 se muestra que la mayor adsorcién de la bacteriocinas para
la cepa de Lactobacillus buchneri se encontrd en un intervalo de pH de 5.5-6.5.
Los estudios con Lactobacillus paracasei, mostraron que la mayor adsorcion se dio

en un intervalo de pH de 6.0-6.5.
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Figura 11. pH de adsorcion de la bacteriocina producida por Lactobacillus buchneri.
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Figura 12. pH de adsorcion de la bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei.

La técnica de adsorcion es empleada para la recuperacion de las bacteriocinas del

tipo no lantibiético. También se ha reportado su uso con la nisina (Seccion 2.2.3).

De acuerdo con la clasificacion de Klaenhammer (1993) las bacteriocinas
producidas por Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei pueden formar parte
del Grupo Il (de los no lantibidticos) de Ila Clase lla por su actividad
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes y su termoestabilidad (Seccién 7.4.3),
lo que concuerda con los estudios realizados por Kuri (1998), sin embargo para
determinar con precision su clasificacidn es necesario determinar el peso molecular

y la secuencia de aminoacidos.
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Tanto Klaenhammer (1993) como Nissen-Meyer y Nes (1997) refieren que las
bacteriocinas del tipo no lantibidtico tienen un marcado efecto contra Listeria
sp., son estables al calor, catidnicas, hidrofobicas y tienen un peso molecular <10
kDa. Ademas tienen una secuencia consenso N-terminal Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-

Cys (Seccién 2.2.1).

Partiendo de la hipotesis de que las bacteriocinas en estudio pertenecen al Grupo I,
se empled la técnica de adsorcion reportada por Yang y Ray (1994), que refiere que
las bacteriocinas del tipo no lantibiético, tienen una serie de caracteristicas comunes
como:

a) Ser excretadas por las células productoras.

b) Son catidnicas.

c) Pueden ser adsorbidas por la superficie celular de la cepa productora y otras
bacterias Gram positivas.

d) La adsorcion es dependiente del pH. A valores de pH de alrededor de 6.0 la
adsorcion es cercana al 90%, mientras que a valores de alrededor de 2.0 la
adsorcién es del 1%

e) Puede mejorarse el rendimiento de recuperacion al destruir por calentamiento
las células productoras (se evita la posible pérdida de actividad de
bacteriocina por la produccion de enzimas proteoliticas) que permiten la posterior

recuperacion de las bacteriocinas.
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Estos autores también reportan en un estudio sobre cuatro diferentes géneros de
bacterias lacticas (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus) la

adsorcion de sus respectivas bacteriocinas.

Desde una perspectiva de la conservacién de los alimentos, el valor del pH de
adsorcion permite establecer un parametro, para evitar que las bacteriocinas sean
adsorbidas por las células productoras cuando se apliquen en la conservacion de
carne fresca a través de la fermentacion lactica in situ. De esta forma se puede
mejorar la inhibicion de los microorganismos control, como las cepas de Listeria
monocytogenes (al favorecerse la difusion de las bacteriocinas en la superficie del

alimento).

745 EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
BACTERIOCINA SOBRE Listeria monocytogenes Y DETERMINACION
DE LA MIC

La actividad de la bacteriocina producida por Lactobacillus buchneri sobre Listeria
monocytogenes NCTC 11994 se muestra en la Figura 13. En un intervalo de tiempo
de 3-6 h se observo una reduccidn de hasta 4.5 ciclos logaritmicos, con una

actividad de bacteriocina de 400 UA/mL, que corresponden aproximadamente a un

60% de reduccion.
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De la misma forma para la bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei se
observo una reduccién entre las 3-6 h de 3.5 ciclos logaritmicos, que corresponden
a un 50% de reduccién de las ufc de Listeria monocytogenes. Posteriormente

se observo un leve incremento en el crecimiento de estas bacterias (Figura 14).

Log ufc/mL
S o
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Tiempo (hr)

——Sin bacteriocina —&—50UA/mL —e— 400 UA/mL

Figura 13. Actividad de la bacteriocina producida por Lactobacillus buchneri sobre
Listeria  monocytogenes NCTC 11994 en  crecimiento  exponencial.
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Figura 14. Actividad de la bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei sobre
Listeria monocytogenes LMB 92000/48 en crecimiento exponencial.
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La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) para las bacteriocinas
producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei se realizd
empleando diferentes concentraciones de bacteriocina, como se mencion6 en la
Seccion 6.6.5. La Figura 15 muestra que con la bacteriocinas producida por
Lactobacillus buchneri se obtuvo en la inhibicion de Listeria monocytogenes NCTC
11994 un promedio de 50 UA/mL como la MIC, por su parte con la bacteriocinas
producida por Lactobacillus paracasei se obtuvo en la inhibicion de Listeria
monocytogenes LMB 92000/48 un promedio de 100 UA/mL como la MIC. Como se
observa es necesario duplicar la concentracion de bacteriocina en ambos estudios

para inhibir el crecimiento de las cepas patégenas (1x10* ufc).

Como se explico en la Seccion 7.2.4 |la sensibilidad de Listeria monocytogenes esta
influenciada, entre otras variables, por la concentracion de bacteriocina y la
composicién de la membrana citoplasmatica de la cepa sensible, asi como por un

posible proceso de adaptacion que puede originar resistencia bacteriana.
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Figura 15. Valores de la concentracion minima inhibitoria (MIC) para las
bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneri (con cepa sensible de Listeria
monocytogenes NCTC 11994) y Lactobacillus paracasei (con cepa sensible de
Listeria monocytogenes LMB 92000/48).

7.5 EFECTO DE PARAMETROS EXTRINSECOS EN LA ACTIVIDAD
DE LAS BACTERIOCINAS

7.5.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS LACTICAS

El estudio de la produccion de las bacteriocinas es uno de los aspectos de mayor
relevancia junto con su actividad antimicrobiana y estabilidad, para la aplicacién en

alimentos. Tanto la actividad como la estabilidad pueden determinar la
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eficiencia real de estos compuestos biologicos en la conservacion de sistemas

alimentarios.

Zamfir y col. (2000) mencionan que en la mayoria de las bacteriocinas producidas
por bacterias lacticas la cantidad de éstas liberada al medio de cultivo esta
relacionada con el crecimiento microbiano (biomasa producida). De manera que

presentan una cinética de produccion de metabolito primario.

Varios aspectos son de interés en el estudio de la produccion de estos compuestos
biologicos. La delimitacion de las condiciones de estudio esta determinada en gran
parte por el objetivo a alcanzar, algunos de estos autores reportan el empleo de
medios de cultivo nuevos a un costo accesible que facilitan la produccién a
nivel industrial, otros refieren estudios basicos empleando medios semidefinidos
para facilitar su posterior purificacion y determinar propiedades como secuencia de

aminoacidos y peso molecular (Carolissen-MacKay y col., 1997).

Yang y Ray (1994) mencionan que los medios de cultivo como los empleados en
esta tesis son necesarios para obtener niveles altos de produccion de
bacteriocinas. Sin embargo, éstos contienen gran cantidad de péptidos con un peso
molecular en el intervalo del reportado para algunas bacteriocinas (3,000-6,000 Da)
lo que dificulta un proceso posterior de purificaciéon (Carolissen-Mackay y col.,

1997). Algunos autores (Joerger y Klaenhammer, 1986; Hasting y col., 1991)
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recomiendan la sustitucién de la triptona por casa-aminoacidos para eliminar la

cantidad excesiva de sustancias que interfieran en la purificacion.

Como se indica en la Seccion 6.7 el objetivo del estudio fue determinar algunos
aspectos fisiologicos de la produccion de las bacteriocinas de Lactobacillus
buchneri y Lactobacillus paracasei que permitan generar informacion sobre las
caracteristicas de produccion para optimizar un posterior proceso de conservacion
de carne fresca via produccion de bacteriocinas in situ o mediante el empleo de

bacteriocinas purificadas o semipurificadas.

La Figura 16 muestra que la mayor actividad se obtuvo con el medio de cultivo MRS

para ambas cepas bacterianas en estudio.
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Figura 16. Efecto de los medios de cultivo MRS y APT sobre la produccion de
bacteriocina.

No se encontraron diferencias significativas (p<0.06) en la actividad de bacteriocina
(Anexo VI) entre los medios de cultivo (MRS y APT). Sin embargo, para posibles
fines de produccidon en mayor escala se puede usar como criterio de seleccion
el costo del medio de cultivo (el costo del medio APT es menor en comparacién con
el medio MRS) como se hizo posteriormente en los estudios de produccion

preliminares en un biorreactor.

La mayor actividad de bacteriocina en el medio de cultivo MRS puede deberse a la
presencia en este medio de componentes como el extracto de carne (las bacterias

de estudio fueron aisladas de carne roja) y la presencia de Tween 80 que tuvo
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una influencia significativa en la recuperacion de las bacteriocinas (Seccion 7.4).
Vignolo y col. (1994) mencionan en un estudio con la bacteriocina producida por
Lactobacillus casei CRL 705, que cuando al medio MRS se le adicion6 glucosa,
triptona o extracto de levadura se mejoré la produccién de la bacteriocina. Mientras
que no se encontro influencia alguna de compuestos como el NaCl y el NaNO,. Este
proceso lo explican De Vuyts y col. (1996) quienes mencionan en un estudio sobre
la produccién de la bacteriocina de Lactobacillus amylovorus DEC 471 que la mayor
produccion esta relacionada con la cantidad de glucosa (fuente de carbono) vy

nitrogeno suplementado en el medio de cultivo.

Por otro lado se encontrd diferencia significativa entre las cepas (p>0.02) con una
mayor produccion para Lactobacillus buchneri (210 UA/mL) y de 140 UA/mL para la
bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei (Anexo VII). Como se discute en
la Seccion 7.5.5 esta diferencia de actividades estuvo relacionada con un mayor
crecimiento (biomasa) de la primera cepa lactica, ademas de diversos factores
relacionados con las caracteristicas intrinsecas de las cepas sensibles y con las
condiciones en las cuales se evalua esta sensibilidad (Secciones 7.2.3y 7.2.4), lo

que también influye en la mayor actividad encontrada.
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7.5.2 TEMPERATURA

La temperatura es otro de los parametros que tienen efecto sobre la produccién de
las bacteriocinas. El estudio se realizé en medio de cultivo APT debido a que no se
encontraron diferencias significativas (p<0.06) en la actividad entre este medio MRS

(Anexo VI y VIl) y APT, como se mencion6 anteriormente.

La Figura 17 muestra una mayor actividad con la bacteriocina producida por
Lactobacillus buchneri a 30°C, mientras que la bacteriocina producida por
Lactobacillus paracasei presentd mayor actividad a 35°C. El promedio de
actividad de bacteriocinas fue  significativamente mayor (p>0.010) a la

temperatura de 30°C (185 UA/mL) y 35°C (165 UA/mL) (Anexo VII).
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Figura 17. Efecto de diferentes temperaturas en la produccion de las bacteriocinas
de Lactobacillus buchneriy Lactobacillus paracasei.

7.5.3 CONCENTRACION DE SURFACTANTE

La Figura 18 muestra los resultados de la actividad para ambas bacteriocinas. Se
encontré una diferencia significativa (p>0.016) entre las distintas concentraciones
de Tween 80 (0, 0.5, 1.0y 1.5%), sin embargo no hubo diferencia significativa

entre las concentraciones de Tween 80 de 1.0y 1.5% (Anexo VI).
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Figura 18. Efecto de la concentracion de Tween 80 (%) sobre la actividad de
bacteriocina.

Mackay-Carolissen y col. (1997) mencionan que el Tween 80 puede formar micelas
de los péptidos de bacteriocina que da como resultado la estabilizacion de la
actividad antimicrobiana. Otros autores también comentan la posibilidad de que este
compuesto facilite la liberacion de las bacteriocinas a través de la membrana celular

(Scopes, 1994).

Por su parte Muriana y Klaenhammer (1991) reportan que la formacion de estas
micelas puede facilitar la recuperacion de las bacteriocinas mediante técnicas de

separacion de biomoléculas.

112



7.5.4 ATMOSFERAS GASEOSAS

La Figura 19 muestra los resultados de la actividad de las bacteriocinas en relacion
al efecto de las atmosferas gaseosas. La mayor actividad se encontré para ambas

bacteriocinas cuando se empleo una atmosfera gaseosa de N..
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Figura 19. Efecto de diferentes atmosferas gaseosas sobre la produccion de las
bacteriocinas.

Como se muestra en el Anexo VI, se encontré diferencia significativa (p>0.001)
sobre la actividad de las bacteriocinas para los diferentes tratamientos. La
mayor actividad se encontro tanto en la cepa de Lactobacillus buchneri como con

la cepa de Lactobacillus paracasei en una atmosfera gaseosa de N, (Anexo VII), sin
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embargo no se encontré diferencia significativas entre las atmésferas de N, y la
mezcla de Nx-CO, (175 UA/mL y 155 UA/mL respectivamente) por prueba de

Duncan.

Se encontr¢ diferencia significativa (p>0.019) entre las cepas con una mayor
actividad para Lactobacillus buchneri (130 UA/mL) y de 83.33 UA/mL para la

bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei (Anexo VII)

La mayor actividad de bacteriocina empleando una atmosfera de nitrégeno puede
deberse entre otros aspectos a que éste no afecta el crecimiento celular y por tanto
la produccién (para aquellas bacteriocinas que tienen un patron de produccion
primario). Ademas como menciona Venema y col. (1993) la mayor actividad puede
también estar relacionada con las condiciones anaerobias, que permiten una mayor

estabilidad al generar un ambiente reductor en el medio de cultivo.

Por su parte Garcia y col. (1995) mencionan que el CO; tiene un efecto inhibidor del
crecimiento microbiano, aunque esta inhibicion es variable para las diferentes cepas

microbianas.
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7.5.5 PRUEBAS PRELIMINARES DE PRODUCCION DE
BACTERIOCINAS EN UN BIORREACTOR

7.5.5.1 EFECTO DEL pH EN LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS
EN UN BIORREACTOR

Las Figuras 20 y 21 muestran la actividad de las bacteriocinas a diferentes valores

de pH.
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Figura 20. Actividad de bacteriocina para la cepa de Lactobacillus buchneri a
diferentes valores de pH.
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Figura 21. Actividad de bacteriocina para la cepa de Lactobacillus paracasei a
diferentes valores de pH.

La maxima actividad de la bacteriocina de Lactobacillus buchneri (Figura 20) fue a
pH 4.5 (150 UA/mL) en comparacion con pH 5.5 (80 UA/mL) y pH 5.0 (60 UA/mL).
Yang y Ray (1994) establecen que conforme el pH aumenta las bacteriocinas
pueden ser adsorbidas por las células productoras y de esta forma se reduce la
actividad antimicrobiana cuantificada. Otras posibles explicaciones a esta menor
actividad se discuten en la Seccidn 7.5.5. Para la cepa de Lactobacillus buchneri
se obtuvo un maximo de actividad (150 UA/mL) después de 16 hr de
fermentacion a pH 4.5. En la Figura 22 se observa que la actividad
antimicrobiana alcanza un maximo al final de la fase exponencial de crecimiento,

antes del inicio de la fase estacionaria (con control de pH a 4.5).
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La actividad de bacteriocina se incrementd constantemente en relacion con el
aumento de la biomasa (Tabla 19) durante la fase de crecimiento exponencial de la

bacteria.

Para Lactobacillus paracasei se encontr6 (Figura 21), de manera similar a
Lactobacillus buchneri, que la mayor actividad de bacteriocina fue a pH 4.5 (100

UA/mL) en comparacion con el pH de 5.5 (60 UA/mL) y el pH de 5.0 (50 UA/mL).

El maximo de actividad de bacteriocina (100 UA/mL) se obtuvo después de 16 h de
fermentacidén a pH de 4.5. En la Figura 23 se observa, al igual que con la cepa de
Lactobacillus buchneri, una disminucion en la actividad de bacteriocina al final de la
fase exponencial de crecimiento (con control de pH a4.5). Estos resultados
pueden explicarse de manera similar a los obtenidos con la cepa de Lactobacillus
buchneri. Por su parte también la actividad de bacteriocina se incrementé en
relacidon con el aumento de la biomasa (Tabla 19) durante la fase exponencial de

crecimiento.

Con respecto al analisis estadistico (Anexo |IX) se encontraron diferencias
significativas (p>0.010) de pH con respecto a la actividad de bacteriocina. Se

encontraron diferencias significativas entre los valores de produccion a pH 4.5
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(46.42 UA/mL) y los obtenidos con pH 5.0 y 5.5, con un promedio de actividad de

24.64 y

22.14 UA/mL. El tiempo también tuvo un efecto significativo sobre la actividad

(p>0.020), la mayor actividad se obtuvo a las 16 h (83.33 UA/mL en promedio).

Se encontro una diferencia significativa entre las cepas (p>0.010) con una mayor
actividad para Lactobacillus buchneri de 36.90 UA/mL en promedio y de 26.19

UA/mL para la bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei (Anexo VII)

7.5.5.2 ESTUDIOS PRELIMINARES DE PRODUCCION DE
BACTERIOCINAS EN UN BIORREACTOR

Una vez que se obtuvieron las condiciones optimas para una maxima actividad de
las bacteriocinas, se procedio a llevar a cabo un estudio preliminar de produccion en

un biorreactor.

La Figura 22 muestra que la produccion de la bacteriocina de Lactobacillus buchneri
presentd un patrén de produccion relacionado con el crecimiento bacteriano (fase
exponencial). Este comportamiento también se reporta en la Tabla 19 para la
actividad especifica. Al final de esta fase se observa una reduccidén en la actividad

de bacteriocina. Zamfir y col. (2000) mencionan que el crecimiento microbiano
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se detiene debido posiblemente a que la fuente de carbono, principalmente glucosa,

fue consumida totalmente.
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Figura 22. Produccion de la bacteriocina de Lactobacillus buchneri en un
biorreactor.

Tabla 19. Actividad especifica durante la produccién de la bacteriocina de
Lactobacillus buchneri en un biorreactor.

TIEMPO ACTIVIDAD DE BACTERIOCINA PESO SECO ACTIVIDAD
ESPECIFICA
(h) (UA/mL) (g/L) (UA/g)x10°
0 0 1.815 0
4 10 1.957 5.108
8 45 2.170 20.735
12 80 2.524 31.685
16 130 2.879 45.147
20 90 2.843 31.645

24 75 2.808 26.704
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De Vuyst y col. (1996) mencionan que la produccion de las bacteriocinas, esta
relacionada con una cinética de produccion de metabolito primario, con el
crecimiento bacteriano. Este fendmeno se presenta en la mayoria de las
bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas, siendo muy pocos los
casos en que la produccion se realiza durante la fase estacionaria (Kozak y col.,

1978; Biswas y col., 1991; Jiménez-Diaz y col., 1993).

Un patron similar se obtuvo con Lactobacillus paracasei (Figura 23 y Tabla 20).
Para ambas bacteriocinas al final del crecimiento exponencial se observé una
reduccion en la actividad antimicrobiana. Varios autores (Parente y col., 1994;
Zamfir y col., 2000; De Vuyst y col., 1996) dan varias posibles explicaciones a este
fendbmeno, como una posible pérdida de la actividad por la presencia de proteasas

y la adsorcion de las bacteriocinas por las células productoras.
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Figura 23. Produccion de la bacteriocina de Lactobacillus paracasei en un
biorreactor.

Tabla 20. Actividad especifica durante la produccion de la bacteriocina de
Lactobacillus paracaseii en un biorreactor.

TIEMPO ACTIVIDAD DE BACTERIOCINA PESO SECO ACTIVIDAD
ESPECIFICA
(h) (UA/mL) (g/L) (UA/g)x10°
0 0 1.815 0
4 5 1.921 2.601
8 30 2.134 14.053
12 65 2.347 27.688
16 120 2.808 42.727
20 70 2.744 25.503
24 45 2.666 16.875
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Como se discutié en la Seccion 2.2.3 las bacteriocinas tienden a ser adsorbidas por
sus células productoras cuando el pH del medio es basico o cercano a la

neutralidad.

Yang y Ray (1994) establecieron que a valores de pH cercanos a 6.0 la adsorcion es
cercana al 90%, mientras que a valores de alrededor de 2.0 la adsorcién es del 1%.
Carolissen-Mackay y col. (1997) reportan posibles cambios bioquimicos en esta
pérdida de la actividad que, principalmente con las bacteriocinas purificadas puede
ser el resultado de un efecto especifico del sitio catalitico, debido a la pérdida
de cofactores 0 modificaciones covalentes. Sin embargo son necesarios mayores
estudios para determinar con precision las condiciones y el mecanismo por el cual

se presenta este fendmeno.

Con respecto al analisis estadistico (Anexo IX) se encontraron diferencias
significativas para el tiempo (p>0.001) y la cepa productora (p>0.020), con respecto
a la actividad de bacteriocina. @ Se encontraron diferencias significativas en el
tiempo de produccién, siendo a las 16 h donde se alcanza el maximo de actividad

con un promedio de actividad de 117.5 UA/mL.
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También se encontré diferencia significativa entre las cepas (P>0.020) con una
mayor actividad para Lactobacillus buchneride 52.14 UA/mL en promedio y de

44.8 UA/mL para la bacteriocina producida por Lactobacillus paracasei (Anexo VII).
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8. CONCLUSIONES

* Las bacteriocinas de Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei inhiben a

cepas de Listeria monocytogenes.

* Ambas bacteriocinas de estudio presentan resistencia térmica, debido a que tienen
una pérdida de actividad de 15-20% en los tratamientos térmicos de 80 y 100°C
durante 20 min. Esta propiedad bioquimica puede favorecer su aplicacién en la
elaboracion de productos carnicos procesados como los embutidos que son

sometidas a un proceso de cocimiento.

* ElI pH 6ptimo de actividad de ambas bacteriocinas se encontré en un intervalo de
3.0-4.0. Ademas estos compuestos biolégicos son adsorbidos en una mayor
proporcién por las células productoras en un intervalo 5.5-6.5. Estos valores son
dos parametros que pueden ser empleados para mejorar la aplicacion de las
bacteriocinas en alimentos de baja acidez, por produccion in situ o mediante

concentrados purificados.

* La actividad antimicrobiana en condiciones de bajas temperaturas (4°C) se

encontré que ésta se mantiene constante durante 10 dias; mientras que a —20°C

esta actividad permanece por alrededor de 3 meses.
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* Las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei
tienen un patron de produccidn primario (relacionado con el crecimiento
bacteriano), como en la mayoria de las bacteriocinas producidas por las

bacterias lacticas.

* Las bacteriocinas producidas por Lactobacillus buchneri y Lactobacillus paracasei
reunen una serie de caracteristicas favorables (son bacterias lacticas aisladas de
productos carnicos, producen bacteriocinas que inhiben a Listeria
monocytogenes, tienen  resistencia  térmica, presentan estabilidad a bajas
temperaturas (4°C) y a valores de pH acido) para aplicarse en la conservacion de

alimentos, en especial los sustratos carnicos.
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9.- PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES
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ANEXO |

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA TOTAL

La determinaciéon de proteina se realizd utilizando el método de Lowry (1951).
Se emplearon los siguientes reactivos:

SOLUCION A: 0.5 g CuSOs 5 H20 (J.T. Baker) + 1 g NasCeHsO7 (2 H20) (J.T.
Baker) en 100 mL de agua destilada.

SOLUCION B: 20 g Na2COs (J.T. Baker) + 4 g NaOH (J.T. Baker) en 1 L de agua
destilada.

SOLUCION C: 1 mLsol. A+ 50 mlsol. B

SOLUCION D: 10 mL Folin-Ciocalteu Fenol (Sigma) en 10 mL de agua
destilada.

La muestra (tanto del precipitado como del sobrenadante) se llevé a un
volumen de 0.5 ml con agua destilada y se adicionaron 2.5 ml de la solucidon
C. La soluciéon se agitd en un vortex y se dejé reposar durante 5-10 minutos.
Posteriormente se agregd 0.25 ml de la solucidon C y se agitd nuevamente
dejdndose reposar 30 min en obscuridad. La absorbancia se leyd a una
longitud de onda de 750 nm en una espectrofotobmetro Beckman DU
modelo 650 (San José, California, EUA).

La curva patréon se prepard con una solucidn de 500 mg/mL de

seroalbumina bovina (Sigma) diluida a diferentes concentraciones 0, 20, 40,
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60, 80 y 100 ug/mL. La concentracidon de proteina en las muestras se

extrapolé de una curva patréon ajustada y los datos se sometieron a un ajuste

de regresion.

CURVA PATRON DE PROTEINA

Se empled seroalbUmina bovina (Sigma) diluida a diferentes concentraciones

(0, 20, 40, 60, 80 y 100 ug/mL). La determinacion de proteina se realizd por el

método de Lowry.

1
__ 08
£ _—
o 0.6
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>

/
<
0.2 —
0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100
Concentracién de proteina (microgramos/mlL)

Curva patréon para la determinacion de proteina por el método de Lowry

(1951).

La curva gjustada es Y =0.04110 + 0.0090745 X con una R2=0.9952
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ANEXO I

CURVAS DE DENSIDAD OPTICA, UFC/ML Y PESO SECO

10 2.5
L8 2 g
£
g 1 | o
- %)
g ¢ 4
= 4

2 / 05 <

0/ T 1 1 1 1 0

0 0.038 0.26 0.7 1.5 2.4 3.225
Biomasa (g/L)

—— LOG UFC/mL
—8— Absorbancia

Curvas de densidad 6ptica, peso seco y logaritmo de cuenta viable, en
medio de cultivo APT con la bacteria de Lactobacillus buchner

i
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10
8 42
6 / 15

ABS obs (640 nm)

LOG UFC/mL

0 0.041 0.29 0.68 1.45 2.7 3.3
Biomasa (g/L)

—— LOG UFC/mL
—— Absorbancia

Curvas de densidad 6ptica, peso seco y logaritmo de cuenta viable, en
medio de cultivo APT con la bacteria de Lactobacillus paracasei

Pardmetros de la curva de densidad Optica (D.O.) contra peso seco (g/L)

Coeficiente de correlacion Ordenada al orgien Pendiente Ecuacion
0.989* -2.55% 1.41%* D.O. = 1.41(peso seco)-2.56
0.98** -2.261%* 1.382%* D.O. = 1.382(peso seco) —
2.261

*Datos obtenidos para la cepa de Lactobacillus buchneri crecida en medio APT

**Datos obtenidos para la cepa de Lactobacillus paracasei crecida en medio APT
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ANEXO I

PRUEBAS PRELIMINARES DE SELECCION DE CEPAS SENSIBLES:
ANALISIS TRUBIDIMETRICO A 640 NM

Cepas de coleccion sobre las que se evalud la sensibilidad a las
bacteriocinas empleando un andlisis turbidimétrico.
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Bacterias de coleccién Bacteriocina de Bacteriocina de
Lactobacillus Lactobacillus
buchneri paracasei
D.O. (promedio) D.O. (promedio)
SAB CB SAB CB
Lactobacillus sp. (B2) 1.40 1.40 1.55 0.90
Lactobacillus sake PC-1 11016 1.3 1.25 1.35 0.80
Pediococcus pentosaceus PC-1 11016 1.4 1.3 1.55 1.10
Staphylococcus xilosus DD-34 5000 509 1.6 1.1 1.45 0.85
Lactobacillus fructosus B-2041 1.5 0.9 165 1.1
Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495 1.4 0.7 1.45 0.9
Pediococcus cerevisiae NCTC 8066 1.1 1.2 1.35 1.40
Lactobacillus helveticus CNRZ450 1.3 1.35 1.25 1.20
Enterococcus sp. (76) 1.25 1.20 1.55 1.50
Enterococcus sp. (29) 1.1 1.1 1.35 1.30
Lactobacillus sp. (133) 1.35 1.30 1.45 1.55
Lactobacillus sp. (22) 1.40 1.45 1.55 1.60
Staphylococcus carnosus MC-1 02055 1.30 1.65 1.65 1.70
Lactococcus lactis ATCC 11454 1.55 1.60 1.45 1.45
Lactobacillus alimentarius BJ-33 50001855 1.70 1.1 1.60 1.65
Lactobacillus minor ATCC 119B 1.45 1.45 1.45 1.50
Lactobacillus amylophilus NRRL B-4437 1.35 1.40 1.65 1.70
Lactobacillus casei sp. rhamnosus NRRL B-445 1.45 1.35 1.35 1.40
Lactobacillus amylovorus NRRL B-4540 1.30 1.30 1.25 1.20
Lactobacillus hilgardii NRRL B-1127 1.40 1.45 1.60 1.65
Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139 1.55 0.90 1.65 1.1
Lactobacillus pentosus LP-1 31035 1.60 1.65 1.55 1.60
Lactobacillus brevis CETC 815 1.45 1.50 1.35 1.30
Pediococcus acidilactici 1.30 1.35 1.40 1.45
Streptococcus diacetilactici 1.20 1.35 1.50 1.55
Lactobacillus plantarum NRRL B-813 1.60 0.8 1.65 1.2
Leuconostoc mesenteroides subesp. 1.60 1.65 1.50 1.55
mesenteroides NRRL B-1118
Leuconostoc mesenteroides subesp cremoris 1.40 1.65 1.35 1.35
NRRL B-3232
Propionibacterium acidipropionici NRRL B-3568 1.25 1.20 1.40 1.50
Alteromonas putrefasciens ATCC 8071 1.75 1.85 1.70 1.65
Brochothrix thermosphacta ATCC 11509 1.65 1.70 1.55 1.60
Staphylococcus aureus 51 1.80 1.85 1.65 1.75
Escherichia coli 0157:H7 1.70 1.75 1.60 1.70
Micrococcus luteus 50 1.35 1.40 1.45 1.45
Pseudomona aeroginosus 1.65 1.70 1.60 1.60
Pseudomona fluorescens 1.45 1.50 1.55 1.60
Proteus mirabilis 1.60 1.60 1.45 1.45
Enterococcos cloacae 1.35 1.45 1.50 1.40
Enterococcus faecalis NRRL B-537 1.1 1.20 1.30 1.35
Saga L 1.65 1.10 1.0 0.9
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P1 (cepa aislada)
Pediococcus pentosaceus (JC)
L2 (cepa aislada)

Cepa 56 (cepa aislada)

1.20
1.45
160

1.35

1.25
0.90
1.1

1.40

1.35
1.40
1.50
1.40

0.80
1.40
1.55
0.80

Los simbolos se refieren a:

SB: sin actividad de bacteriocina (se agregd bacteriocina inactivada)

CB: con bacteriocinas

Los datos son el promedio de dos mediciones
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ANEXO IV

EFECTO EN EL HALO DE INHIBICION DE NISINA PRODUCIDA POR
Lactococcus lactis ATCC 11454 EMPLEANDO Lactobacillus

plantarum NRRL B-813 COMO CEPA SENSIBLE: ANALISIS DE
VARIANZA

Andlisis de varianza

Fuente de variacion Analisis estadistico
Pr> (modelo) P>
0.0471
Medio de cultivo 0.065
Concentracion de agar 0.9986

Concentracion de surfactante 0.012
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ANEXO V

EFECTO EN EL HALO DE INHIBICION DE NISINA PRODUCIDA POR
Lactococcus lactis ATCC 11454 EMPLEANDO Lactobacillus plantarum NRRL

B-813 COMO CEPA SENSIBLE; COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS
DE DUNCAN

Comparacion multiple de medias de Duncan
Fuente de variacion

Analisis estadistico

X*

Medio de cultivo MRS 10 A
APT 10 A

Concentracion de agar 1.5% 11 A
1.0 % 12 A

0.75% 12 A
Concentracion de surfactante 1.5 % 19 A
1.0 % 17 A

0.5 % 13 B

0.0 % 13 B

*

Didmetro del halo de inhibicion (mm).

Letras iguales no son
significativamente diferentes con una o = 0.05
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ANEXO VI

EFECTO DE DIFERENTES VALORES DE PH (CON EL EMPLEO DE
SOLUCIONES AMOR TIGUADORAS 5 MM) SOBRE EL DIAMETRO DEL
HALO DE INHIBICION DE Lactobacillus hilgardii NRRL B-1139

Didmetros del halo de inhibicidn obtenido mediante el empleo de soluciones
amortiguadoras a diferente valor de pH (3, 4, 5, 6,8 y 10)

Fuente de variacién Diametro del halo de inhibicién (mm)
pH

3 .

4 -

5 1

6 1

7 2

8 2

10 3

* La prueba se realizé empleando a Lactobacillus hilagrdii NRRL B-1139 como
microorganismo indicador. Las mediciones se realizaron por duplicado.
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ANEXO VII

EFECTO DE VARIABLES EXTRINSECAS EN LA PRODUCCION DE
BA(;TERIOCINAS POR Lactobacillus buchneri Y Lactobacillus paracasei:
ANALISIS DE VARIANZA
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ANEXO VI

EFECTO DE VARIABLES EXTRINSECAS EN LA PRODUCCION DE
BACTERIOCINAS PQR Lactobacillus buchneri Y Lactobacillus paracasei:
COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE DUNCAN
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ANEXO IX

EFECTO DEL PH EN LA PRODUCCION DE LAS BACTERIOCINAS DE
Lactobacillus buchneri Y Lactobacillus paracasei: ANALISIS DE VARIANZA

Andlisis de varianza

Fuente de variacion Analisis estadistico

Pr> (modelo) P>

0.020
pH 0.010
Tiempo 0..020
Cepa productora 0.010
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ANEXO X

EFECTO DEL PH EN LA PRODUCCION DE LAS BACTERIOCINAS DE
Lactobacillus  buchneri Y  Lactobacillus  paracasei:  COMPARACION
MULTIPLE DE MEDIAS DE DUNCAN

Comparacion multiple de medias de Duncan

Fuente de variacion Analisis estadistico
X*
pH 4.5 46.42 A
5.0 24.64 B
5.5 22.14 B
Tiempo (h)
0 0 F
4 13.33 E
8 23.33 D
12 45 B
16 83.33 A
20 33.33 C
24 19.16 D
Cepa productora Lactobacillus bucheneri 36.90 A
Lactobacillus paracasei 26.19 B

* Unidades de actividad/mL empleando como cepa sensible a Lactobacillus
hilgardi NRRL B-1139. Letras iguales no son significativamente diferentes con
una a = 0.05.
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ANEXO XI

PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN UN BIOREACTOR POR
Lactobacillus buchneri Y Lactobacillus paracasei: ANALISIS DE VARIANZA

Andlisis de varianza

Fuente de variacion Analisis estadistico
Pr> (modelo) P>
0.001
Tiempo 0.001
Cepa productora 0.020
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ANEXO XII

PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN UN BIOREACTOR POR

Lactobacillus  buchneri Y  Lactobacillus  paracasei: COMPARACION
MULTIPLE DE MEDIAS DE DUNCAN

Comparacion multiple de medias de Duncan

Fuente de variacion

Analisis estadistico

Ok

Tiempo

0 0 G

4 10 F

8 32.5 E

12 65 C

16 117.5 A

20 72.5 B

24 52.5 D

Cepa productora Lactobacillus buchneri 52.14 A

Lactobacillus paracasei 44.8 B

* Unidades de actividad/mL empleando Lactobacillus hilgardi NRRL B-1129

como cepa sensible. Letras iguales no son significativamente diferentes con
una o = 0.05.
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ANEXO Xl

MEDIOS DE CULTIVO

Agar MRS (g/L)

Polipeptona 10.0 g
Extracto de carne 10.0 g
Extracto de levadura 50 g
Glucosa 50 g
Tween 80 1.08 g
Fosfato dipotdsico 20g
Acetato de sodio 50g
Citrato de amonio 209
Sulfato de amonio 029
Sulfato de manganeso 0.05¢g
Agar bacteriologico 1509

Se aqjusta el pH del medio segun requerimientos. Se disuelven 70.3 por 1 litro

de medio de cultivo

Agua peptonada tamponada

Peptona 1009
Cloruro de sodio 509
Fosfato de sodio 909

Fosfato dipotdsico 1.5¢g
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pH final = 7.0 (aproximado)

Medio de cultivo TSA (g/1 L)
Peptona pancredtica caseina
Peptona de soya

Cloruro de sodio

Agar-agar

pH final 7.3 + 0.2

Medio TSB (g/L)
Peptona de caseina
Peptona de soya
Cloruro de sodio
Fosfato dipotdsico

Dextrosa

pH final = 7.3 (aproximado)

Medio de cultivo Palcam (g/L)
Peptona

Almidon
Cloruro de sodio
Agar-agar

D(-) manita
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1509
50¢g
50¢g

1509

17.09
30g
5.0g
259
259

2309
1.09g
5.0g

13.09g

10.0g



Citrato de amonio y hierro (Ill)
Esculina

Glucosa

Cloruro lifico

Rojo de fenol

PH: 7.0+ 0.2 a 25°C

APT Broth (g/L)

Caseina digerida por enzimas pancredticas
Extracto de levadura

Cloruro de sodio

Fosfato de potasio

Citrato de sodio

Dextrosa

Polisorbato 80

Sulfato de magnesio

Cloruro manganoso

g
Sulfato ferroso

Carbonato de sodio

pH final 6.7 + 0.2
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0.5¢g
0.8g
0.5¢g
1509
0.08 g

10.0g
/.59
5.0g
50¢g
50¢g
10.0g
029
0.8¢g

0.04 g
1.25¢g

0.14
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