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RESUMEN

Las bacteriocinas producidas por las Bacterias Acido Lacticas (BAL), son
péptidos antimicrobianos con capacidad de inhibir microorganimos patdégenos
perjudiciales para la salud humana, por lo tanto representan una excelente
estrategia para evitar el uso de conservadores quimicos.

En el presente proyecto se logré realizar la purificacion de ocho cepas de
Bacterias Acido Lacticas (BAA, BS1, LC1, LC2, BD, BD2, X y XE) observando
sus caracteristicas macroscopicas y microscépicas de cada una. Se evalud la
produccién de biomasa haciendo un especial énfasis en las bacteriocinas
producidas para evaluar su efecto antimicrobiano e inhibitorio contra tres
bacterias patdgenas (Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli), utilizando el método de Difusién en disco (Kirby y Bauer). Estas son
sustancias antimicrobianas que han demostrado ser eficaces como
bioconservadores en alimentos, para el control de diversos microorganismos que
dafan la salud del consumidor. Ademas, se hizo el intento de llevar a cabo la
identificacion molecular de las diferentes cepas aisladas para identificar el gen
16S del ADN ribosomal y asi determinar el género y la especie de las bacterias
acido lacticas.

Palabras Claves: Bacterias Acido Léacticas (BAL), Actividad antimicrobiana,

Bacteriocinas, Efecto inhibitorio, Bioconservador.

Correo Electronico; Maria de los Angeles Carrera Vega.

mary angelzO5@hotmail.com
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se ha implementado la busqueda de cémo evitar el uso de
conservadores quimicos. La utlizacion de aditivos con propiedades
antimicrobianas ha sido la manera mas aceptada para prolongar la seguridad y
calidad de alimentos de una manera natural. Ademas, no solo son interesantes
en la industria alimentaria por inducir el desarrollo de caracteristicas
organolépticas y estructurales deseables en los alimentos, sino también, por
inhibir en ellos el desarrollo de microorganismos perjudiciales, alterantes y
patégenos; por ello se penso en la posibilidad de utilizarlas para extender la vida
atil de los alimentos y mejorar su calidad higiénica. (Wagner Luiz Moreira, 1993).
Son un grupo de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, no pigmentadas y
capaces de crecer en un rango de pH entre 4.0 y 4.5; anaerobias facultativas o
micro aerofilicas, cuyo metabolismo es fermentador. Las BAL requieren de una
serie de componentes, como: aminodcidos, péptidos, purinas, pirimidinas y
vitaminas tales como la vitamina B, el &cido pantoténico, la biotina y el acido
félico, las cuales no pueden ser sintetizados por ellas mismas, debido a lo cual
deben encontrarse en el medio de crecimiento. Con respecto a las temperaturas
en que se desarrollan estos microorganismos, hay: Mesdfilos, que crecen entre

25-30°C y termofilos, cuyo rango de temperatura se encuentra entre 40-44°C.

Cabe mencionar que estas bacterias no sélo producen acidos organicos, sino
también tienen la capacidad de producir otras sustancias, como: Peroxido de
hidrogeno (H202), Acetaldehido, Radicales libres y otros metabolitos como
moléculas no proteicas y bacteriocinas. El término bacteriocina fue usado
inicialmente por Jacob en 1953 para designar proteinas con actividad

antibacteriana.

Las bacteriocinas que producen las bacterias acido lacticas son las sustancias
antimicrobianas mas interesantes, ya que debido a su naturaleza proteica, son
inactivadas por las enzimas proteoliticas del tracto gastrointestinal y no son
toxicas, ya que son rapidamente digeridas por las proteasas en el tracto digestivo

humano, inactivandose sin llegar a formar compuestos secundarios. Esta
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caracteristica las posiciona como los mejores candidatos para conservar
productos, ya que tienen como funcién inhibir el crecimiento de microorganismos
patogenos en el alimento, lo cual las hace muy importantes. Generalmente son
termorresistentes, lo que les permite mantener su actividad antimicrobiana a

temperaturas similares a las de pasterizacion y esterilizacién de la leche.

En el proceso de fermentacion, los microorganismos emplean carbohidratos y
compuestos relacionados como fuente de energia que son oxidados
parcialmente generando acidos organicos. Durante este proceso los &cidos
organicos resultantes se acumulan y se produce un gradual descenso del pH
(<4.5-5.0), ademas, el periodo de fermentacion favorece la producciéon de

biomasa.

Las variaciones de las condiciones en el cultivo de Bacterias Lacticas, como por
ejemplo temperatura y tiempo, ejercen un profundo efecto en la produccion de
bacteriocinas activas. Generalmente, se producen mas bacteriocina cuando la
cepa productora se cultiva a su temperatura 6ptima de crecimiento. El desarrollo
de la cepa productora a temperaturas elevadas puede suprimir completamente
la produccién de bacteriocina y, algunas veces eliminar irreversiblemente esta

propiedad.

El presente proyecto tiene como finalidad, purificar, identificar y evaluar el efecto
antimicrobiano y las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de ocho
cepas de bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de diferentes fuentes, como:

leche materna, leche de cabra, y leche de vaca.

Para llevar a cabo este estudio, las bacterias acido lacticas se incubaran dando
las mejores condiciones de crecimiento para obtener una excelente produccion
de biomasa y por consiguiente una deseable produccién de bacteriocinas y
evaluar su efecto antimicrobiano contra bacterias patégenas (Salmomella typhi,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Las cepas de BAL fueron reactivadas

para su identificacion del género y la especie mediante la técnica de
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secuenciacion del gen 16s. Este proceso incluye la produccion de células del
cultivo, la extraccién de ADN de las cepas, asi mismo se mide la cantidad y
calidad de ADN y finalmente se amplifico el gen 16s por PCR.

2. JUSTIFICACION

En la actualidad, se han identificado serios problemas relacionados directamente
con las limitadas formas de conservacion de los alimentos frescos, sumando al
hecho de la continua exigencia de disminuir y prohibir cada vez mas el uso de
conservadores y aditivos quimicos en los alimentos, debido a los efectos
adversos que puedan causar en la salud del consumidor. Esto obliga a la
busqueda de metodologias alternativas para conservar los alimentos. El uso de
bacterias &cido lacticas (BAL) en la bioconservacion de alimentos ha tomado
gran importancia en los ultimos afios debido a la capacidad para controlar
microorganismos patégenos y alterantes. La bioconservacion se refiere a la
extension de la vida util de los alimentos usando una microflora natural o

controlada y sus productos antibacteriales.

Debido al origen proteico de las bacteriocinas, éstas son susceptibles al ataque
de enzimas proteoliticas, inactivandose durante su paso por el tracto intestinal,
no siendo absorbidas como compuestos activos y sin causar riesgos

relacionados con su uso.

Con esta informacion surge una gran preocupacion en reducir el uso de aditivos
quimicos en la conservacion de alimentos, y por consiguiente aumentar la
conservacion de alimentos a través de agentes antimicrobianos naturales, para
el bienestar de los consumidores. Por lo tanto, en esta investigacion se desea
complementar un poco mas el conocimiento e informacién acerca del uso de
aditivos biolégicos, para esto es necesario analizar el comportamiento de
diferentes cepas de bacterias acido lacticas aisladas de muestras de leche y
mejorar sus condiciones para obtener resultados deseables en su actividad

inhibitoria.
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La produccién de bacteriocinas genera una ventaja importante para el productor,
ya que si esta se encuentra en cantidades suficientes, puede inhibir el
crecimiento de bacterias que compiten por la misma fuente de nutrientes,

resultado de gran utilidad en la industria alimentaria.

Ademas, es importante poseer una buena informacioén sobre la composicion y
estructura de las bacteriocinas, ya que conviene determinar y conocer el mayor
namero posible de sus propiedades para asegurar su uso. La accion inhibitoria
de las bacteriocinas no es directamente proporcional a la concentracion
empleada, habiéndose reportado una disminucion en la capacidad inhibitoria
sobre algunas bacterias sensibles cuando se emplean altas concentraciones de

bacteriocinas.

3. HIPOTESIS

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las diferentes cepas de
BAL son muy variables, debido a la fuente de donde se aislaron. Durante la
fermentacién, a mayor periodo de incubacion las cepas producen mayor cantidad
de bacteriocinas. El efecto antimicrobiano de las bacteriocinas depende del
tiempo y la temperatura aplicada durante el calentamiento del extracto. La
extraccion de ADN de las Bacterias acido lacticas da la certeza del género y la

especie del microorganismo aislado.

4. OBJETIVOS:

4.1. Objetivo General.
e Evaluacién del efecto antimicrobiano e inhibitorio de las bacteriocinas
producidas por las mismas bacterias acido lacticas de muestras de

leche de la region.
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4.2. Objetivos especificos.
¢ Aislamiento de cepas de bacterias acido lacticas, asi como su analisis

macroscopico y microscopico.

e Produccion de bacteriocinas y evolucion de su efecto antimicrobiano.

e Andlisis de parametros cinéticos de crecimiento.

e Identificacion molecular de las diferentes cepas mediante la

secuenciacion del gen 16s del ARN ribosomal.

5. REVISION DE LITERATURA

Entre 1857 y 1863 Louis Pasteur estudio la fermentacion acido lactica. Lister en
1877 obtiene el primer cultivo puro de Streptococcus lactis.

A principios del siglo XX E. Metchnikov estudio los efectos benéficos del
consumo de leche fermentada al apreciar la longevidad y buena salud de los
campesinos bulgaros que consumian grandes cantidades de yogurt, y concluy6
que las bacterias lacticas aportadas por la misma favorecian la flora intestinal y
generaban sustancias que impedian el desarrollo de bacterias patdgenas. A
causa de su investigacion Metchnicov recibié el Premio Nobel en 1908. (Olivera,
J. 2011).

5.1. Bacterias acido lacticas y sus caracteristicas.
Las bacterias del &cido lactico son organismos inmoviles, de forma bacilar o
esférica (Figura 1), no esporulados, anaerobios, microaerofilicos o
aerotolerantes; oxidasa, catalasa y bencidina negativas, carecen de citrocromos,
no reducen el nitrato a nitrito y tienen un conjunto de propiedades metabdlicas y
nutricionales poco corriente. Su nombre deriva del hecho de que sintetizan ATP
através de fermentaciones de carbohidratos que dan &cido lactico como principal
(y a veces unico) producto final. (Roger Y. Stanier et al., 1992).
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Figura 1. Formay disposicion de las células en tres géneros de bacterias del

(a) (b) (c)

acido lactico: (a) Lactobacillus; (b) Streptococcus; (c) Pediococcus. (Royer Y.
Stanier et al., 1992).

Las bacterias del acido lactico son todas anaerobias aerotolerantes que crecen
facilmente sobre la superficie de medios sélidos expuestos al aire. Sin embrago,
son incapaces de sintetizar ATP por respiracion, lo cual es un reflejo de su
incapacidad para sintetizar citocromos y otras enzimas que contengan grupos
hemo. Aunque pueden realizar oxidaciones limitadas de unos cuantos
compuestos organicos, mediadas por enzimas flavoproteicas, bien sean
oxidasas o peroxidasas, estas oxidaciones no se acompafian de formacién de
ATP. Los rendimientos del crecimiento en las bacterias del &cido lactico no son,
por consiguiente, afectados por la presencia o ausencia de aire, constituyendo
la descomposicidon fermentativa de los azlcares como fuente de ATP en ambas

condiciones.

Una caracteristica comun en las bacterias del acido lactico es la carencia de
superéxido dismutasa y el precisar grandes cantidades de manganeso en el
medio de crecimiento; ello indica que el Mn?* puede ser empleado en el grupo
como sustituto de la superéxido dismutasa. De hecho, el Unico miembro en el
que se ha demostrado actividad superoxido dismutasa detectable es

Streptococcus.
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5.1.1. Morfologia macroscépica

Aun creciendo en medios muy ricos, las colonias de las bacteria del acido lactico
(Figura 2) siempre son relativamente pequefias (tienen como mucho unos
cuantos milimetros de didmetro), son redondas y lisas. Casi nunca estan
pigmentadas; como resultado de la ausencia de citocromos la colonia tiene un
aspecto blanco como el yeso, muy caracteristico. El pequefio tamafio de las
colonias de estas bacterias es atribuible, en primer lugar, a los bajos
rendimientos del crecimiento, consecuencia de su metabolismo exclusivamente
fermentativo. Gran parte del volumen de la colonia corresponde al polisacéarido.
Como los dextranos y los levanos son solo sintetizados a partir de la sacarosa,
las especies en cuestion forman las tipicas colonias pequefias sobre medios que

contienen cualquier otro azucar utilizable. (Roger Y. Stanier et al., 1992).

Figura 2. Colonias de bacterias del acido lactico: Streptococcus lactis.

5.1.2. pH
Una caracteristica fisioldgica definitiva de las bacterias del acido lactico es su
elevada tolerancia a los acidos. Las BAL son &cidos tolerantes pudiendo crecer
algunas a valores de pH tan bajos como 3.2, otras a valores tan altos como 9.6,
y la mayoria crece a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir naturalmente en
medios donde otras bacterias no aguantarian la aumentada actividad producida
por los acidos organicos (Ramirez R. J. et al., 2011).
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Aunque las bacterias cocoides pueden iniciar su crecimiento en medios neutros
o alcalinos, la mayoria de las formas bacilares no pueden crecer en medios con
un pH inicial mayor a 6. El crecimiento de las bacterias del acido lactico continda

hasta que el pH ha bajado, por la fermentacion, a un valor de 5 0 menos.

5.1.3. Oxigeno en el medio
El caracter microaerofilico de las bacterias lacticas es también variable, si bien
ciertas especies necesitan condiciones aerobias para desarrollarse en

determinados sustratos.

Los anaerobios sélo se desarrollan en anaerobiosis estricta. Sin embargo, dentro
de los facultativos debemos distinguir aquellos que tienen la capacidad de
alternar un metabolismo oxidativo aerobio con otro fermentativo, de aquellos
otros que nunca pueden utilizar el Oz como aceptor final de electrones, pero que
fermentan indistintamente en presencia y en ausencia de aire. Muchas bacterias
lacticas crecen mejor en una atmésfera que contenga del 5 al 10% de CO:z y

algunas no crecen sin este requisito.

5.1.4. Temperatura
Con respecto a las temperaturas en se desarrollan estos microorganismos, los
hay: Mesdfilos, que crecen entre 25-30°C y termofilos, cuyo rango de
temperatura se encuentra entre 40-44°C.

5.1.5. Medios de crecimiento
Las BAL son microorganismos auxotrofos, es decir, requieren una serie de
componentes para su multiplicacibn como: glucosa y lactosa, ademas de
aminoacidos, péptidos, purinas, pirimidinas y vitamina (vitamina B, &cido
pantoténico, biotina y acido félico) que no pueden ser sintetizados por ellos

mismos, debido a lo cual deben encontrarse en el medio de crecimiento.
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La leche es el medio tipico y satisfactorio para la proliferaciéon de las BAL. Sin
embargo, otros alimentos son también excelentes medios de crecimiento y
produccion de metabolitos de bacterias lacticas, entre ellos se encuentran las

masas de cereales, los vegetales y la carne (Ramirez R. J. et al., 2011).

5.1.5.1. Agar MRS

Las bacterias acido lacticas crecen bien en el medio MRS tanto liquido (caldo)
como sélido (agar). El agar MRS fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y
por su formulacion permite el adecuado desarrollo de lactobacilos y otras
bacterias acido lacticas.

La proteasa peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa
constituyen la fuente nutritiva, ya que aportan nitrégeno, carbono, vitaminas y
minerales. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del crecimiento de

bacterias Gram negativas. El agar es el agente gelificante (Britanialab).

5.2. Tipos de fermentacion de carbohidratos por BAL
Hacia 1920, S. Orla Jensen sefalo que las bacterias del acido lactico podian
dividirse en dos subgrupos bioquimicos, que se distinguen por los productos
formados a partir de la glucosa: Los homofermentadores convierten la glucosa,
de modo casi cuantitativo, en acido lactico; Los heterofermentadores la
convierten en una mezcla equimolecular de acido lactico, etanol y CO2. El modo
de fermentar la glucosa puede determinarse de manera muy simple mediante la
deteccion de la produccion de CO2. Sin embrago, como la cantidad producida
por los heterofermentadores es muy pequefia (un mol por mol de glucosa

fermentada) su deteccién requiere un procedimiento especial.

La explicacion metabdlica de la dicotomia de los tipos fermentativos existentes
en las bacterias del acido lactico fue descubierta muchos afios mas tarde. Los
homofermentadores descomponen la glucosa a través de la ruta de Embden-
Meyerhof-Parnas (Figura 3). Los heterofermentadores, en cambio, no pueden

utilizar esta ruta ya que carecen de una enzima clave, la Fructosa-difosfato
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aldosalasa, que cataliza la escision del azucar-fosfato. (Roger Y. Stanier et al.,
1992).

Glucosa
AT
ADP

Glucosa 6-fosfato

Fructosa 6-fosfato

ATP
ADP

Fructosa 1,6-difosfato

Gliceraldehido _, Dihidroxiacetona
3-fosfato _— fosfato
NAD- L2
INADH

2 acido 1,3-difosfoglicérico
2ADP

2ATP
2 dcido 3-fosfoglicérico

21,0
Acido 2-fosfoenolpiruvato

2ADP
ZATP

2 jcido pirivico
INADH
MADS

2 Acido lactico

Figura 3. Ruta de Embden Meyerhof Parnas (EMP) por la que las bacterias

homofermentadoras del acido lactico convierten la glucosa en acido lactico.

Estos organismos catabolizan la glucosa a través de la ruta oxidativa de las
pentosas fosfato (Figura 4); esta fermentacién da como resultado proporciones
estrictamente equimoleculares de los tres productos: acido lactico, etanol y COo.
Una de las principales diferencias entre las dos rutas esta en sus rendimientos
netos de ATP: dos moles por molécula de glucosa fermentada en la ruta

homofermentativa y solo un mol a través de la ruta heterofermentativa.
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L~ ATP
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Glucosa 6-fosfato
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e NADH
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e NADH

C0, ="~ Ribulosa 5-fosfato
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| —AaDP NADH
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Acido 3-fosfoglicérico Etanol
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Acido fosfoenolpirivico
ADP
C:.—\ 115
Acido pinivico
NADH
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Acido lictico

Figura 4. Ruta del catabolismo de la glucosa por las bacterias

heterofermentadoras del acido lactico.

Dos lactobacilos heterofermentadores, L. brevis y L. buchneri, no pueden crecer
anaerobicamente con glucosa porque son incapaces de efectuar la reduccion del
acetil fosfato a etanol, esencial para mantener el equilibrio redox total. Sin
embrago, pueden fermentar glucosa aerobicamente reoxidando NADH a
expensas de Oz mediante una enzima flavoproteica. La reaccion total de la

fermentacién de la glucosa bajo estas condiciones se convierte en:
Glucosa + O2 — Lactato + Acetato + 2H20
Ambas especies pueden crecer anaerébicamente a expensas de otra hexosa, la

fructosa, porque poseen un manitol deshidrogenasa que determina la reduccion

de este cetoazucar al polialcohol manitol:

12
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Fructosa + NADH + H* Manitol + NAD*

Esta reduccion mantiene el equilibrio redox bajo condiciones anaerdbicas,

siendo la ecuacién general para la fermentacion de la glucosa:

3 Fructosa Lactato + Acetato + CO2 + 2Manitol

5.3. Clasificacion en géneros

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes es basada en principio en la
morfologia, modo de fermentacién de la glucosa (homofermentativas y
heterofermentativas), el crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion
del acido lactico producido, habilidad para crecer a alta concentracion de sal y
tolerancia acida o alcalina. En la naturaleza existen los siguientes géneros:
Aerococcus, Alloinococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weisella. Sin embargo, los géneros mas representativos son: Lactobacillus,
Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc. (Ramirez R. J. et
al., 2011).

Dichos géneros se ubican taxondmicamente dentro del Phylum Firmicutes, en la

clase Bacilli, orden Lactobacillales (Figura 5).
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Streptococcus

Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus

Lactococcus

o \\ Trichococcus
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\\ L= Carnobacterium
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Lactobacillus sakei
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e
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Lactobacillus, ‘\\
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Figura 5. Arbol filogenético de los géneros de bacterias acido lacticas, basado

en la secuencia del gen 16S del ADN ribosomal.

5.4. Uso de BAL en leches fermentadas y otros alimentos.
La fermentacién de la leche para la elaboracién de diversos productos es una
practica muy antigua. Las leches fermentadas son productos preparados a partir
de la leche entera, parcial o totalmente descremada, concentrada o bien
sustituida y fermentada por medio de microorganismos especificos, siendo los

principales las BAL.

La transformacion de la leche en alimentos fermentados representa varias
ventajas. La mas evidente de éstas es la conservacion, ya que estos productos
tienen una vida de anaquel mas larga que la de la leche natural; ademas

presentan menor riesgo de contagio de toxiinfecciones que el producto fresco,
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debido a los distintos compuestos antimicrobianos producidos por BAL que
intervienen en la fermentacion, las cuales inhiben el desarrollo de

microorganismos patogenos y productores de toxinas.

Las principales funciones de las bacterias lacticas en productos lacteos son: la
produccion de &cido, la inhibicion de microorganismos indeseables, la reduccion
de riesgos higiénicos, la coagulacion de la leche, la reduccion del contenido de
azucares, formacion de aromas producidos por el diacetilo y acetaldehido en la
mantequilla, la formacion de gas requerida para la formacion de hoyos en ciertos
tipos de quesos y la protedlisis necesaria durante la maduracion de los mismos,
(Figura 6, Tabla 1). Ademas, las BAL disminuyen la lipdlisis, lo cual evita la

rancidez en productos lacteos. (Ramirez R. J. et al., 2011).

Figura 6. Diferentes variedades de quesos.
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Tabla 1. Bacterias &cido lacticas utilizadas en la elaboracion de productos

lacteos.

Productos
Yogurt

Bebidas fermentadas

a base de leche

Quesos

Mantequilla madura

Crema acida

Yakult

Bacterias principales

Lactobacillus bulgaricus,

Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus
thermophilus.
Lactobacillus herveticus,
Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris
Streptococcus lactis,
Streptococcus
diacetilactis.
Lactobacillus lactis,
Streptococcus
diacetilactis
Streptococcus lactis
Streptococcus cremoris
Lactobacillus cremoris

Streptococcus lactis spp.

Diacetilactis
Lactobacillus casei

Usos

Provee sabor, gusto suave

y delicado y promueve la
cuajada, mejora la dijestion,
absorcién, contribuye a
promover la salud.

Adiciona sabor, contribuye
a promover la salud.

Promueve el cuajado,
provee aroma y sabor.

Promueve moderado sabor
agrio y aroma.

Promover sabor
caracteristico  (pequefias
cantidades de acetaldehido
y grandes cantidades de
diacetilo.

Promueve moderado sabor

CARRERA-VEGA
2015

agrio y aroma, contribuye a
promover la salud.

Ademas del uso de las BAL en la elaboracion de leches fermentadas y diversas
variedades de quesos; siendo estas las aplicaciones principales, dicho tipo de
microorganismos también son utilizados en el procesamiento de carnes, bebidas
alcoholicas y vegetales para obtener productos tales como salchichas, jamones,
curados, vinos, cerveza, licores fortificados, aceitunas, encurtidos y col agria,

entre otros (Tabla 2).

Tabla 2. Utilizacién de las principales bacterias acido lacticas.

Género Principales especies y aplicaciones

Streptococcus  S. lactis, S. cremoris. Mantequilla, queso, yogurt.

S. thermophilus. Yogurt, queso.

P. cerevisiae. Cerveza, carne procesada.

P. halophilus. Salsa de soya.

L. mesenteroides, L. citrovorum. Alimentos fermentados, produccion de
dextran.

L. bulgaricus. Yogurt, bebidas fermentadas a base de eleche.

L. helveticus. Queso, yogurt, bebidas a base de leche fermentada.

L. acidofiphilus. Yogurt, bebidas a base de leche fermentada, preparacion
de lactobacillus.

Pediococcus
Leuconostoc

Lactobacillus
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L. casei. Quesos, leche refinada, bebidas a base de leche fermentada,
preparacion de lactobacillus.
L. plantarum. Diversos alimentos fermentados, ensilajes.
L. fermenti, L. brevis. Productos fermentados.

Bifidobacterium  B. bififum, B. infantis, B. longum. Leche fermentada, preparacion de
bacterias lacticas.

5.5. Componentes antimicrobianos producidos por BAL.

La accidn conservadora de las BAL es debido a la inhibicién de un gran nimero
de microorganismos patdgenos y dafinos por varios productos finales de la
fermentacion. Estas sustancias son: Acido lactico, acido acético, perdxido de
hidrogeno, diacetilo, bacteriocinas y productos secundarios generados por la
accion de lactoperoxidasa sobre el peréxido de hidrégeno y tiocia. ((Ramirez R.
J.yetal., 2011).

La primera descripcion de actividades relacionadas con las bacteriocinas se
publicé hace méas de ochenta afos, cuando se descubrié un antagonismo entre
cepas de Escherichia coli. Originalmente, estas sustancias fueron llamadas

colicinas.

5.6. Bacteriocinas y sus caracteristicas.

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos heterogéneos, con diferentes
niveles y espectros de actividad, mecanismos de accidén, peso molecular y
propiedades fisicoquimicas. Estas pueden ser sintetizadas por bacterias Gram
positivas y Gram negativas; sin embargo, las producidas por las BAL han sido
de gran interés por la industria alimentaria debido a las siguientes razones: se
encuentran facilmente en BAL comerciales (Lactococcus, Lactobacillus y
Pediococcus), son consideradas seguras para su consumo, no son toxicas para
las células eucariotas y presentan un espectro de inhibicion mas amplio en
comparacién con los espectros de las bacteriocinas sintetizadas por Gram
negativas.

Las bacteriocinas, metabolitos secundarios de las BAL, se definen como
productos de la sintesis ribosdmica, conformado por péptidos entre 20 y 60
aminoacidos (lactococinas A, B, M, y G, lactacina B y helveticina J, entre otras).

Son secretados extracelularmente y presentan una alta actividad bactericida o
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bacteriostatica sobre cepas de microorganismos patdgenos Yy deteriorativos de

alimentos. (Beristain Bauza et al., 2012).

Tagg y col.,, en 1976, propusieron tres criterios para considerar un compuesto
producido por una bacteria gram positiva como una bacteriocina: que sea una
proteina activa: que un espectro de inhibicion estrecho y que sea bactericida
para especies sensibles; si bien incluyeron también a aquellos péptidos que,
producidos por algunas gram positivas, poseen un amplio espectro de inhibicion.
De este modo, los compuestos con accién inhibitoria, que no cumplieran estos
requisitos se nombrarian como BLIS (Bacteriocin Like Inhibitory Subtances).A
continuacion se presentan las caracteristicas fundamentales de algunas

bacteriocinas reconocidas hasta la actualidad. (Vazquez M., 2011).

Tabla 3. Caracteristicas de las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas.
Notaciones: N.D. = No determinado; N.R. = Referencia no encontrada.

Bacteriocina Cepa Masa Estabilidad  Sensibilidad Espectro de Referencia

Productora molecular inhibicion
(Da)

Lacticina  Lactococcus ~~ ProteinasaK, Ac.  Acético, Ryany col.,
Lactis N.D. tripsina, Bacilo, 1996
DPC3147 100°C/10min. pronasa E, Enterococcus,
pH <5; quimotripsina, = Lactobacillus,
catalasa pepsina Lactococcus,
Leuconostoc,
Listeria,

Pediococcus,

Staphylococcus,
Streptococcus,
Diplococina Lactococcus 5,300 -75°C T > 4°C; Lactococcus, Rogers,
lactis spp. quimotripsina, = lactis spp.  1928;
Cremoris 346 tripsina, Cremoris Oxford,
pronasa, 1944
pepsina
Lactococinal Lactococcus 6,000 100°C/30 Enzimas Lactococcus, Geis y col.,
lactis spp. min. proteoliticas = Clostridium 1983.
Cremoris AC1 pH=4.5-7
Lactococinas | Lactococcus N.D. N.D. N.D. N.R. Van Belkum
NyM lactis spp. y col,, 1991

Cremoris 9B4
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Lactococina
B

Bacteriocina

S50

Curvacina A

Lacticina A

Lacticina B

Sakacina M

Sakacina P

Carnocina

ul49

Enterocina A

Enterocina B

Enterocina P

Lactococcus
lactis spp.
Cremoris 9B4
Lactococcus
lactis spp.
Diacetylactis
S50
Lactobacillus
curvatus LTH

1174

Lactobacillus
delbrueckii spp.
Lactis
Lactobacillus
delbrueckii spp.
Lactis
Lactobacillus
sake 148

Lactobacillus
sake LTH 673

Carnobacterium

piscicola U149

Enterococcus
faecium
CTC492
Enterococcus
faecium T136

Enterococcus

faecium P13

5,300

N.D.

3,000-

5,000

N.D.

N.D.

4,640

3,000-
5,000

3,610

4,282

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

100°C/3 min.

Pepsina

N.D.

N.D.

80°C/60 min.
150°C/9 min.

100°C/30 min
Pepsina

121°C/15
min. pH<8

N.D.

N.D.

100°C/60
min.

121°C/15
min.

pH=2-11,

N.D.

N.D.

Proteinasa K,

Tripsina

60°C/10 min.,
proteasas

60°C/10 min.,

proteasas
Pepsina,
tripsina,
papaina,

proteasa.

Proteinasa K,

tripsina

Enzimas

proteoliticas

N.D.

N.D.

Enzimas

proteoliticas

CARRERA-VEGA
2015
N.R. Van Belkum
y col., 1991.
N.R. Kojic y col.,
1991.
Lactobacillus, Tichaczez y
Leuconostoc, col., 1992
Carnobacteria,
Listeria spp.,
Micrococcus,
Staphylococcus
Lactobacillus Toba y col.,
delbrueckii spp. = 1991
Lactis
Lactobacillus Toba y col.,
delbrueckii spp. 1991
Lactis
Lactobacillus, Sobrino 'y
Leuconostoc, col., 1991
Carnobacteria,
Listeria,
Staphylococcus
Lactobacillus, Tichaczez y
Leuconostoc, col., 1992
Carnobacteria,
Enterococcus,
Listeria
Lactobacillus, Stoffels vy
Pediococcus, col., 1992.
Carnobacteria,
Lactococcus
Listeria Aymerich y
col., 1996
L. Casaus vy
monocytogenes, = col., 1997
L. innocua
L. Cintas y
monocytogenes,  col., 1997.
L. innocua,
S. aureus,

C. perfringens,

C. botulinum
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5.6.1. Clasificacion de bacteriocinas

Hoy en dia, en funcidn de su caracterizacion bioquimica y genética, asi como su

mecanismo de accion se propone su division en cuatro diferentes clases.
(Vazquez M., 2011).

Clase I. Formada por los lantibiéticos péptidos de tamafio inferior a 5 KDa
que contienen aminoacidos pocos frecuentes tales como la
dehidroalanina (DHA), dehidrobutirina (DHB), lantionina y D-metil-
lantionina, generados por transformaciones postranscripcionales de los
aminodacidos ordinarios: serina, treonina, y cisteina (Liu y Hansen, 1990).

Incluye a la nisina, lactinina 481, carnocina Ul49 y la lactocina S.

Clase Il. Formada por péptidos no lantibidticos (<10 KDa), estables frente
al calor. Incluye a la pediocina PA-1, lactococinas A, B y M, leucocina A,
sakacinas Ay P, entre otras. Adicionalmente de esta clase se han definido
cuatro subgrupos:

lla: Péptidos con actividad antilisterial. Muestran una homologia en la
secuencia de aminoacidos més pronunciada en la parte N-terminal de los
péptidos, siendo las bacteriocinas mas representativas, la pediocina PA-

1, sakacinas Ay P, leucocina Ay curvacina A.

lIb: Formado por bacteriocinas cuya actividad depende de la accion
complementaria de dos péptidos. Representan este subgrupo las

lactocinas G y M, y la lactacina F.

llc: Formado por péptidos con el grupo tiol activado y que requieren para
su accion que los residuos de cisteina se encuentren reducidos. La

bacteriocina caracteristica de este subgrupo es la lactococina B.

Ild: Esta formada por un grupo variable de péptidos lineares entre los

cuales se encuentra la lactocoquina A de L. lactis.
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e Clase Illl. Formada por péptidos de gran tamafo (> 30 KDa) muy
termolabiles. Incluyen las helveticinas J y V-1829, la acidofilucina A y las

lactaninas Ay B.

e Clase IV. Formada por complejos lipo o glucoproteicos. Comprenden la

plantaricina S, leuconocina S, lactosina 27 y pediocina SJ-1.

5.6.2. Espectro de inhibicion
Las bacteriocinas poseen un espectro de inhibicién y una potencia de actividad
gue oscila entre casos como la nisina o pediocina AcH, fuertemente activas como
muchas cepas de bacterias Gram+ incluidos patégenos habituales en los
alimentos. Los mecanismos por los cuales las bacteriocinas inhiben o matan los
organismos sensibles no son aun bien conocidos. Montville y Bruno (1994)
presentaron una teoria unificada sobre el modo de accion de las bacteriocinas
de BAL que postula una permeabilizacion de la membrana citoplasmatica que

causaria una cascada de efectos adversos. (Vazquez M., 2011).

El espectro de inhibicibn de las bacteriocinas o sus extractos, puede verse
afectado segun el tratamiento a que son sometidos, como liofilizacién,
concentracion de sobrenadante, purificacién y neutralizacion entre otros. En el
caso particular de los extractos de bacteriocinas, la actividad es mayor cuando
son concentrados, pero es necesario tener en cuenta la termoresistencia para
evitar la alteracion de la funcionalidad de la bacteriocina. (Milena Vazquez, M.,
et al., 2009).
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Tabla 4. Espectro inhibitorio frente a microorganismos no lacticos de

Aeromonas hydrophila
Bacillus cereus

Bacillus coagulans

Bacillus licheniformis
Bacillus pumillis

Bacillus stearothermophilus
Bacullus subtilis
Clostridium bifermentans
Clostridium botulinum
Clostridium butyricum
Clostridium perfringens

Clostridium sporogenes
Clostridium Tyobutricum
Escherichia coli
Listeria innocua

Listeria ivanovil
Listeria monocytogenes

Listeria seeligeri

Listeria welchii

Proteus mirabilis
Pseudomona aeruginosa
Pseudomona fluorescens
Salmonella enteritidis
Salmonella infantis
Salmonella lyphimurium
Shiguella sp.
Stahhylococcus Aureus

Staphylococcus carnosus
Staphylococcus epidermis
Mycobacterium tuberculosis

bacteriocinas de BAL.

Sakacina A

Lactocina-S, Lactostrepcin-5,
Pediocina-AcH, Sakacina-A.
Nisina

Nisina

Termofilina

Nisina

Lacticina-481, Nisina, Temofilina.
Nisina

Nisina, Pediocina-AcH, Sakacina-A, Sakacina-P.
Nisina, Reuterina

Nisina, Pediocina-A, Pediocina-AcH,Pediocina-VTT,
Reuterina, Termofilina.

Nisina, Pediocina-A.

Lacticina-481, Lactocina-S, Pediocina-AcH.

Reuterina, Termofilina.

Lactacina-481, Lactocina-S, Pediocina-A, Pediocina-
AcH.

Pediocina-A, Pediocina- AcH, Pediocina-PAC1.
Curvacina-A, Enterocina-1146, Lactacina-S, Lacticina-
481, Leucocin-A, Nisina, Pediocina-A, Pediocina-AcH,
Pediocina-JD, Reuterina, Sakacina-A y Sakacina-P.
Pediocina — A

Lacticina-481, Pediocina-A.

Nisina

Termofilina

Termofilina

Reuterina, Termofilina.
Pediocina-VTT, Reuterina.

Reuterina, Termofilina.

Reuterina, Termofilina.

Nisina, Lacticina-481, Pediocina-A,
Plantaricina-S.

Curvacina, Lacticina-481, Lactocina-S, Pediocina-AcH.
Nisina

Nisina

Nisina, Pediocina-A,

Pediocina-AcH,

Fuente: (Castro albornoz y Valbuena colmenares, 2009)

5.6.3. Mecanismo de accion.

CARRERA-VEGA

Cotter et al. (2005) determinaron que las bacteriocinas de bacterias Gram
positivas presentan diferentes modos de accién de acuerdo a su clasificacion
(Figura 7).

El modo de accion de los lantibioticos se atribuye a la desestabilizacion (debido

a la formacion de poros) de las funciones de la membrana citoplasmética. La
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estructura de estos péptidos, a-hélice o B3-laminar, pueden formar dos caras, una
hidrofilica y otra hidrofébica creando oligdbmeros que pueden atravesar la
membrana formando poros. El lado apolar de la molécula se situara proxima a
los lipidos de la membranay el lado polar al centro del poro. Como consecuencia,
se observa una pérdida de iones K*, ATP y, en algunos casos aminoacidos y
moléculas pequefias. La pérdida de estas sustancias origina a su vez una
pérdida del potencial de la membrana, consumo de las reservas energéticas
celulares, descenso de la sintesis del ADN, ARN y proteinas, originando la
muerte celular (McAuliffe et al., 2001). Algunos miembros de la clase I, como la
nisina, han demostrado un modo de accién dual. La nisina, se une a la pared
celular mediante atracciones elstrostaticas, lo cual se facilita debido a la carga
positiva de este péptido y las cargas negativas de los componentes de la pared
celular. Posteriormente, la nisina se une al lipido Il, el transportador principal de
las subunidades de peptidoglicano desde el citoplasma a la pared celular, y por
lo tanto proviene la sintesis correcta de la pared celular, provocando la formacion
de un poro trasnmembranal permitiendo la salida de aminoacidos y ATP, lo que
conduce a la muerte celular (Cotter et al., 2005).

El mecanismo de accién de las bacteriocinas de la clase Il “bacteriolisinas” es
menos complejo con respecto a los lantibidticos y los no-lantibiéticos, ya que
actuan directamente sobre la pared celular de las bacterias Gram positivas lo

que conduce a la muerte y lisis de la célula (Cotter et al., 2005).
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Figura 7. Modo de accién de los lantibioticos (Clase 1), no-lantibioticos (Clase 1)
y bacteriolisinas (Clase Ill). (Adaptado de Cotter et al., 2005).

5.6.4. Propiedades bioquimicas de bacteriocinas
Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se inactivan por una o
mas enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancreético (tripsina y
a-quimotripsina) y algunas de origen gastrico, como la pepsina. Esta
caracteristica permite la utilizacién de bacteriocinas en productos alimenticios,
puesto que son inactivas durante su paso por el tracto gastrointestinal, sin ser
absorbidos como compuestos activos y sin causar los riesgos relacionados con
el uso de antibioticos (Katusic A., 2002), por lo tanto su ingesta resulta inocua

para el consumidor y no altera la microbiota intestinal normal.

5.6.5. Produccion de bacteriocinas
La produccion de bacteriocinas depende del crecimiento y actividad fisiolégica

de la cepa productora. De hecho, la mayoria de las bacteriocinas que se han
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estudiado hasta el momento presentan una cinética de metabolito primario y, en
consecuencia, su produccion esta correlacionada con el aumento de la biomasa.
Por otro lado, el control del pH a lo largo de la fermentacion puede resultar en

valores mas altos de actividad (Martinez Fernandez, 1996).

Consecuentemente, la naturaleza de la cepa productora, la composicion del
medio de cultivo (relacién entre carbono, nitrégeno y fésforo), las condiciones
de fermentacion (temperatura, tiempo de crecimiento, pH inicial y final,
generalmente entre 5.5 a 6.0, agitacion, aireacion, etc) son factores muy
importantes que influyen en la produccién de las bacteriocinas. Hay BAL que
producen mas de una bacteriocina, y en este caso el pH y temperatura del medio

juegan un papel muy importante en dicha produccién (Yin L. et al., 2004).

5.7. Pruebas de susceptibilidad a las bacteriocinas
Se basa en la formacion de halos de inhibicibn que causan los extractos de

bacteriocinas sobre el crecimiento en césped de un microorganismo sensible.

5.7.1. Método de Difusién en placa (Kirby y Bauer)
En este método se emplean discos de papel absorbente, impregnados con una
concentracion conocida del extracto antimicrobiano. Estos discos se colocan
sobre la superficie de la placa de agar, en la que se inocula una suspensién de
la cepa por probar. Cuando el disco se humedece, el antimicrobiano difunde
radialmente hacia afuera y crea un gradiente de concentracion por disco; asi, el
antimicrobiano esta en alta concentracién dentro del disco. El didmetro del anillo
de inhibicion en el agar dependerd de la sensibilidad o resistencia del
microorganismo a probar. Por esta razén es muy necesario controlar las
condiciones de cultivo, su espesor, el tiempo de incubacion y la concentracion
de bacterias inoculadas, entre otros factores. Si se presentan zonas de inhibicion
del crecimiento bacteriano alrededor de los discos, los diametros resultantes
permiten establecer si la cepa es resistente o susceptible al antimicrobiano

expuesto (Evelyn Rodriguez C. et al., 2005).
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5.7.2. Métodos en tubos
Se basa en cuantificar turbidimétricamente la disminucion de la densidad celular
de un cultivo del microorganismo indicador causada por la dosificacion de
diferentes concentraciones de extracto bacteriocinico. Es decir, una unidad de
actividad se define como la concentracion de bacteriocina necesaria para inhibir
la mitad de la poblacion inicial, o lo que es lo mismo, la dosis letal 50% (Vazquez
M., 2011).

5.8. Aplicacién de las bacteriocinas en alimentos.
La aplicacion puede realizarse, bien mediante la fermentacién del producto por
bacterias iniciadoras que sean, a su vez productoras (produccion in situ) -opcién
solo viable cuando la flora lactica es la mayoritaria-, o bien afiadiendo la
bacteriocina directamente en el alimento En la actualidad, la Unica bacteriocina

permitida como aditivo alimentario es la nisina (Vazquez M., 2011).

5.8.1. Productos lacteos

Los primeros estudios de aplicacidon de las bacteriocinas en quesos se remontan
en los afios 50, utilizdndose junto con los iniciadores cepas productoras de nisina
para prevenir la presencia de clostridios en la fabricacion del queso Gruyére.
Aunque en ocasiones la nisina producida alentaba el proceso y ocasionaba un
diferencia en las caracteristicas del producto final.

En la leche fresca y derivados, la aplicacién de bacteriocinas permite mantener
la vida atil de los productos reduciendo la temperatura de procesado. Lo mismo
sucede en la elaboracién de la leche en polvo.

5.8.2. Productos carnicos
Para alimentos carnicos, las bacteriocinas pueden llegar a sustituir el uso de
nitritos, sin embargo es necesario determinar la bacteriocina adecuada que no
requiera de una elevada concentracion de aplicacion (Rojas & Vargas, 2008).
Se han realizado estudios con nisina con el objetivo de reducir el nivel de nitritos
en carnes, los resultados muestran que se requieren altos niveles de nisina para

alcanzar un buen control de Clostridium botulinum debido a la unién de la nisina
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con particulas céarnicas, distribucion no homogénea, pobre solubilidad en
sistemas carnicos o a la posible interferencia en la actividad de fosfolipidos
carnicos (Abee, 2005).

La nisina no es la bacteriocina mas adecuada para aplicar en productos carnicos
no fermentados por su baja solubilidad al pH de la carne (lo que implica, a su
vez, una dificil distribucidn uniforme en el alimento) y su tendencia a absorberse
a las proteinas. Por ello, se ha propuesto su aplicacion inmobilizada en geles de

alginato (Vazquez M., 2011).

Con todo, la nisina se empled con éxito en panceta y carne de ternera

almacenadas al vacio y en salchichas.

5.8.3. Productos de pesca

Los estudios de aplicaciéon de bacteriocinas en productos de la pesca son
realmente escasos. En el caso del pescado fresco se debe a que son las
bacterias Gram positivas las principales responsables de su deterioro.

Los productos maritimos, tanto en empaque al vacio como en atmodsfera
modificada tienen un alto riesgo de infestacion o contaminacién por c. botulinum,
el uso de bacteriocinas ha demostrado ser efectivo en productos como langosta
y el salmén ahumado en el control de Listeria monocytogenes (Rojas & Vargas,
2008). En el caso del pescado fresco se debe su utilizacidbn a que son las

bacterias las principales responsables de su deterioro.

5.8.4. Productos enlatados y conservas
En alimentos enlatados como hongos, maiz, zanahoria, las bacteriocinas de
utilizan para el control de terméfilos esporulados, por ser productos de baja
acidez que reciben un tratamiento térmico minimo (Rojas & Vargas, 2008). La
nisina se utiliza para disminuir la intensidad del tratamiento térmico de los
alimentos enlatados mejorando la apariencia y sabor del producto final sin

comprometer la seguridad del alimento (Agudelo Londofio, N. 2013).
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5.8.5. Cervezay vino

La resistencia de las levaduras a la nisina permite que ésta pueda ser usada
para controlar el deterioro por bacterias acido lacticas en cervezas y vinos.

La nisina y la pediocina PA-1 por su resistencia a las levaduras se comportan
como un eficaz agente antimicrobiano frente a las bacterias lacticas en cervezas
y vinos, se utilizan para reducir la cantidad de dioxido de azufre usado en la
elaboracion del vino y para controlar las bacterias causantes de deterioro
(Agudelo Londoiio, N. 2013).

5.9. Bacterias patégenas.
Actualmente las bacterias lacticas no solo tienen importancia por su papel en la
produccion de alimentos fermentados sino también por la capacidad
antimicrobiana de las bacteriocinas que estas producen y que ha sido objeto de

investigacién durante las dos ultimas décadas.

Las bacteriocinas que producen las BAL han sido intensamente estudiadas por
su actividad antimicrobiana contra bacterias patdégenas tales como:

Staphylococcus aureus, Salmonella T., Escherichia coli, entre otras.

Los habitos de alimentacién de ciertas bacterias amenazan nuestra salud y
nuestro bienestar. Las bacterias patdégenas sintetizan sustancias toxicas que

producen dafios en el organismo humano, dando lugar a muchas enfermedades.

5.9.1. Salmonellatyphi

Esta especie es el agente responsable de la fiebre tifoidea, una infeccion
intestinal febril, potencialmente mortal. Los microorganimos de esta especie se
diferencian del resto de las especies de Salmonella en que solo infectan a los
seres humanos; entre los factores de virulencia se incluyen la invasividad de una
endotoxina, responsable de la elevada fiebre, tipica de esta enfermedad (John
L. etal., 1998).

Estas bacterias son mesofilicas que crecen en un rango de temperatura de 25°C

a 40°C, pero su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, con un pH 7.
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Figura 8. Una de las propiedades diferenciales de Salmonella typhi es su

motilidad. En las células se pueden visualizar sus flagelos.

5.9.2. Escherichia coli

Es un huésped constante del intestino del hombre y de los animales de sangre
caliente. Tiene el inconveniente de vivir poco tiempo en el ambiente
extraentérico, por lo que su presencia en los alimentos indica contaminacion
reciente. Se destruye a temperatura de pasteurizacion y también durante su
almacenamiento en frio, sobre todo a temperatura de congelacion. Es un germen
de forma bacilar, casi siempre mévil, Gram (-). Las cepas de E. coli producen
diferentes toxinas dando lugar a sintomas de enfermedad en el organismo
humano. Es mucho menos resistente que la salmonella (Pascual Anderson, M.
R., 2000).

Figura 9. Una caracteristica de E. coli, es su forma bacilar.
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5.9.3. Staphylococcus aureus
Es un importante patdgeno de los seres humanos, que causa una gran variedad
de sindromes clinicos. S. aureus es un coco Gram+, que suele presentar una
disposicion caracteristica en forma de racimo de uvas. La gastroenteritis
causada por la intoxicacion estafilocécica suele ir acompafada de vomitos,

diarrea y espasmos abdominales dolorosos (John L. et al., 1998).

Figura 10. Forma microscopica de S. Aureus.

5.10. Biologia molecular
El desarrollo del aislamiento, separacion y amplificaciéon de acidos nucleicos
desde 1975, ha llevado a la aplicacion de métodos basados en dichos &cidos
nucleicos para dar solucién a muchos problemas epidemiol6gicos e industriales
especificos. La biologia molecular se ocupa de estudiar los procesos celulares
implicados en la transmision de la informacion genética a nivel celular, esta
informacion genética esta localizada en unidades discretas (genes) los cuales

codifican la informacion valiéndose de moléculas intermediarias como el ARNm.

Los métodos de identificaciébn molecular estdn basados en la caracterizaciéon
fisica de moléculas (acidos grasos, proteinas, carbohidratos, 4cidos nucleicos, y
otros compuestos quimicos), y son de aplicacion a nivel universal (Suarez
Ramirez et al., 2007).
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5.10.1. Meétodos de extraccion

Para extraer los acidos nucleicos del material bioldgico es preciso provocar una
lisis celular, inactivar las nucleasas celulares y separar los acidos nucleicos de
los restos de células. El procedimiento de lisis idoneo suele consistir en un
equilibrio de técnicas y ha de ser suficientemente fuerte para romper el material
inicial complejo (un tejido, por ejemplo), pero suficientemente suave para
preservar el acido nucleico. Entre los procedimientos usuales de lisis figuran los
siguientes:

 Rotura mecanica (trituracion, lisis hipotonica, etc.).

 Tratamiento quimico (detergentes, reduccion con tioles, etc.).

* Digestion enzimatica (Proteinasa K, etc.).

Es posible romper la membrana celular e inactivar las nucleasas intracelulares
al mismo tiempo. Tras la lisis celular y la inactivacion de las nucleasas, los restos
de células se eliminan facilmente por filtracion o precipitacion (Maddalena Querci
et al., 2007)

5.10.2. Cuantificacion de ADN mediante espectrofotometria
El ADN, el ARN, los oligonucleétidos e incluso los mononucleétidos pueden
cuantificarse directamente en soluciones acuosas, en forma diluida o sin diluir,
midiendo la absorbancia A (o densidad 6ptica, DO) de luz ultravioleta (también
puede hacerse en el intervalo visible). En este método, los tampones acuosos
con escasa concentracion ionica (por ejemplo, tampon TE) resultan idéneos. La
concentracion de acidos nucleicos suele determinarse midiendo a 260 nm y
comparando con un blanco. La interferencia de contaminantes puede
determinarse calculando un «cociente». Dado que las proteinas absorben a
280nm, se emplea el cociente A260/A280 para calcular la pureza de los acidos
nucleicos. Los cocientes respectivos del ADN y el ARN puros son
aproximadamente de 1,8 y 2,0. Una absorcion a 230nm significa que la muestra
estd contaminada con hidratos de carbono, péptidos, fenoles, compuestos

aromaticos u otras sustancias (Maddalena Querci et al., 2007).
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5.10.3. Electroforesis parala calidad del ADN
Esta técnica se basa en la separacion de las macromoléculas en funcion de su
tamafo y carga eléctrica superficial. Donde, las particulas con carga positiva
migran hacia el catodo y las particulas negativas hacia el &hodo. Este proceso
permite calcular la cantidad de &cidos nucleicos y al mismo tiempo su estado
fisico a partir de la intensidad de la fluorescencia emitida por el Gel Red con la
luz ultravioleta (UV). También se puede visualizar sien la muestra de ADN existe
alguna presencia de contaminantes o degradacion que afecte su posterior

analisis.

5.10.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
La técnica de la PCR, fue ideada por Kary Mullis a mediados de los ochenta, y
ha revolucionado la genética molecular al hacer posible un mayor acercamiento
al estudio de los genes. Es un procedimiento rapido para la amplificacion

enzimatica in vitro de un segmento especifico de ADN.

La PCR explota ciertos rasgos de la replicacion del ADN. La ADN polimerasa
usa una cadena sencilla de ADN como plantilla para la sintesis de la cadena
complementaria. Estas plantillas de cadena sencilla del ADN se pueden producir
simplemente calentando la doble cadena de ADN a temperaturas cercanas a la
ebullicién. La ADN polimerasa ademas requiere una pequefa seccién de cadena
doble de ADN para iniciar la sintesis. De esta manera el punto de inicio para la
sintesis de ADN puede especificarse al proveer de un oligonucleétido iniciador
(Primer) que se anilla a la plantilla en este punto. Este es el primer rasgo
importante de la PCR: que la ADN polimerasa puede ser direccionada para

sintetizar una region especifica de ADN (Suarez Ramirez et al., 2007).

5.10.4.1. Region 16s del ADNr
Anteriormente la identificacion de las BAL se realizaba mediante pruebas
bioquimicas y morfologicas de las colonias bacterianas, desafortunadamente

estas técnicas no aportaban resultados seguros.
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Por esta razon elegir el ADNr para la identificacion de especies constituye una
buena alternativa, ya que es una region con mayor presencia en las especies
bacterianas y es un agente de vital importancia en la sintesis de proteinas. Esto
permite ver variaciones dentro de una misma especie, y asi identificar sepas del

producto en cuestion (Suarez Ramirez et al., 2007).

5.10.5. Electroforesis de PCR
Para visualizar los fragmentos amplificados, se corre una electroforesis en gel
de agarosa, este es un meétodo simple, y altamente efectivo para separar,
identificar y purificar fragmentos de 0.5 a 25 Kb (kilobases) de ADN. Este proceso

puede dividirse en tres etapas:

1. Se prepara un gel con una concentracién de agarosa apropiada para el
tamafo de los fragmentos de ADN a ser separados.

2. Las muestras de ADN son cargadas en las camaras y el gel se corre a un
voltaje especifico y por un periodo de tiempo que logre la separacion
Optima.

3. El gel es visualizado directamente con iluminacion ultravioleta (UV).
Posteriormente se realiza el andlisis de las bandas evidenciadas. Dicho
analisis consiste en que cada banda corresponde al peso molecular del
fragmento amplificado, lo cual se verifica con un marcador de peso
molecular que se monta en la corrida. Se espera que el fragmento
amplificado difiera para cada especie en suficientes pares de bases, de
manera que se pueda diferenciar la banda segun su peso (Suarez
Ramirez et al., 2007).

6. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de
Microbiologia y fermentaciones del Departamento de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de la UAAAN. Se asignaron ocho cepas de bacterias acido lacticas
aislada de diferentes muestras de leches de la region, cada una marcada con su

respectiva clave (Tabla 5).
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Tabla 5. Cepas de BAL aisladas.

Muestras de BAL Fuente

BAA Leche materna
BS1 Leche materna
LC1 Leche de cabra
LC2 Leche de cabra
BD Leche materna
BD2 Leche materna
XE Leche de vaca

X Leche de vaca

6.1. Etapa 1: Purificacion e identificacién macroscopicay

microscoOpica de BAL para su conservacion.

6.1.1. Purificacion
Se preparé una cantidad especifica de medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) con
un pH de 6.5, se esterilizé en una autoclave a 121°C durante 15 minutos y se
vacio en cajas Petri agregando 20 ml del medio a cada caja, en este proceso se
utilizé una campana de flujo laminar vertical (Scorpion Scienctific, Modelo: A
80000), donde los materiales utilizados estaban previamente esterilizados, esto
con el objetivo de eliminar cualquier contaminacién por microorganimos no

deseados.

La siembra de las BAL se realiz6 en una campana de flujo laminar bajo
condiciones asépticas, se tomé una azada de cada cepa y se sembro6 sobre el
agar utilizando el método de estriado por agotamiento para disminuir la carga
microbiana. Las cajas inoculadas se etiquetaron y se sellaron correctamente con
parafilm (plastico flexible) para evitar su contaminacién, se metieron en un frasco
(Figura 11), se le inyecto nitrdgeno para dar condiciones anaerobicas y después
se incubaron (Incubadora arsa, Modelo: AR-130D) a 37°C durante 48 Horas.

Cuando las cepas crecieron, se tomoé un inoculo de una colonia aislada (Figura
12) y se resembro en una nueva caja petri con agar MRS, este procedimiento se

repitié (Tres veces) hasta obtener un cultivo puro.
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Figura 11. Incubacion de BAL en condiciones de anaerobiosis.

A\

Figura 12. Colonias aisladas de BAL sembradas por el método de estriado por

agotamiento para reducir la poblacién microbiana.

6.1.2. Morfologia macroscépicay microscépica

Del cultivo puro obtenido se visualizaron todas las caracteristicas macroscoépicas
(Forma, color y tamafio de las colonias) y especificas de cada cepa. En cambio,
para observar la morfologia microscoépica (forma y color de la bacteria) se tomé
un inoculo del mismo cultivo (Cultivo puro) y se realizé un frotis sobre un
portaobjeto previamente lavado y desinfectado, después se hizo una tincién de
Gram (Anexo 1) a la muestra, se agregd una gota de aceite de inmersion y se
observo con el objetivo 100X en un microscopio (LABOMED, Modelo: CxL) para
asegurar su purificacion y su morfologia (Figura 13) especifica de una BAL.
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Figura 13. Caracteristicas microscépicas de BAL.

6.1.3. Conservaciéon de BAL
Las cepas previamente purificadas e identificadas morfol6gicamente como
bacterias lacticas, se cultivaron en frascos estériles de 50 ml (Figura 14)
agregando una cantidad de 10 ml de caldo MRS a pH de 6.5, el medio fue
inoculado con una colonia pura de cada cepa, luego se inyectaron con nitrdgeno
para proporcionar condiciones anaerébicas a las BAL y se incubaron a 37°C

durante un periodo de 24 horas.

Figura 14. Frascos con caldo MRS inoculados con cepas de BAL en

condiciones anaerdbicas.

Para mantener las cepas en conservacion se hizo una mezcla de glicerol al 10%
y leche descremada al 10% en 100 ml de agua destilada. Se agregé 10ml de la
mezcla a cada frasco que contenia el medio de cultivo y se homogeniz6
suavemente. Después, con una micropipeta se tomo un mililitro de la mezcla
homogenizada y se vacio en un tubo eppendorf (Figura 15), estos tubos se
mantienen en congelacién a una temperatura de -22°C para conservar las cepas.
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Figura 15. Conservacion de las cepas en tubos eppendorf.

6.2. Etapa 2: Evaluacién del efecto antimicrobiano de las
bacteriocinas.

Se llevé a cabo una fermentacion en 20 ml de caldo MRS inoculadas con las
cepas puras de las BAL durante 120 horas en condiciones anaerdbicas para
obtener una buena produccion de bacteriocinas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, el medio se sacé y se agregaron 5 ml del medio en 4 tubos falcon.
Estos tubos se sometieron a bafio Maria (Thermo Scientific, Modelo: 2870)
utilizando en cada uno tiempos y temperaturas diferentes (figura 16), después,
el medio se centrifugd (Centrifuga Unico; Power Spin, Modelo: C8624) a 3400
rom durante 15 minutos (Figura 17) y el sobrenadante obtenido se filtré con un
Millipore (Membrana de 0.45 um) para obtener un extracto libre de biomasa. Se
realizé el mismo procedimiento para las 8 cepas por separado.

Figura 16. Baflo maria para los Figura 17. Separacion de la biomasa

diferentes tratamientos de tiempo y y el extracto mediante una
temperatura. centrifugacion.
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Posteriormente se realizé el método de difusion en disco para determinar el
efecto de inhibicion (Kirby y Bauer), es decir, sobre placas de agar nutritivo se
sembraron cepas de bacterias patdgenas y se colocaron sobre ellas discos de
papel (tres repeticiones), a cada disco se le agregd 20 ul del extracto que
contenia a las bacteriocinas y se incubaron a 37°C durante 48 hrs. Trascurrido
el tiempo, se midid el halo de inhibicion (Figura 18) en cm y se llevo a cabo un

Modelo lineal racional para seleccionar la mejor cepa con capacidad inhibitoria.

Figura 18. Halo de inhibicion contra bacterias patdégenas provocado por el

efecto de las bacteriocinas.

Modelo lineal racional

Los porcentajes en la ecuacion se asignaron de acuerdo al patégeno de mayor

importancia para su inhibicion. Quedando de la siguiente manera:
| = (50)S + (15)E + (35)A
Donde: | = Inhibicién
S = Salmonella typhi

E =E. coli
A = S. aureus
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6.3. Etapa 3. Cinética de crecimiento de BAL en jugo de aloe vera.
En esta etapa se realiz6 una fermentacion en jugo de aloe vera para analizar las
cinéticas de crecimiento de las dos mejores cepas productoras de bacteriocinas
con mayor efecto antimicrobiano. Para su analisis se utilizé jugo de aloe vera
como medio de crecimiento para las BAL y se determind la producciéon de
biomasa por espectrofotometria, el pH y azucares totales presentes en el medio.

6.3.1. Preparacion e inoculacién del jugo de Aloe vera

Se realizé una limpieza a las hojas del aloe vera para poder extraer el gel que
se encuentra dentro de las hojas (Figura 19). El cual se homogenizo mediante
una licuadora, para obtener un concentrado de Aloe vera. Una vez obtenido el
concentrado se tomo 480 ml del concentrado de Aloe vera, a los cuales se les
adicionaron 30 pL de celulasa por cada 50 ml de muestra, después se sometio
a 60 °C por 15 min, para eliminar la viscosidad del concentrado. Finalizado el
proceso se filtr6 por medio de una bomba de vacio (Figura 20), para eliminar la
pulpa, dando como resultado un liquido transparente.

MILUPORE

Figura 19. Extraccion de la pulpa de Figura 20. Filtracion del jugo a

aloe vera. través de una bomba de vacio.

El liquido que se obtuvo se vacié en frascos de vidrio, estos se sellaron
correctamente y se sometieron a un proceso de esterilizacién durante 15 minutos
a 121°C (15 Psi), después se dejaron enfriar y se inocularon con las cepas puras
de BAL. Al cultivo se le inyectd nitrébgeno para mantener el crecimiento en

anaerobiosis (Figura 21).
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Figura 21. Fermentacion de BAL en jugo de aloe vera.

6.3.2. Monitoreo
Durante la incubacion se realizé un monitoreo cada 4 horas durante 51 horas de
incubacion. En cada monitoreo se tomé una muestra del medio con una jeringa
paro no destapar el frasco. Para la produccion de biomasa se leyo la absorbancia
de la muestra con un espectrofotometro (VELAB, Modelo: VE 5600UV), el pH se
midié con un potenciometro (HANNA, Modelo: HI 98127) y se determind la
concentracion de azucares totales presentes, cada prueba por triplicado. Todo
el proceso se realizé bajo condiciones estériles para evitar la contaminacion del

cultivo.

6.3.3. Determinacion de azucares totales (Método de Dubois
1956)
En un tubo de ensaye se mezcl6 180 ul de agua destilada y 30 pl de la muestra
extraida del cultivo, la determinacion se realizo por triplicado. Sobre cada mezcla
y con el equipo de proteccion adecuado se adiciono 200 pl de fenol 80% recién
preparado. Posteriormente se adiciona 1 ml de &cido sulfarico concentrado,
dejarlo caer sobre las paredes del tubo. Agitar por un minuto y tener cuidado con
el desprendimiento de vapores. Dejar enfriar a temperatura ambiente y en
oscuridad, el compuesto que se forma es estable por 36 horas (Figura 22). Se
procedio a leer absorbancia a 490 nm en un espectrofotdmetro (VELAB, Modelo:
VE 5600UV) y los datos se comparan con una curva patrén (Anexo 2) que se
realiz previamente. El blanco de la determinacion es: 210 ul de agua destilada,
200 pl de fenol 80% y 1 ml de acido sulftrico concentrado. El cual se prepara al

mismo tiempo que las muestras. Después, se calculd el contenido de azucares
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totales detectables por esta metodologia. El contenido se expresa en pg/ul,
referidos al patron.

LTI

Figura 22. Coloracion provocada por las muestras para la determinacion de

azucares totales.

6.4. Etapa 4. Identificacién molecular de las cepas de BAL.

6.4.1. Extraccion de ADN de Bacterias Acido lacticas

Se obtuvo un cultivo puro en agar MRS y las células se resuspendieron en 500
pl de urea 6M y 100 pl de SDS 10%. Se incub6 a 37°C durante veinte minutos,
y después se mantuvo en ebullicibn (bafio maria) durante cinco minutos. Las
muestras se centrifugaron a 8000 rpm durante diez minutos a 25°C.
Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y las células se incubaron con 100
pl de NaOH 0.2N a 37°C durante diez minutos. Para separar cualquier desecho,
las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante tres minutos a 25°C. Después,
se desecho el precipitado y se resuspendié el sobrenadante (ahi se encuentra el
ADN) en 2.5 volumen de etanol absoluto y se incub6 a -20°C durante dos horas.
Transcurrido el tiempo, las muestras se sacaron y se centrifugaron a 13000 rpm
durante quince minutos a 4°C. Las pastillas (precipitado) de ADN se lavaron con
etanol al 70%, se dejaron secar y se resuspendieron en 50 pl de Buffer TE (10

mM Trizma base, 1mM EDTA). ElI ADN se conservé en refrigeracién a 4°C.
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Figura 23. Precipitado de las células en un tubo eppendorf para la obtencién
de ADN.

6.4.2. Cuantificacion de ADN
Para la cuantificacion del ADN se utilizé un espectrofotdmetro (Thermo Scientific;
Modelo G10S UV-Vis). Primeramente se midio el blanco con 200 pl de agua Milli
Q y posteriormente las muestras, en este proceso se agregaron 198 ul de agua
Milli Q y 2 yl de muestra. Posteriormente se tomaron los datos de Absorbancia
a 260.0 nm, Absorbancia 280.0 nm, y el valor R. Los datos obtenidos se

acomodaron en una tabla y se sustituyeron en otras férmulas.

Tabla 6. Formulas para la sustitucion de los datos obtenidos en la

cuantificacién del ADN.

Muestra 260.0nm  280.0 nm R pg/mil pg Totales

(Cédigo)  Absl Abs2  (Abs1)/(Abs2)  (Abs1)(100)(50)  ( ug/ml)(0.05)

Nota: las muestras de ADN se mantienen en refrigeracion a 4°C para su posterior

analisis.
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Figura 24. Espectrofotdometro en proceso de calibracion para cuantificar ADN.

6.4.3. Electroforesis horizontal de agarosa al 1% para medir la
calidad del ADN

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se disolvié 1.5 gramos de agarosa en 150
ml de Buffer TBE 0.5X (40 mM Trizma base, 45 mM Acido Béricoy 1 mM EDTA)
con pH de 8.0 - 8.3. Posteriormente la mezcla se calentd con agitacion en una
parrilla eléctrica hasta quedar transparente y en ebullicién, cuidando que no se
derramara el contenido. Se dejo enfriar la agarosa hasta una temperatura de
45°C y con una micropipeta se le agreg6 15 ul de bromuro de etidio (la puntilla
se coloco en la caja de material peligroso). Después, la mezcla se vacio en el
portagel previamente limpio y con el peine dentro para formar los pocitos donde
serian depositadas las muestras. Durante el vaciado se evité la formacién de
burbujas y el gel se dejé solidificar durante 20-30 minutos, trascurrido el tiempo
se retirg el peine del portagel evitando cualquier ruptura. El portagel se acomodé
en la camara de electroforesis (Labnet; Modelo E1015-15) y se llen6 de Buffer
TBE hasta la marca sefialada en la misma. Para adicionar la muestra, sobre una
tira de parafilm se colocé 5 ul de azul de bromofenol y 10 pl de muestra de ADN,
se mezcld suavemente haciendo 5 pipeteos constantes y después se vertié en
un pozo del gel dentro de la camara de electroforesis. Una vez agregadas las
muestras, la camara se conecto a una fuente de poder (Labnet; Modelo E0303)
uniendo los polos (Rojo y negro) adecuadamente y se dejé correr el gel a 90
Voltios durante 30 o 45 minutos (Figura 24). El gel se puso sobre un

Transiluminador (UVP; M-20V) se conecto6 a la corriente y se encendio la luz UV
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para observar las bandas de las muestras y capturar una foto con el Software
UVP para asegurar la calidad del ADN. Se utilizaron lentes especiales para evitar

el contacto directo con los rayos UV.

Figura 25. Camara de electroforesis horizontal corriendo muestras de ADN en

gel de agarosa.

Figura 26. Gel de electroforesis sobre sobre el transiluminador de luz UV para

observar la calidad de las bandas.

6.4.4. Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

Para identificar el Gen 16S del ADN ribosomal se utilizaron los siguientes

primers:
27 F - 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (100 pmol/pl)

1492 R — 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (100 pmol/pl)

Primeramente se realiz0 la preparacion de la solucion de trabajo de los primers
a una concentracion de 15 pmol, y por consiguiente el coctel de reactivos, los
cuales se mantuvieron en congelacion. Estos reactivos se adicionaron en las

siguientes cantidades:
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Tabla 7. Cantidades de los reactivos utilizados para PCR.

Reactivos Concentracion Cantidad (1 muestra) ‘

Buffer de reaccién 10X 10 X 2.5 pl
Mg Cl2 25 mM 1.5ul

Primer 27 F 15 pmol 0.83 ul

Primer 1492 R 15 pmol 0.83 ul
DNTP’S 25 mM 0.2l
Enzima Taqg-Plimeraza 5 unidades/pl 0.2 pl
Agua deshionizada = 18 ul
TOTAL. e 24 pl

El coctel de reactivos se me mezclé6 suavemente para evitar la formacion de
burbujas y se introdujo en microtubos de 0.5 pl previamente etiquetados,
después, se adicion6 1 pl de muestra de ADN que se mantenia en refrigeracion,
guedando asi un volumen total de 25 ul por cada tubo. Todo el proceso se realizo

bajo condiciones de limpieza y materiales previamente esterilizados.

Posteriormente las muestras se introdujeron a un Termociclador (Labnet;
Multigene OPTIMAX) donde se llevd a cabo la PCR para amplificar el gen 16s
mediante un barrido inicial para determinar la temperatura de anillamiento (TM)
de los primers, tomando en cuenta las siguientes condiciones de PCR (Tabla 8)
con 35 ciclos.

Tabla 8. Tiempos y temperaturas para PCR.

TIEMPO TEMPERATURA CICLO
2 minutos 94° C =

1 minuto 94° C v

1 minuto ™ v

1 minuto 72°C 4
10 minutos 72°C =
Infinito () 4°C —
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Finalizado el proceso, se realiz6 una electroforesis del producto obtenido con gel
de agarosa al 3% para identificar las muestras amplificadas. El producto de PCR

se mantienen en congelacion a -20° C.

Figura 27. Termociclador con muestras de ADN, preparadas para realizar la
PCR.

6.4.5. Electroforesis de PCR con gel de agarosa al 3%
En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se disolvieron 4.5 gramos de agarosa en
150 ml de Buffer TBE 0.5X (40 mM Trizma base, 45 mM Acido Borico y 1 mM
EDTA) con pH de 8.0 - 8.3. Posteriormente la mezcla se calenté con agitaciéon
en una parrilla eléctrica hasta quedar transparente y en ebullicion. Se dejo enfriar
la agarosa hasta una temperatura de 45°C y con una micropipeta se le agrego
15 ul de bromuro de etidio (la puntilla se colocé en la caja de material peligroso).
Después, la mezcla se vacio en el portagel previamente limpio y con el peine
dentro para formar los pocitos donde se depositaron las muestras. Durante el
vaciado se evita la formacion de burbujas y el gel se deja solidificar durante 30-
40 minutos, trascurrido el tiempo se retird el peine del portagel evitando cualquier
ruptura. El portagel se acomodoé en la camara de electroforesis (Labnet; Modelo
E1015-15) y se llen6 de Buffer TBE hasta la marca sefialada en la misma.
Después, sobre una tira de parafilm se coloco 2 ul de azul de bromofenol y 5 pl
de muestra de ADN obtenido de la PCR. Para los marcadores moleculares se
agrego 2 ul de azul de bromofenol y 3 pl de marcador molecular (600 pb), estos

se ponen al principio y al final de las muestras. Una vez agregadas las muestras,
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la cAmara se conecta a una fuente de poder (Labnet; Modelo E0303) uniendo los
polos (Rojo y negro) adecuadamente y se deja correr el gel a 90 Voltios durante
30 o0 45 minutos. Trascurrido el tiempo, el gel se pone sobre un Transiluminador
(UVP; M-20V) se conecta a la corriente y se enciende la luz UV para observar
las bandas y la posible amplificacion del gen 16s del ADN ribosomal en las

muestras analizadas.

7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Etapa 1: Purificacion e identificacion macroscopicay
microscoOpica de BAL para su conservacion.
Las cepas de BAL previamente purificadas mostraron diferencias macroscopicas
en los tamafios y formas de las colonias, entre otras caracteristicas muy
especificas. La variacién de la morfologia se debe a las diferentes fuentes de
donde se extrajeron las muestras. En cambio, con la identificacion microscépica
se determind si las bacterias pertenecen al grupo de las Gram (+), la cual es una
caracteristica principal y de gran importancia en las BAL, ademas, se observo la

forma microscépica de la bacteria en particular.

Todas las cepas crecieron a 37°C en un periodo de 24 a 48 horas. La condicién
de anaerobiosis proporcioné un ambiente esencial para un mayor crecimiento.
Sin embargo, la cepa X mostré su capacidad facultativa para crecer en medio
aerobio y anaerobio.
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BAA

BS1

LC1

LC2

Tabla 9. Morfologia macroscopica de las BAL.

IMAGEN

DESCRIPCION |
Colonias medianas de forma
circular, borde entero, superficie
lisa, consistencia cremosa,
elevacion convexa, y color
blanco con apariencia brillante.

Colonias muy pequefias de
forma circular, borde entero,
superficie lisa, consistencia
cremosa, elevacion convexa, y
color blanco con apariencia
brillante.

Colonias pequeiias y agrupadas,
forma circular, borde entero,
superficie lisa, consistencia
cremosa, elevacion convexa, y
color blanco con apariencia
brillante.

Colonias pequefas separadas y
definidas, forma circular, borde
entero, superficie lisa,
consistencia cremosa, elevacion
convexa, y color blanco con
apariencia brillante.
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BD

BD2

XE

Colonias grandes con forma
circular, borde entero, superficie
lisa, consistencia cremosa,
elevacion convexa, y color
blanco con apariencia brillante.

Colonias grandes con forma
circular, borde entero, superficie
lisa, consistencia cremosa,
elevacion convexa, y color
blanco con apariencia brillante.

Colonias medianas y agrupadas,
forma circular, borde entero,
superficie lisa, consistencia
cremosa, elevacion convexa, y
color blanco con apariencia
brillante.

Colonias grandes y aisladas con
forma circular, borde entero,
superficie lisa, consistencia
cremosa, elevacion convexa, y
color blanco con apariencia
brillante.
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BAA

BS1

LC1

Tabla 10. Morfologia microscopica de las BAL.

DESCRIPCION |
Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo.

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo y algunos
unidos en cadena.

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo y en gran
cantidad. Mayor numero de
células.
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LC2

DB

BD2

XE

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo y en cadena.

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo.

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo.

Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo y en cadena.
Células en menor cantidad.
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Bacteria Gram positiva (color
morado) con forma de cocos
unidos en racimo.

7.2. Etapa 2: Evaluacion del efecto antimicrobiano de las
bacteriocinas.
Las bacteriocinas producidas por las BAL presentan diferentes modos de accion.
Por lo tanto, de los diferentes tratamientos a los que fueron sometidos los
extractos, el mas éptimo fue a 80°C durante 30 minutos, donde el efecto
antimicrobiano se mostré mas efectivo en cada una de las cepas. Los halos de
inhibicion fueron muy variados para cada bacteria patdégena, algunos con mayor
diametro que otro (Anexo 3). El modelo lineal nos arroj6 datos significativos
(Tabla 10), dando lugar a la mejor cepa productora de bacteriocinas con mayor
efecto antimicrobiano, enfocado mayormente sobre la bacteria Salmonella typhi

siendo la de mayor interés en su inhibicion.

Tabla 11. Comparaciéon del efecto antimicrobiano de las bacteriocinas

producidas, probadas con cepas de bacterias patdgenas.

VALOR DE INHIBICION (cm)
CEPAS S. typhi E. coli S. Aureus
0

BAA 19,8 0

BS1 0 15,45 22,05
LC1 51 19,8 43,75
LC2 56 17,55 43,75
BD 66,5 19,2 39,55
BD2 50 18,3 41,3
XE 0 17,55 35

X 66 16,8 37,45

52



EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE CEPAS DE BACTERIAS CARRERA-VEGA
ACIDO LACTICAS AISLADAS DE DIFERENTES MUESTRAS DE LECHE. 2015

En la figura 28 se puede observar que las bacteriocinas producidas por la cepas
BD y X causaron mayor efecto de inhibicion contra las bacterias patdgenas
probadas. Durante la fermentacion estas dos cepas mostraron una eficiente
produccion de biomasa y por lo tanto se obtuvo una mayor produccion de
bacteriocinas.

117,3
—
BAA BS1 LC1 LC2 BD

Cepas de BAL

Valor de inhibicion (cm)

BD2 XE X

Figura 28. Efecto inhibitorio de las diferentes cepas de BAL.

7.3. Etapa 3. Cinética de crecimiento de BAL en jugo de aloe vera.

7.3.1. Produccion de Biomasa
De la etapa anterior se tomaron las cepas X y BD por ser las mejores bacterias
productoras de bacteriocinas con efecto antimicrobiano, y se realiz6 una
fermentacién en Jugo de aloe vera para evaluar la capacidad de adaptacion de
las mismas en un medio diferente al caldo MRS. Se determiné la produccion de
biomasa, el pH y los azucares totales mediante un muestreo cada 4 horas en un
periodo de 51 horas. La produccion de biomasa se realizO por

espectrofotometria.

En la figura 29 se puede observar que en la cepa X no se aprecia una fase de
adaptacién ya que la produccién de biomasa es mas rapida, los nutrientes se
agotan y la curva decrece en menos tiempo. En cambio, la cepa BD se reproduce
mas lentamente por lo que se observa una excelente fase de adaptacion en el
medio, los nutrientes se mantienen un poco mas y se requiere mas tiempo para

que la curva empiece a decrecer.
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Figura 29. Curva de crecimiento de las cepas X y BD en Jugo de Aloe vera.

Cabe mencionar que la produccion de biomasa de la cepa X empieza a decrecer
a las 43 horas, mientras que en la cepa BD se presenta a las 51 horas. Por lo
tanto, se demostré que la cepa BD encontrd las mejores condiciones de

adaptacioén en el jugo de aloe vera ya que su crecimiento fue muy eficiente.

7.3.2. pH
Una caracteristica fisioldégica de las BAL es su elevada tolerancia a los acidos.
Estas bacterias son acidos tolerantes pudiendo crecer en medios muy acidos o

muy alcalinos, y la mayoria crece a pH entre 4y 4.5.

El cambio de pH durante la fermentacion fue aumentando, y este ocurrio a partir
de la inoculacion de las cepas (X y BD). En la figura 30 se puede observar el
comportamiento de pH en los dos medios de cultivo. Al inicio de la fermentacién
ambos medios tenian un pH de 4.3, este fue variando mientras transcurrian las
horas, y al finalizar el monitoreo se obtuvo un pH de 5.1 en ambas cepas, es
decir, las cepas de BAL analizadas se desarrollaron mejor en medios ligeramente

acidos.
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Figura 30. Cambios del pH en el Jugo de aloe vera durante la fermentacion de
BAL.

7.3.3. Azucares Totales
Los carbohidratos o azucares son la principal fuente de crecimiento para
cualquier microorganismo, por lo tanto estos deben estar presentes en cualquier

medio de cultivo.

En este proceso se utilizo jugo de aloe vera como medio de cultivo y se determiné
el consumo de azucares totales por las BAL. Para la determinacién se llevé a

cabo una fermentacion donde se obtuvieron datos deseables.

En la figura 31 se observa como las BAL van consumiendo los azucares
presentes en el medio, y decrecen con mayor rapidez en la cepa X, a pesar de
que esta cepa tiene una mayor cantidad de azucares al inicio de la fermentacion.
Aqui se demuestra la importancia de estos nutrientes para el crecimiento de

estas bacterias.

55



EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE CEPAS DE BACTERIAS CARRERA-VEGA

ACIDO LACTICAS AISLADAS DE DIFERENTES MUESTRAS DE LECHE. 2015
20
18
16
E 14
210
p 10
(7]
5 X
o 8
S —BD
< 6
4
2
0
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 31. Consumo de Azucares totales por las BAL en el jugo de aloe vera.

Haciendo una comparacion entre las figuras 29 y 31 se puede apreciar mejor el
comportamiento de las BAL entre el crecimiento y su adaptacion en el medio. A
menor velocidad de crecimiento hay menor consumo de azucares y mayor

capacidad de adaptacion.

7.4. Etapa 4. Identificacion molecular de las cepas de BAL.

7.4.1. Extraccion y cuantificacién del ADN
La extraccion de ADN se realizé a partir de cultivos recientes en placas Petri de
agar MRS inoculadas con cepas previamente purificadas. El cultivo se incub6
durante 72 horas para obtener una mayor produccién de células. Las BAL son
Gram positivas lo que las hace tener una pared celular muy gruesa, por esta
razon se utilizaron reactivos salinos y temperaturas especificas para romper la
capa de peptidoglicano y extraer una deseable cantidad de ADN. Otra forma muy
efectiva para extraer ADN de bacterias Gram positivas es utilizando enzimas
(lisozima y proteinasa-K), pero resulta muy costoso. El tiempo en el proceso de

extraccién depende de la cantidad de muestras a analizar.
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La pastilla de ADN gue se obtuvo se mezclé con 50 pl de buffer TE y se realizd
la cuantificacion por el método de espectrofotometria donde se obtuvieron los

siguientes datos:

Tabla 12. Datos obtenidos en la cuantificacién de ADN de las BAL.

Muestra 260.0 nm  280.0 nm R pg/ml ug Totales
BAA 0.050 0.030 1.617 250.0 12.5
BS1 1.253 0.589 2.127 6,265.0 313.25
LC1 0.993 0.472 2.104 4,965.0 248.25
LC2 0.126 0.083 1.542 630.0 315
BD 0.136 0.096 1.417 680.0 34.0
X 0.075 0.055 1.576 375.0 18.75
XE 0.115 0.058 1.983 575.0 28.75
BD2 0.040 0.030 1.333 200.0 10.0

El valor de la absorbancia 260.0 nm representa los acidos nucleicos presentes
en la muestra, mientras que la absorbancia de 280.0 nm representa a las
proteinas, aunque las proteinas no son deseables. Por lo tanto, el valor de la
absorbancia 260.0 nm debe ser menor. Entre mayor sea el valor de R, mayor es

la pureza de la muestra (ADN 100% puro tiene una valor R de 3).

7.4.2. Electroforesis de Calidad con gel de agarosa al 1%
Una banda muy barrida representa una degradacion de ADN en las muestras,
este aspecto no es muy deseable y lo conveniente es volver a repetir el proceso

para obtener una mejor banda en el gel.

En la figura 32 se observa que los carriles de las muestras BS1, LC1 y XE
presentan un suave barrido, este aspecto aun es aceptable para seguir con su
posterior estudio, ya que no se ven completamente marcadas. Las bandas de
las cepas LC2, BD, BD2 Y X, se llegan a observar con menor cantidad de ADN

que las anteriores. En contraste, la muestra BAA no muestra ninguna banda.
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BAAN BS1 LC1 SkE2

Figura 32. Electroforesis con gel de agarosa al 1% para verificar la calidad del

ADN a través de las bandas marcadas. En la parte superior se observan los

cadigos de cada muestra.

7.4.3. Electroforesis de PCR con gel de agarosa al 3%
La electroforesis de calidad dio paso a la realizacion de la técnica de PCR para
la amplificacién del gen 16s del ADN ribosomal de las BAL. En este proceso se

utilizaron primer especificos para la identificacion del gen.

En la figura 33 se observa que no hubo amplificacion para ninguna de las
muestras en las diferentes temperaturas probadas, ya que no se alcanza a ver

una banda bien definida.

Figura 33. Electroforesis del producto obtenido de la PCR con gel de agarosa al

3%. Los mascadores moleculares se encuentran al inicio y al final de las

muestras.
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Estos resultados nos llevan a realizar un cambio en la secuencia de los primers

para lograr la amplificacion del gen 16s.

8. CONCLUSIONES

La morfologia macroscopica de las de BAL vario principalmente en el tamafio
de las colonias. Las caracteristicas de color, forma, borde, consistencia,
elevacion y apariencia fueron similar en todas las colonias obtenidas. Mediante
la tincién de Gram se asegurd la pureza de los cultivos y se observo la morfologia
microscopica de las BAL. Todas las cepas resultaron tener forma cocoide y
pertenecian a las Gram positivas, siendo esta una caracteristica que las

identifica.

Las bacteriocinas obtenidas de la fermentacion en caldo MRS mostraron una
mayor actividad antimicrobiana sometida a un tratamiento de 80°C durante 30
minutos, es decir, su estructura es muy resistente a altas temperaturas y no
alcanza a provocar su desnaturalizacion, por lo que siguen llevando a cabo su
funcién antimicrobiana. El método de difusion en disco, resulté una técnica muy

apropiada para determinar este factor.

En la evaluacién antimicrobiana la Salmonella typhi se tom6 como la de mayor
importancia en su inhibicién, seguido del S. aureus y E. coli. Por lo tanto, las
bacteriocinas producidas por la cepa BD y X tienen mayor efecto antimicrobiano
con las tres bacterias patdégenas analizadas y muy especificamente contra
Salmonella typhi. Esto las identifica como las dos mejores cepas productoras de

bacteriocinas con efecto antimicrobiano.

De los parametros analizados en la cinética de crecimiento, la cepa BD mostro
mejor adaptacion en el sustrato. EI consumo de azucares de esta bacteria es
muy lento, esto le permite tener una mejor fase de adaptacion y una excelente

produccion de biomasa en comparacion con la cepa X.

Los primers utilizados para la identificacion molecular de las BAL no lograron
amplificar el gen 16s del ADN ribosomal, por lo que se recomienda cambiar la

secuencia de los primers a utilizar.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: TINCION DE GRAM

Esta tincion se denominada asi por el bacteridélogo danés Christian Gram, quien
la desarroll6 en 1844. Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las
bacterias pueden dividirse en dos grupos, grampositivas y gramnegativas (en
este caso, los términos positivo y negativo no tiene nada que ver con carga
eléctrico, sino simplemente designan dos grupos morfoldgicos distintos de
bacterias). Descripta en forma breve, la secuencia de la tincion es la siguiente:
el Frotis fijado con calor se tifie 1 min con Violeta Cristal, se lava con agua, se
cubre con solucion Yodada durante 1 - 2 min y se lava de nuevo con agua,
decolorar con mezcla alcohol etilico/acetona. Escurrir y cubrir con Safranina
(color de contraste) durante 1 — 2 min. Lavar y secar. Las bacterias gram-
positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a las diferencias
constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. (Santambrosio E., et al.
2009).

Bacteria Gram Positiva Bacteria Gram Negativa

Lipopolisacarido

MEMBRANA
EXTERNA

PARED
CELULAR

ESPACIO
PERIPLASMICO

MEMBRANA -
CITOPLASHICA Peptidoglicano
{Mureina)

MEMBRANA
CITOPLASHMICA

ac. Lipoteicoico

Figura 34. Efecto de la tincién de Gram en la pared celular de Bacterias.
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ANEXO 2: CURVA PATRON

Tabla 13. Mezclas de reaccion para la elaboracion de la curva patréon para la

determinacion de azuUcares totales. Método de Dubois 1956.

Agua Volumen patrén Fenol 80% H2SO4
destilada Dextrosa (uL) (V1) (uL)
(1)

1 210 0 200 1000
2 205 5 200 1000
3 200 10 200 1000
4 195 15 200 1000
5 190 20 200 1000
6 185 25 200 1000
7 180 30 200 1000
8 175 35 200 1000
9 170 40 200 1000

Tabla 14. Absorbancias obtenidas en la mezcla de reaccion.

TUBOS Abs 1 Abs 2 Abs 3 PROMEDIO ‘

1 0,432 0,428 0,424 0,43
2 0,505 0,485 0,484 0,49
3 0,53 0,518 0,513 0,52
4 0,593 0,585 0,587 0,59
5 0,643 0,64 0,639 0,64
6 0,684 0,687 0,674 0,68
7 0,765 0,742 0,737 0,75
8 0,794 0,788 0,787 0,79
9 0,857 0,855 0,858 0,86
CURVA PATRON
1,00
@ 080
£ 0,60
-
3 040 y = 0,0526x + 0,3751
< 0,20
0,00 R? = 0,997
0 5 10 15 20 25 30 35 40

[ ] Dextrosa en pg/pL

Figura 35. Curva patron para la determinacion de azucares totales en la
fermentacion de BAL.
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ANEXO 3. DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION

Tabla 15. Halos de inhibicidbn con el tratamiento sometido a 80°C durante 30

minutos.
CEPAS REP. SALMONELLA ESCHERICHIA COLI STAPHYLOCOCCUS
AUREUS
Diam.1 Diam. 2 PROM. Diam.1 Diam. 2 PROM. Diam.1  Diam. 2 PROM.
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
BAA R1 0 0 0 1,4 13 1,35 0 0 0
R2 0 0 0 1,5 13 1,4 0 0 0
R3 0 0 0 1,2 1,2 1,2 0 0 0
LC1 R1 1 11 1,05 1,3 1,4 1,35 1,3 1,2 1,25
R2 1,1 1,1 1,1 1,3 1,3 1,3 1,4 1,3 1,35
R3 0,9 0,9 0,9 1,3 13 1.3 1,2 11 1,15
LC2 R1 1 1 1 1,4 1,3 1,35 1,4 1,2 1,3
R2 0,9 0,9 0,9 11 1 1,05 1,3 1,2 1,25
R3 1,4 1,5 1,45 1,1 1,1 1,1 1,2 1,2 1,2
BS1 R1 0 0 0 1 1 1 0,9 0,9 0,9
R2 0 0 0 1,1 11 1,1 1 1 1
R3 0 0 0 1 1 1 0 0 0
BD2 R1 1 1 1 1,3 1,2 1,25 1,2 1 1,1
R2 1 1 1 1,4 1,4 1,4 1,2 1,1 1,15
R3 1 1 1 1 1 1 1,3 1.3 1.3
BD R1 1.3 1,2 1,25 1,4 1.3 1,35 1 1 1
R2 1,4 1,2 1,3 1,3 1.3 1.3 1,1 1,1 1,1
R3 1,4 1,5 1,45 1,2 1,2 1,2 1,3 1.3 1,3
XE R1 0 0 0 1,2 1,2 1,2 1 1 1
R2 0 0 0 1,1 1,1 1,1 1 1 1
R3 0 0 0 1,3 1,1 1,2 1 1 1
X R1 1,1 1,2 1,15 1,2 1,2 1,2 1,1 1,1 1,1
R2 1,4 1,3 1,35 1,1 1,2 1,15 1,2 1,2 1,2
R3 1.4 15 1,45 1 1 1 0,9 0,9 0,9
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ANEXO 4: TRABAJO REALIZADO

PRODUCTION OF BACTERIOCINS FROM DIFFERENT LACTIC A
BACTERIA FOR ANTIMICROBIAL EVALUATION EFFECT O
PATHOGENIC BACTERIA.
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t it has implemented the search for how to avoid the use of chemical preservatives. The use of additives with antimicrobial properties has been the mos
quality of food in a natural way. In addition, are not only interesting in the food industry by induce the development of structural and organoleptic chai
hibiting in them the develop of harmful mi i percep- tion and pathogens; therefore it was thought in the possibility of using them to ext
ienic quality. (Wagner Luiz Moreira, 1993).

eriocins are heterogeneous antimicrobial peptides, with different levels and spectra of activity, mechanisms of action, molecular weight and physico-
zed by Gram-positive and Gram-negative bacteria; however, those produced by the BAL have been of great interest in the food industry. (S.C. Beristain-Bauz
jject aims at evaluating the production of bacteriocins and the antimicrobial effect of the same trom elght strams of lactlc acid bacteria (LAB) previously p
t regional samples, such as: breast milk, goat milk and cow's milk. Also, determine the nd istics of each strain.

OBJECTIVE

and identify the and hol of lactic acid bacteria, and Table 2. Characteristics of BA
te their production of bactenocms with mhlbllory potential strains of pathogenic bacteria ~ Microscopic Morphology
Macroscopic Morphology (colonies) (Bacterial
Size Texture Color Classification  Form
Medium Smooth, creamy  White, bright Gram (+)
METHODOLOGY e s G
. Small Smooth, Gram (+
esearch was conducted in the facilities of the laboratory of Microbiology and Sk smxn, :ﬁm sz.:
entation of the Department of Food Science and Technology of the UAAAN. Were Large gv'\:tmh creamy gram (+)
ated eight strains of lactic acid bacteria isolated from different samples of milks in et crea e

Medium Smooth, creamy Gram (+)
egion, each marked with their respective key (Table 1). Round Large Smooth, creamy ite, bri Gram ( +)

B

Samples B% * Antimicrobial effect of the bacteriocins.
The different treatments analyzed the most optimal was 80 °C fa
iy Breast Milk antimicrobial effect was found to be more effective.
Breast Milk
Goat milk

Gt Table 3. Comparison of the antimicrobial 140
i . 7
Breast Milk effect of the bacteriocins produced, tested g0
. with strains of pathogenic bacteria. g1
Breast Milk i g 50
*s mil
Cow‘s il m S.Typhi  E.Coll  S.Aureus g
Cow's milk T 19.8 0 FRU |
BS1 o 15.45 22.05 :' 20 ‘
Lc1 51 19.8 43.75 0
Lc2 56 17.55 43.75 BAA BSI LCl LC2 BD BD2 XE X
| B0 [T 19.2 39.55 Strains of bal
B o 183 413 "
0 17.55 35 Figure 1. Inhibitory effel
58 L 3745 strains of Bl

‘ Gram staining (100x) | ‘ conservation purified strains

Purification of strains

Second stage: Evaluation of the antimicrobial effect of the bacteriocins.

K- -

¥ With the Gram stain was instrumental in ensuring that the isolates belonged to

BAL gmwth in MRS Heatmg the extract Centrifugation of the because by nature all BAL should have this feature.
bmth extract ¥ Most of the bacteriocins obtained showed a better activity to a temperature,
structure is very resistant to high temperatures and does not reach to cause i

l ¥ Salmonella Typhi was taken as the most important of its inhibition,

- Aureus and E. Coli. Therefore, it can be seen in the attached table,

produced by strains BD have greater antimicrobial effect in comparison

since better inhibited the growth of the three pathogens, and very sp

typhi.

Disk diffusion method to determine Millipore filtration of

the effect of inhibition (Kirby and
Bauer).
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Figura 36. Cartel expuesto en el congreso de la Asociacion Mexicana de la
Ciencia de los Alimentos (AMECA).
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