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RESUMEN

La capacidad antagonica que poseen las bacterias acido lacticas (BAL) y su
uso en la preservacion y conservacion de alimentos, viene tomando gran
interés e importancia en los Ultimos afios pues los metabolitos producidos por
estas bacterias han demostrado tener control sobre gran variedad de
microorganismos patégénos y alterantes de alimentos.

Para el presente trabajo de investigaciéon, entre los meses de septiembre y
noviembre del 2013 se tomaron muestras de quesos frescos de elaboracién
artesanal en la comunidad Campesina de Haparquilla - Anta para demostrar la
actividad antagénica de las bacterias acido lacticas aisladas de los mismos
frente a Listeria monocytogenes y Escherichia col.

De las 75 cepas aisladas y cuya actividad antagénica fue probada mediante la
metodologia de “difusiébn en agar’, se observdé que 10 presentaron actividad
antagoénica importante de las cuales Lactobacillus plantarum (5 cepas) mostré
antagonismo frente a ambos patégenos, Lactobacillus brevis (2 cepas) y
Lactobacillus pentosus (2 cepas) fueron antagonicas frente a Listeria
monocytogenes mientras que Lactococcus lactis ssp. lactis (1 cepa) tuvo
actividad antagoénica frente a Escherichia coli. Las diez cepas de bacterias
acido lacticas aisladas en estudio fueron identificadas mediante la prueba
bioquimica API 50 CH (bioMeriux).

Los cultivos libres de células de las cepas identificadas, fueron sometidos a
diferentes pHs (4.0, 6.5 y 8.0). En cada pH se sometieron a diferentes
temperaturas y tiempos de almacenamiento (-20°C, 4°C Y 25°C) (8,15 y 30
dias). Se observd que a temperaturas de congelacion y refrigeracic’)n' la
actividad antagénica era mucho mejor que a 25°C; mientras que a los 8 y 15
dias de almacenamiento mostraron ia misma actividad; pero a los 30 dias se
observé disminuciéon marcada de la actividad aunque no fue anulada.

Ademas, se observd que las cepas de Lactobacillus plantarum y Lactococcus
lactis ssp lactis presentaron termoresistencia a 121°C.



INTRODUCCION

Se denominan “bacterias acido lacticas” (BAL) al grupo de bacterias Gram
positivas no esporuladas que fermentan azlicares como glucosa y lactosa para
producir acido lactico. Dentro de este grupo se reconoce la existencia de
microorganismos anaerobios aerotolerantes. Los géneros representativos de
las BAL son: Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Bifidobacterium y
Pediococcus (Torres, 2002)

Estos microorganismos se pueden clasificar ademas por su metabolismo, en
homofermentativos y  heterofermentativos, los primeros producen
exclusivamente acido lactico, mientras que los otros, producen ademas acido
acetico, etanol y di6xido de carbono (Torres, 2002).

Durante cientos de afos las bacterias acido lacticas (BAL) han desempeiado
un papel importante en la obtencién y produccién de la mayor parte de los
alimentos fermentados que actualmente se consumen. Las BAL no so6lo son
interesantes en la industria alimentaria por inducir caracteristicas
organolépticas y estructurales favorables, sino también por inhibir el desarrolio
de- microorganismos no deseables, alterantes y patégenos, lo que sugiere la
posibilidad de utilizarlos para extender la vida atil e incrementar la calidad
higiénica de los alimentos. (Piard y Desmazeud, 1992).

Actualmente las BAL son adicionadas intencionalmente como cultivos
iniciadores en productos lacteos, carnicos, panaderia, vegetales, en bebidas
alcohdlicas, y son utilizadas como probiéticos, los cuales se definen como
cepas de microorganismos vivos que al ser ingeridos ejercen un efecto positivo
en la salud del consumidor, con la ventaja de proporcionar estabilidad y calidad
al producto final. (Leroy y col., 2002; Soomro, 2004)

El desarrollo de las BAL en los alimentos propicia un acentuado ambiente hostil
para el crecimiento y sobrevivencia de otras bacterias, principalmente las
patbégenas. Los efectos inhibitorios y destructivos no sélo son el resultado de
una acidificaciéon del medio, sino que intervienen otros mecanismos, entre ellos
la produccion de peroxido de hidrégeno, antibidticos, acidos grasos,
agotamiento de nutrientes, lo que provoca un aumento en la vida de anaquel de
los productos y las bacteriocinas que pueden considerarse como
conservadores naturales en algunos alimentos; estos compuestos las hacen



capaces de inhibir una gran variedad de microorganismos contaminantes,
patégenos y/o deterioradores como Escherichia coli, Vibrio cholerae,
Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus, Listeria y Streptococcus. (Piard y
Desmazeud, 1992; Schillinger y col., 1996).

El aumento en el consumo de alimentos procesados que se elaboran con
conservadores quimicos, ha originado en los consumidores una demanda por
alimentos con un minimo procesamiento y que tiendan a ser mas naturaies.
Como resultado de este patrén en el consumo, existe un gran interés en la
utilizacién de agentes antimicrobianos producidos naturalmente ademas de
esto, las BAL pueden ser utilizadas como cultivos iniciadores en los procesos
fermentativos permitiendo obtener productos con la propiedad deseada e
incluso pueden reducir o reemplazar, el empleo de algunos aditivos quimicos,
ofreciendo alimentos atractivos para el consumidor actual. (Leroy y col., 2002;
Soomro, 2004)

Por lo expuesto, el presente estudio tiene como objetivo principal evaluar la
actividad antagonica de bacterias acido lacticas aisladas de quesos frescos
elaborados artesanalmente, frente a Listeria monocytogenes y Escherichia coli;



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, se han identificado serios problemas relacionados
directamente con las limitadas formas de conservacion de los alimentos,
sumado al hecho de la continua exigencia de disminuir y prohibir cada vez mas
el uso de preservantes y aditivos quimicos en los mismos, debido a los efectos
adversos que pueden causar en la salud del consumidor. Esto obliga a la
busqueda de metodologias alternativas para 'coris'ervarlos.

La biopreservacion es un método de conservacién qiue ofrece diversas
condiciones para extender la vida 0til y aumentar la seguridad de los alimentos,
por medio del uso de una microbiota natural o controlada y de sus productos
antimicrobianos.

Diferentes estudios han aplicado la biopreservacion mediante el uso de una
microbiota natural como las Bacterias Acido Lacticas (BAL) aisladas de
productos lacteos, carnicos, pescados y vegetales, utilizando sus propiedades
antibacterianas atribuidas a los productos finales de su metabolismo como
acido lactico, acido acético, peréxido de hidrégeno, diacetaldehido, reuterina y
bacteriocinas. .

¢Tendran las bacterias acido lacticas aisladas de -quesd fresco artesanal la
capacidad antagonica para inhibir el crecimiento de Listeria - monocytogenes y
Escherichia coli?



JUSTIFICACION

El hombre a lo largo de la historia, se ha preocupado por conservar los
alimentos ya sea por medio de métodos fisicos, como el calentamiento, la
deshidratacion, la irradiacion, la congelacién, o por métodos quimicos como la
adicién sustancias tales como acido soérbico, sorbato sédico, sorbato de
potasio, entre otros; con el fin de causar la muerte de los microorganismos o
inhibir su crecimiento (Madrid, 1996). Por esta razén, la industria de alimentos
utiliza conservantes quimicos con capacidades bactericidas como los sulfatos y
los nitritos; sin embargo, estos bactericidas presentan ciertos riesgos, ya que al
estar presentes en la mayoria de los alimentos pueden sobrepasar el limite de
ingesta diaria y llegar a ser toxicos, ocasionando enfermedades degenerativas
en el sistema metabdlico como el cancer (Herrera, 2009).

La tendencia actual de la poblaciéon esta inclinada a consumir alimentos sin
aditivos o que contengan aditivos naturales, eliminando el empleo de
conservantes quimicos en determinados alimentos y utilizando solo
refrigeracibn como mecanismo primario de conservacion, esto supone un
riesgo potencial para el consumidor, especialmente si se considera la
posibilidad de que se rompa la cadena de frio durante el proceso, la
manipulacion, la distribucion y el almacenamiento de este tipo de productos
(Casaus, 1998).

El queso fresco de elaboracion artesanal, al no pasar por un proceso de
maduracién prolongado y no contener cultivos lacteos iniciadores, constituye
una fuentes natural de bacterias acido lacticas provenientes de la flora
microbiana natural presente en la leche utilizada como materia prima.

Los acidos organicos producidos por la bacterias acido lacticas, con la
consiguiente reducciéon en el pH, se consideran como el principal agente
inhibidor del crecimiento de microorganismos contaminantes en los alimentos;
ademas, producen agentes antimicrobianos como son bacteriocinas, etanol,
reuterina y otros metabolitos de importancia industrial que pueden evitar el
crecimiento de bacterias patégenas como Escherichia colj, bacteria patégena
frecuentemente transmitida por alimentos entre los que figuran los productos
lacteos y los zumos de fruta no pasteurizados, la carne elaborada y cocida de



manera insuficiente, la fruta y las hortalizas crudas y la manipulacion y el
almacenamiento insalubre de los alimentos preparados.

Asimismo se ha logrado inhibir microorganismos patdégenos emergentes
Listeria monocytogenes, que se desarrolla a temperaturas habituales de
refrigeracion de los alimentos y es causante de listeriosis en los seres humanos
(Joerger, 2003), ahonda el interés y la preocupaciéon por mantener el control
durante el proceso y manejo de los alimentos con el fin de garantizar su
inocuidad. .
Estos son organismos (0 grupos) que advierten oportunamente de un manejo
inadecuado o contaminacién que incrementan el riesgo de presencia de
‘microorganismos patégenos en alimentos, son responsables de brotes de
infecciones e intoxicaciones a nivel mundial constituyendo asi un problema de
salud publica que podria ser evitado gracias a la capacidad antibacteriana que
presentan las BAL al evitar el desarrollo de microorganismos deterioradores y/o
patégenos, razén que ha motivado la investigacién acerca de este tema.

Para que la adicién de las bacteriocinas en los alimentos sea efectiva, estas
deben conservar sus propiedades bajo los tratamientos que reciba dicho
alimento. Para ello sera necesario establecer el comportamiento de las mismas
en relacion a los siguientes parametros: sensibilidad al Ph (estables a pHs
neutros o cercanos a la neutralidad), sensibilidad a los cambios de temperatura
(desde la congelacion, refrigeracion y temperatura superior a la del ambiente) y
tolerancia al calor (para que no sufran alteraciones con los tratamientos
térmicos a los cuales son sometidos ciertos alimentos)

Por lo expuesto, la presente investigacion contribuye al conocimiento de la
fisiologia de las bacterias acido lacticas para su uso potencial como
conservantes naturales en los alimentos.



HIPOTESIS

‘Las bacterias acido lacticas (BAL) aisladas de queso fresco
artesanal, tienen accién antagénica frente a Listeria monocytogenes
y Escherichia coli.”



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la capacidad antagoénica in vitro de bacterias acido lacticas
aisladas de queso fresco elaborado artesanalmente en la comunidad
campesina de Haparquilla-Anta, frente a Listeria monocytogenes y
Escherichia coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Aislar e identificar las cepas de bacterias acido lacticas que presenten
mejor actividad antagénica mediante la prueba bioquimica API-50 CH.
Determinar la accidon antagénica in vitro de los cultivos libres de células
de las bacterias acido lacticas aisladas frente a Listeria monocytogenes
y Escherichia coli.

Determinar la influencia del pH, temperatura y tiempo de
almacenamiento de los cultivos libres de células de las bacterias acido
lacticas sobre su capacidad antagénica frente a Listeria monocytogenes
y Escherichia coli.

Determinar la termoresistencia de los metabolitos responsables. del
antagonismo de los cultivos libres de células de BAL.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

e Alvarado C. y col. 2010 (Venezuela). Realizaron un estudio de la
capacidad antagénica de 6 cepas de Lactobacillus plantarum aisladas del
pastizal de una finca lechera e identificadas con los numeros 1, 4, 20, 37, 50, y
58, se evalub el antagonismo de cada cepa contra Salmonella enteritidis CVCM
446, Salmonella enteritidis y Salmonelfa typhi aislada de leche cruda de una
finca local y Listeria monocytogenes. Con la técnica de difusién en pocillos, se
probaron sobrenadantes de las cepas sometidos a neutralizacion con NaOH
1N, exposicién a 32 pg/ml de peroxidasa, tratamiento con 2 mg/ml de tripsina y
calentamiento a 120 °C por 20 minutos, con respectivos controles posteriores
de actividad antagdnica residual. L. plantarum 1, 4, 20, 37 exhibieron actividad
antagoénica contra Salmonella typhiy Listeria monocytogenes con halos de
inhibicion de 9-11 mm debido a la presencia de acidos organicos. No pudo
determinarse la naturaleza de los compuestos del sobrenadante de L.
plantarum 37 activos contra Salmonella typhi; mientras que la actividad
antagoénica de L. plantarum 58 contra Listeria monocytogenes evidenciada por
halos de 18 mm se perdié con el tratamiento de tripsina, pero no fue afectada
por el calor, lo que parece indicar la preséncia de molécula(s) de naturaleza
proteica estable(s) al calor.

e Concha P. 2010 (Chile). Un total de 432 cepas de BAL, aisladas a partir de
90 muestras de vegetales frescos, fueron analizadas para determinar su
actividad antagonica contra Listeria monocytogenes. Sélo 7 (1.62%) cepas
aisladas presentaron actividad contra Listeria monocytogenes, la cual fue
atribuida principalmente a la produccion de compuestos similares a
bacteriocinas, ya que los cultivos libres de células mantuvieron su actividad
anti-listeria después de ser neutralizados y tratados con catalasa o con tripsina,
pero fue totalmente inactivada al ser tratados con proteinasa K. Las 7 cepas de
BAL-bacteriocinogénicas fueron identificadas en base a sus propiedades
fenotipicas como Lactococcus lactis subsp. lactis. El espectro de la actividad de
los compuestos antibacterianos presentes en los cultivos libres de células de
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las 7 cepas fue muy reducido, limitandose exclusivamente al género Listeria
spp. Ninguno presenté actividad contra otras bacterias patégenas ensayadas
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157, Salmonella
Enteritiditis y Yersinia enterocolitica).

e Cristobal R. 2008 (Peru). Recolecto 33 muestras de quesos artesanales
provenientes de Lima y provincias y se aislaron 341 cepas de lactobacilos. Las
especies de lactobacilos aisladas con mayor frecuencia fueron Lactobacillus
casei 56 % (191) y Lactobacillus plantarum 35.8 % (122). Sélo el 16.42 %
(56/341) de los aislados presentaron actividad bacteriocinogénica frente a
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Los sobrenadantes de los cultivos
bacteriocinogénicos se ajustaron el pH a 6.5 para descartar la accioén de acidos
organicos. Por otro lado, los sobrenadantes fueron sometidos a tratamientos
térmicos de 60, 80y 100 °C, apH 4, 7y 9, y a temperaturas de conservacion
de 4, 15y 32 °C y se encontr6 que la termoestabilidad fue de 60 a 80 °C, el pH
6ptimo de 4 a 7 y la temperatura 6ptima de conservacion de 4 a 32 °C. Las
bacteriocinas presentes en los sobrenadantes de los diferentes aislados
inhibieron el crecimiento de cepas de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraesuis, Shigella
sonnei y Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, Listeria innocua fue
resistente. El aislado identificado como Lactobacillus plantarum produjo la
bacteriocina con los mejores parametros fisicoquimicos experimentados y
ademas presentd un amplio espectro de inhibicién contra los microorganismos
indicadores evaluados.

e Del Campo M. y col. 2008 (México). Aislaron 350 cepas de bacterias
acido lacticas (BAL), a partir de 35 muestras de quesos frescos, fueron
probadas en contra de cuatro microorganismos patdgenos, tres Gram+ (Lisferia
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes) y un Gram-
(Salmonella agona). Sélo 25 cepas mostraron capacidad antagénica, el mayor
efecto inhibidor fue debido al pH, por la produccién de acidos organicos. 8 de
ellas, mostraron un efecto inhibidor diferente al pH, Todas las cepas mostraron
actividad antagoénica en contra de bacterias Gram+. S. agona, no fue inhibida
en su desarrollo, por ninguna de las cepas de bacterias acido lacticas. Tres
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cepas que mostraron inhibicion con el sobrenadante, se trataron con enzimas
proteoliticas, y se determiné que el factor inhibidor es de origen proteico. 16
cepas mostraron que es necesaria la presencia de las BAL para inhibir a los
patégenos, al probar el sobrenadante libre de BAL, el efecto inhibidor no se
manifesto.

e Estrada A. y col. 2005 (México). Trabajaron con dos cepas nativas de
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis, aisladas de productos
fermentados; estas crecen en medios de cultivo y producen un extracto
complejo. de Aacidos organicos y péptidos con actividad bactericida. Los
extractos de estas cepas mostraron capacidad bactericida frente a Sa/monella
sp. y Escherichia coli. Los ensayos para determinar su accién se realizaron con
el extracto crudo y centrifugado provenientes de cada una de las cepas, a
diferentes tiempos de almacenamiento, temperatura y pH. Se observé una
mejor actividad antibacteriana y estabilidad de la actividad, en el extracto crudo
almacenado a temperatura de 0°C y 4°C. A pH 5,5 se presenté la mejor
actividad en los dos extractos frente a las cepas de estudio. Se concluy6é que
los extractos sintetizados por ambas cepas tienen un alto potencial bactericida
contra estas dos patdégenos que son responsables de toxiinfecciones

alimentarias.

e Ramirez M. y col. 2005 (México). Evaluaron la presencia de bacterias
acido-lacticas (BAL) en 33 muestras de quesos elaborados artesanalmente en
el Estado de Hidalgo a través de método de difusién en pocillos, obteniendo asi
mas de 300 cepas. El espectro de actividad de estas cepas fue evaluado tanto
frente a bacterias Gram positivas como contra Gram negativas. Las BAL fueron
capaces de inhibir el crecimiento de varios de los patégenos probados, siendo
las cepas de Vibrio cholerae las mas sensibles, mientras que Escherichia coli,
Bacillus, Citrobacter y Proteus fueron las mas resistentes, y destacando asi
mismo la inhibicién contra Listeria monocytogenes. La actividad antimicrobiana
de los compuestos producidos por las bacterias acido lacticas (BAL) aisladas
podrian utilizarse como un conservador potencial para inhibir el crecimiento de
bacterias patégenas y deterioradoras de alimentos.



1.2 GENERALIDADES

1.2.1 QUESO FRESCO

La Norma Técnica Peruana (NTP) 202.195, define queso fresco (tradicional),
como el queso blando, no madurado ni escaldado, moldeado, de textura
relativamente firme, levemente granular, sin- cultivos lacteos, obtenido por
separacion del suero después de la coagulaciéon de la leche pasteurizada,
entera, descremada o parcialmente descremada, o una mezcla de algunos de
estos productos.

Los quesos frescos tienen un alto contenido de humedad y no han sufrido
proceso de maduracion, por lo que pueden tener sabor a leche fresca o leche
acidificada. Su consistencia suele ser pastosa y su color blanco. Por tener un
alto contenido de humedad en la pasta (45-80%), su tiempo de vida util resulta
corto, debiendo ser consumidos en pocos dias. Su transporte y conservacién
se debe hacer a temperaturas de 4-10°C; aun manteniendo la cadena de frio
son altamente perecederos (Madrid, 1996; Villegas, 2009, citados por Alvarez
2011).

Les quesos se encuentran entre los mejores alimentos del hombre siendo una
variedad ampliamente producida en los paises de Latinoamérica por la
sencillez del procesamiento, su costo mas bajo y el rendimiento mayor al
obtenido en comparacién con otras variedades (Inda, 2000, citado por Alvarez
2011).

1.2.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas se utilizan desde hace aproximadamente 4 mil
afos en la elaboracion de alimentos. Su uso mas comun esta relacionado con
la produccién de queso, yogurt, crema de leche y mantequilla. Su distribucion
en la naturaleza es amplia asi como en nuestro sistema digestivo. Sus
aplicaciones mas conocidas estan relacionadas con la industria lactea pero
también pueden presentar otros usos como en el curado de la carne, pescado y
embutido (Mossel y col. 2003)

Las bacterias 4acido lacticas tienen actuaimente un gran potencial
biotecnolégico en la produccion de alimentos destinados al consumo humano y
animal. No sélo contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas de
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los alimentos sino que sirven para el control de la proliferacion de
microorganismos patégenos debido a que producen bacteriocinas, peréxido de
hidrégeno, acido lactico y otras sustancias. Entre éstas, se ha comprobado que
los lactobacilos son beneficiosos para la salud humana y animal, por tal motivo
estas bacterias pueden ser usadas en la conservacion de ciertos alimentos
usando las bacteriocinas como antimicrobianos. embutido (Mossel y col. 2003)

1221 CARACTERES GENERALES

Las BAL son un grupo de bacterias inmoéviles Gram-positivas, no esporuladas,
con forma de cocos o bacilos, catalasa y oxidasa-negativas. Fermentan
carbohidratos con produccién de acido lactico como producto principal o Gnico
del metabolismo de las hexosas, tolerantes a los acidos; se desarrollan a pH
bajos algunas pueden desarrollarse desde pH 3.2 hasta 9.6, pero {a mayoria
crece entre 4.0 y 4.5. Son bacterias meséfilas, aungue algunas son capaces de
crecer a temperaturas tan bajas como 5°C y ofras a temperaturas tan altas
como a 45°C, generalmente su temperatura 6ptima se encuentra entre 25°C y
30°C. No realizan fosforilacion acoplada a cadena transportadora de electrones
y obtienen su energia por fosforilacion oxidativa a nivel de sustrato mientras
oxidan los carbohidratos, no tienen un ciclo de Krebs funcional (Madigan y
col.2001).

Las BAL son anaerobias aerotolerantes, es decir que pueden crecer con o sin
presencia de oxigeno. Algunas cepas son capaces de tomar oxigeno por medio
de sistemas de flavoproteina oxidasa, produciendo peroxido de hidrégeno por
medio de enzimas alternativas llamadas peroxidasas. No se forma ATP en la
reaccion flavoproteina oxidasa, pero el sistema oxidasa puede emplearse para
la reoxidacion de nicotidamida adenin dinucleotido reducido (NADH). (Madigan
y col., 2001).

Otra caracteristica en comun de éstas bacterias, es que se encuentran
frecuentemente en habitats ricos en nutrientes, caracterizados por la presencia
de carbohidratos solubles y productos de la degradacion de proteinas y
vitaminas, y con bajas concentraciones de oxigeno como por ejemplo, la leche
y productos lacteos, productos carnicos y vegetales fermentados, frutas y
hortalizas frescas, ensilados, pescado y derivados de la pesca (Stiles, 1997;



Cintas y col, 2001). Ademas, algunas BAL son habitantes comunes del tracto
gastrointestinal y mucosas del hombre y animales (Cintas y col., 2001).

Son muy exigentes en su nutricion nitrogenada y vitaminica; sélo pueden
crecer en medios ricos en vitaminas, bases nitrogenadas y fuentes de carbono;
asi, el medio debe aportar una mezcla compleja de las vitaminas B,
aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas (Charles, 1998).

Entre las propiedades fisioldgicas de este grupo de bacterias destacan algunas
de aplicacién tecnoldgica, como son: la resistencia a bacteriéfagos (importante
problema a la hora de obtener cultivos iniciadores su actividad proteolitica
(importante en la curacion del queso), fermentacion de lactosa y citratos
(responsables del aroma de numerosos productos frescos), produccion de
polisacaridos (importantes al conferir textura a determinados alimentos), su alta
resistencia a la congelacion y liofilizacion (importante en la conservacion de
fermentos comerciales como ya se ha indicado), su capacidad de adhesién a la
mucosa digestiva (de ahi uno de sus usos como probiéticos) y la produccién de
sustancias antimicrobianas (con accién preventiva de intoxicaciones
alimentarias) (Wigley, 1999),

1.22.2 METABOLISMO

La energia celular de las BAL procede de la fermentacion de los carbohidratos
para producir acido lactico. Para llevar a cabo esta fermentaciéon utitizan dos
vias diferentes para la glucdlisis: el esquema de Embden ~ Meyerhof - Parnas
(EMP), con generacion casi exclusiva de acido lactico y la via 6-
fosfogluconato/fosfocetolasa, de la que resultan otros productos finales como
etanol, acido acético y didéxido de carbono.

Esenciaimente, en las BAL el metabolismo de los carbohidratos puede ser
clasificado como: homofermentativo, heterofermentativo y heterofermentativo
facultativos. Las BAL pueden formar acido lactico D(-) o L(+) o una mezcla
racémica de los dos isomeros (Lyhs, 2002).

Las bacterias homofermentativas poseen las enzimas aldolasa y hexosa
isomerasa, pero carecen de fosfocetolasa. Se caracterizan por la capacidad de
transformar la glucosa por la via EMP, para producir dos moléculas de lactato
por una molécula de glucosa. En algunos casos se transforma la fructosa para
obtener acido lactico, con produccion nula o minima de otros productos
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secundarios. Las bacterias homolacticas son capaces de extraer de una
determinada cantidad de glucosa aproximadamente el doble de energia con
respecto a las bacterias heterolacticas. Dentro de esta clasificacion se
encuentran los géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus y
Vagococcus (Casp y Requena, 1999).

Las bacterias heterofermentativas no tienen fructosa-difosfato-aldolasa pero
tienen fosfocetolasa y por lo tanto degradan la glucosa por la via llamada de
pentosas fosfatos o de las hexosas fosfatos; a partir de las hexosas producen
cantidades equimolares de acido lactico, acido acético, etanol, y didxido de
carbono, y degradan las pentosas para obtener acido acético y acido lactico.
Dentro de este grupo se clasifican todas las especies de Leuconostoc,
Weissella y Carnobacterium asi como alguna del género Lactobacillus. Las
bacterias heterolacticas son mas importantes que las homolacticas desde el
punto de vista de la produccién de componentes de aroma y sabor, tales como
acetaldehido y el diacetilo (Casp y Requena, 1999; Lyhs, 2002).

Existen también las bacterias heterofermentativas facultativas, las cuales
utilizan la via EMP o la via de las pentosas fosfato para dar como productos en
su mayoria acido lactico, acido acético, diéxido de carbono, acido férmico y
etanol. Las bacterias heterofermentativas facultativas fermentan hexosas para
producir acido lactico por la via de EMP o ‘para &cido lactico, etanol, acido
acético y acido féormico. Las pentosas son fermentadas para producir acido
lactico y acido acético a partir de la via del 6 P-gluconato (Lyhs, 2002;
Vandamme y col., 1996).



Cuadro1. Bacterias Acido Lacticas Homofermentativas y

Heterofermentativas
, ‘ HETEROFERMENTATIVAS
: HOMOFERMENTATIVAS HETEROFERMENTATIVAS FACULTATIVAS
Lactobacillus: Lactobacillus: Lactobacillus:

Lb: acidophilus

Lb. delbrueckii subesp.
bulgaricus.

Lb. helveticus

Lb. jensenii

Lb. delbrueckii subesp.
lactis

Lb. farciminis

Lb. salivarius subesp
salivarius

Lb. gasseri

Lb. Gallinarium

Lb. brevis

Lb. buchneri

Lb. fermentum
Lb. reuteri

Lb. hilgardii

Lb. sanfrancisco
Lb. trichodes
Lb. fructivorans
Lb. collinoides
Lb. kefir

Lb. maleferementans

Lb. acetotolerans
Lb. hamsteri

Lb. casei

Lb. coryniformis

| Lb. curvatus

Lb. plantarum
Lb. sake

- Lb. paracasei

Lb. rhamnosus
Lb. pentosus
Lb. alimentarius
Lb. agilis

Pediococcus:

P. damnosus

P. dextranicum

P. parvulus
Streptococcus:

S. bovis

S. thermophilus
‘Lactococcus:

L. lactis subesp. lactis

L. lactis subesp. cremoris
L. lactis subesp. hordmiae
L. garviae

L. plantarum
Vagococcus:

V. fluvialis

V. salmoninarum

Leuconostoc:

Lc. amelibiosum
Lc. argentinum
Lc. lactis

Lc. mesenteroides
Lc. gelidum
Carnobacterium:
C. divergens

C. mobile

C. gallinarum

C. piscicola
Weissella:

W. confusus

W. paramesenteroides
W. confusus

I W. halofolerans

W. minor
W. viridescens

{ Pediococcus:

P. acidilactici
P. pentosaceus
P. damnosus
P. dextrinicus
P. inopinatus

Fuente: Stiles y Holzalbfel 1997

1.2.3 CLASIFICACION Y GENEROS REPRESENTATIVOS
Al tratarse de un grupo heterogéneo, las BAL estan representadas por varios

géneros de importancia.




Los géneros que se describen brevemente a continuacién son los que tienen

mayor relevancia en la microbiologia de los alimentos.

A) Género Lactobacillus.- Comprende diversas bacterias que tienen en
comun su habilidad para producir acido lactico como producto principal, son
Gram positivas y no forman esporas. Son anaerobios facultativos y su
crecimiento 6ptimo se da entre 30 y 40°C, aunque pueden crecer en
temperaturas en un rango de 5 a 53°C. El pH 6ptimo de crecimiento esta en pH
5.5 ~ 5.8, pero en general crecen a pH <5. El género incluye cerca de 25
especies y su principal criterio de diferenciacion se basa en la composicion del
producto final de la fermentacién. En la industria alimentaria son muy utiles en
la produccién de alimentos fermentados como yogurt, pan, pepinillos y olivas,
entre otros, con el fin de contribuir a la preservacién, valor nutricional y sabor
(Batt, 2000).

Otra caracteristica del género Lacfobacillus es la capacidad para producir
bacteriocinas; algunos ejemplos de bacteriocinas producidas por este tipo de
microorganismos se presentan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Lactobacillus productores de bacteriocinas

BACTERIOCINA PRODUCTOR ORGANISMOS SENSIBLES
. Lactobacillus Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
Lactacina . . .
acidophilus helveticus
. Lactobaciflus Lactobacillus fermentum, Staphylococcus.
Lactacina F - .
delbrueckii. aureus, Enterococcus faecalis
Brevicina 37 Lac‘tobac./ us Pediococcus damnosus
acidophilus
Lacticina A Lactobac:llqs Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
delbruecki
. Lactobacillus. Lactobacillus helveticus, Lactobacillus.
Helveticina J . .
helveticus delbrueckii
Sakacina A Lactobacillus sake Listeria monocytogenes
. Lactobacillus Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis,
Plantaricina A .
plantarum Listeria monocytogenes
.. Lactobacillus Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
Gassericina A ) .
gasseri brevis

Fuente: Gonzalez y col 2003.




Kandler y Weiss agrupan a los lactobacilos en tres grupos tradicionales:

- Grupo |, lactobacilos homofermentativos obligados, fermentan hexosas casi
exclusivamente a acido lactico por la via Embden Meyerhoff, pero no pentosas
ni gluconato. Ejemplo: Lactobacillus. delbrueckii. Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus.

- Grupo I, lactobacilos heterofermentativos facultativos, fermentan hexosas
casi exclusivamente a acido lactico por via Embden Meyerhoff o, al menos por
algunas especies, hasta acido lactico, acido acético, etanol y acido férmico bajo
limitantes de glucosa. También pueden fermentar pentosas hasta acido lactico
y éacido acético por via fosfocetolasa. Ejemplo: Lactobacillus. casei,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, L. sake.

- Grupo lll, lactobacilos heterofermentativos obligados, fermentan hexosas a
acido lactico, acido acético, etanol y didéxido de carbono (COj). Tambiéen
fermentan pentosas hasta acido lactico y acido acético. Ejemplo: Lacfobacillus
brevis, Lactobacillus fermentum.

B) Género Lactococcus.- Los miembros del género de los Lactococcus son
bacterias Gram positivas y segin sus condiciones de crecimiento pueden tener
un tamario entre 0.5 — 1.5 ym, no forman esporas y no tienen movilidad. Tienen
un metabolismo homofermentativo y producen grandes cantidades de acido
lactico.

Su crecimiento 6ptimo se da a los 25°C y pueden crecer en temperaturas bajas
hasta los 10°C. (Batt, 2000).

El género Lactococcus es util en la fabricacion de productos de consumo
alimenticio diario. Algunos como Lactococcus. lactis, Lactococcuslactis subsp.
lactis y Lactococcus. cremoris se usan a diario como fermentos en la
produccion de derivados lacteos. Ademas pueden ayudar a preservar los
productos con la produccion de bacteriocinas. De éstas bacteriocinas, la mas
estudiada es la nisina, que es producida por Lactococcus lactis (Batt, 2000).

C) Género Streptococcus.- Son cocos esféricos u ovoides de 0.8-1.2 pym,
tipicamente dispuestos en pares o en cadenas, y son anaerobios facultativos.
Tienen la caracteristica de ser homofermentativos, transformando la lactosa a
acido lactico. Son mas sensibles al oxigeno y poseen una considerable
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actividad superdxido dismutasa. Estas bacterias tienen en general una
completa necesidad de factores de crecimiento: vitamina B, aminoacidos,
péptidos, bases puricas y piridimicas. Esta es una de las razones por las que
abundan en un medio rico como la leche (Casp y Requena, 1999; Charles,
1998).

Los mas conocidos son Streptococcus lactis y Streptococcus cremoris, los
cuales son responsables de la acidificacién de la leche, y el Strepfococcus
diacetylactis que produce también la fermentacion del acido citrico a diacetilo,
sustancia caracteristica del aroma de la mantequilla. Es también importante el
Streptococcus thermophilus que se desarrolla bien a 40-45°C, por lo que se
emplea para conseguir la acidificacion del yogur durante su maduracién a 45°C
y para la maduracién de los quesos de pasta cocida (Casp y Requena, 1999).

D) Género Leuconostoc.- Comprende bacterias Gram positivas no
esporuladas.

Crecen en anaerobiosis o aerobiosis. Como los 6tros grupos de BAL necesitan
un medio de crecimiento complejo, rico en aminoacidos, péptidos,
carbohidratos, vitaminas e iones metalicos. Por lo general son células esféricas
semejantes a bacilos muy cortos con extremos redondeados (Funel, 1999).
Alrededor del 12% de las BAL aisladas de muchos ecosistemas, en la gran
mayoria de material vegetal, son especies de Leuconostoc. Algunas son
aisladas de la superficie de vegetales y frutos y otras de carnes refrigeradas y
productos lacteos. Como otras especies de BAL el género Leuconostoc es
-tecnologicamente interesante en la industria de comidas y bebidas. Ademas
cepas como Leuconostoc carnosum Yy Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum producen leucocina A, una bacteriocina que tienen efecto
antimicrobiano comprobado contra la Listeria spp. (Funel, 1899).

IMPORTANCIA DE LAS BAL

a) Cultivos iniciadores.- Se define como aquel cultivo formado por una o
varias cepas de bacterias activas, capaces de multiplicarse en un alimento para
propiciar la acidificacion rapida del medio donde producen cambios especificos
en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad, digestibilidad y aspecto
de los alimentos. Se utilizan para la elaboracién de productos como col agria,
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embutidos (como el salami y chorizo), productos lacteos y bebidas alcohdlicas,
(Mossel y col., 2003; Madrid, 1996).

Las bacterias que se emplean como cultivos iniciadores en quesos pertenecen
principalmente a los géneros Strepfococcus, Lactococcus, Leuconostoc y
Lactobacillus, los cuales se adicionan para producir la acidificacién adecuada
para las temperaturas de fabricacién, lo que permite controlar y frenar el
desarrollo de la flora microbiana presente en la leche y desciende el pH
favoreciendo la actividad de coagulante del cuajo. La eleccion del cultivo
iniciador determina el sabor, aroma y textura de la cuajada (Early, 2000).

b) Probiéticos.- Son cultivos simples o mixtos de microorganismos vivos que
al ser ingeridos en cantidades adecuadas ejercen una influencia positiva en la
salud del consumidor. La forma mas frecuente de consumir probiéticos es a
través de alimentos lacteos (Soomro y col., 2004).

Dentro de los efectos benéficos que se han atribuido a estos microorganismos
se incluyen:

* Mejoria en las enfermedades infecciosas.

» Mejoria en enfermedades cronicas intestinales como colitis ulcerosa

* Reduccién del colesterol sérico.

* Mejora en la absorcion del calcio.

* Produccién de enzimas utiles en la predigestion de proteinas, carbohidratos y
lipidos de Ia leche, lo que permite a un individuo con intolerancia a la lactosa
consumir leche o productos derivados. '

* Contribucién a la prevenciéon de cancer colointestinal (Soomro y col., 2004).
Estos efectos pueden deberse directa o indirectamente a la regulacion de la
microflora intestinal o de la respuesta inmunolégica. Entre las bacterias
probitticas utilizadas para el consumo humano se encuentran las BAL, que
incluyen a las siguientes cepas: Lacfobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus . casei, Lacfobacillus casei subesp. rhamnosus,
Lactobacillus  delbrueckii subesp bulgaricus, Lactobacillus  fermentum,
Lactobacillus reuteri, Lactococcus lactis subesp. /actis, Lactococcus lactis spp.
cremoris, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Enterococcus faecalis
y Enterococcus faecium (Gonzalez y col., 2003; Soomro y col., 2004)
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c) Deterioro de los alimentos.- En cuanto a los aspectos negativos, las BAL
estan implicadas en la descomposicién o deterioro de la carne, las verduras,
vinos, la leche y otros productos de consumo diario, originando cambios en la
composicion de algunos alimentos y provocar un mal sabor, olores
desagradables, acidez y turbidez. Algunos son el agriado en productos lacteos,
frutas y alimentos perecederos, espesamiento en productos que contienen
liquidos azucarados (almibares), mucosidad y enverdecimiento de embutidos
(Fernandez, 2000).

ACTIVIDAD ANTAGONICA DE LAS BAL

Los principales mecanismos de antagonismo microbiano de las bacterias
lacticas son, la competencia por nutrientes y la formacién de acido lactico y
acido aceético, con el consiguiente descenso del pH (Piard & Desmazeud, 1992;
Trias y col, 2008) Ademas, producen otras sustancias antimicrobianas como
etanol, diéxido de carbono, diacetilo, acetaldehido, peréxido de hidrégeno,
acido benzoico, reuterina y bacteriocinas (Piard & Desmazeud, 1992; Bari y
col., 2005; Settanni & Corsetti, 2008). Sin embargo, de todos los
antimicrobianos producidos por las BAL, las bacteriocinas han adquirido cada
vez mayor atencion (Ogunbanwo y col, 2003; Noonpakdee y col., 2003;
Campos y col., 2006; Allende et al 2007; Trias y col., 2008; Randazzo y col.,
2009).

A continuacién se describen estos compuestos:

» Acidos organicos. Debido a la fermentacién de la glucosa y otras hexosas,
se produce acido lactico, acido férmico, acido acético y etanol. Una vez que
son sintetizados se liberan al medio extracelular donde valores bajos de pH (<
4), inhiben o retardan el crecimiento de microorganismos patégenos o
alterantes como E. colii Salmonella spp, S. aureus, esporas de hongos y
levaduras (Salminen y col., 2004). '

s Peréxido de hidrégeno y otros metabolitos del oxigeno.- Como el
desarrollo de las BAL se lleva a cabo en un medio aerobio, se producen
metabolitos del oxigeno como anién superéxido (O2’), peréxido de hidrégeno
(H202) y radical hidroxilo (HO"), todos ellos producidos durante el proceso de
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reduccion del oxigeno hasta agua durante la respiracion. Estos metabolitos
tienen un efecto antimicrobiano principalmente por la inactivacion de enzimas
como: gliceraldehido-3P- deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa, alcohol
deshidrogenasa o coenzima A, por la oxidaciéon de los grupos sulfidrilo. La
inhibicién también puede ser causada por el aumento de la permeabilidad de
las membranas debido a la peroxidacion de los lipidos y a dafios en el material
genético (Madigan y col., 2001). ‘

Algunas BAL pueden producir H,O;, que contribuye a la actividad inhibitoria
contra otros microorganismos, incluidos los patégenos presentes en alimentos
(Gillitand, 1977). EI H,0, imita el efecto de las bacteriocinas, por eso su efecto
antimicrobiano debe ser excluido para comprobar el poder bactericida de las
bacteriocinas (Tagg, 1971).

* Diéxido de carbono.- Como consecuencia de un proceso
heterofermentativo de hidratos de carbono, las BAL producen diéxido de
carbono, que puede crear condiciones anaeroébicas e inhibir el crecimiento de
microorganismos aerobios obligados o formar acido carbbnico y causar un
descenso de pH (Salminen y col., 2004).

= Diacetilo.- Una vez que se sintetiza, en la via de degradacion del piruvato,
se libera al medio extracelular donde ademas de formar algunos aromas de
productos fermentados, tiene un efecto antimicrobiano contra bacterias, hongos
y levaduras, posiblemente por la inactivacion de enzimas (Salminen y col.,
2004).

= Acetaldehido.- Es producido por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
por accién de la treonina-aldolasa, la cual rompe la treonina produciendo
acetaldehido y glicina. Como las cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus no pueden metabolizar el aldehido
cuando se encuentran en productos como el yogurt, éste se concentra en el
producto aproximadamente en 25 ppm. El acetaldehido en concentraciones de
10 — 100 ppm inhibe el crecimiento de Sfaphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium y Escherichia coli en productos lacteos (Piard y col.1992).
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Bacteriocinas.- El término bacteriocina ha sufrido varias definiciones desde
que Gratia descubrié en 1925 las colicinas. Actualmente, la definicion mas
aceptada es la de Jack y col., (1995): “productos de sintesis ribosomica, bien
primarios 0 modificados, que son secretados extracelularmente y presentan un
espectro de accion bactericida relativamente estrecho.” En general, las
bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas, tales como Jas BAL, a
diferencia de aquellas producidas por las Gram negativas, presentan un
espectro antimicrobiano mucho mas amplio, que afecta incluso a géneros
taxonémicamente no relacionados (Jack y col., 1995).

Se ha puesto especial interés en las bacteriocinas, las cuales son objeto de
investigacién por su actividad antimicrobiana contra las bacterias de los
alimentos tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium botulinum entre otros (Davidson y Hoover, 1993).

Las bacteriocinas son identificadas como proteinas biolégicamente activas
contra miembros de su misma especie 0 especies muy relacionadas a la cepa
productora (Klaenhammer, 1999).

Se denominan bacteriocinas a las moléculas que responden a los cinco
criterios siguientes (Klaenhammer, 1999).

- Tiene un espectro de accion limitado; sélo las especies taxonémicamente
préximas a Ja cepa productora pueden ser inhibidas. Sin embargo,
recientemente este concepto se ha modificado ya que se ha demostrado
también el efecto bactericida contra cepas distanciadas filogenéticamente de la
cepa productora.

- Son bactericidas

- Para actuar la bacteriocina se fija sobre un receptor especifico localizado
sobre sitios “blanco”

- La célula productora sintetiza igualmente una molécula que la inmuniza
contra su propia bacteriocina

Dentro de las bacteriocinas, se encuentra la nisina, aislada, caracterizada y
denominada por Mattick y Hirsch en 1947 producida por especies de
Lactococcus lactis subsp. lactis. Es la bacteriocina mejor caracterizada y es
utilizada como conservador de alimentos inhibiendo el desarrollo de bacterias
Gram positivas especialmente de los géneros Clostridium, Staphylococcus,
Bacillus y Listeria. Siendo la nisina la Gnica bacteriocina reconocida por la FDA
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con la categoria GRAS “Generally Recognized as Safe” (Davidson y Hoover,
1993).

Una ventaja importante de las bacteriocinas sobre los antibiéticos clasicos es
que las enzimas digestivas las destruyen (pueden romperse faciimente por
medio de proteasas y son rapidamente inactivadas en el estdbmago y en el
intestino delgado); este hecho indica que la ingesta de estos compuestos no
- alterara la ecologia -del tracto digestivo y tampoco esto causard riesgos
relacionados al uso de antibiéticos comunes (Davidson y Hoover, 1993).

CLASIFICACION

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo
a sus caracteristicas bioquimicas y genética. Algunos ejemplos de
bacteriocinas se mencionan en el cuadro 3. La clasificacion de estos
compuestos fue propuesta por Ness en 1996 en base en las caracteristicas
bioquimicas y genéticas (Gonzalez y col. 2003).

‘Clase |. Lantibiéticos.- Son péptidos pequeiios activos a nivel de membrana y
que contienen algunos aminoacidos poco comunes como lantionina, R-metil-
lantionina y dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores
al proceso de la fraduccion. La formacién de aminoacidos no comunes se
explica por la deshidratacién de los aminoacidos serina y treonina, con la
posterior adicion de los atomos de azufre de la cisteina a los dobles enlaces de
los deshidroaminoacidos. Un ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es

la. nisina.

Clase Il. No lantibiéticos.- Son bacteriocinas de peso molecular variable, que
contienen aminodacidos regulares. En este grupo se pueden identificar tres
subclases:

Clase lI-A.- Son péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso
en la region N-terminal YGNGV (Y, tirosina, G, glicina, N, asparagina y V,
valina), denominada secuencia consenso, y sus representantes caracteristicos
son la pediocina PA-1 y la sakacina P.

Clase lI-B.- Son formadores de complejos de poracion que consisten de dos
péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor actividad
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antimicrobiana. En este grupo se encuentran la lactococcina G y las
plantaricinas EF y JK.

Clase II-C.- Son péptidos pequerios, termoestables, no modificados y que se
transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan.
las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.

Clase lli.- Son péptidos grandes mayores de 30 kDa, en esta clase se
encuentran las helveticinas J y V, acidofilicina A, lactacinas A y B.

Cuadro 3. Bacteriocinas y microorganismos productores

1 BACTERIOCINA | CLASE | MICROORGANISMO PRODUCTOR |
Nisina | Lactococcus lactis subsp. lactis
Pediociﬁa A '” A | Pediococcus acidilactici y Lactobacillus
plantarum WHE92
Pediocina JD i A | Pediococcus acidilactici JD1-23
- Sakacina A A | "~ Lactobacillus sake 706
" SakacnaP | WA Lactobacillus sake LTHBT3
CurvacinaA | IIA |  Lactobacillus curvatus LTH1174
Mesentericina | 1A Leuconostoc mesenteroides
“PlantaricinaE/F | 1IB | Lactobacillus plantarum C11
Lactococcina A B Lactococcus lactis subsp. cremoris
: Lactococcina B : 1B | “Lactococcus lactis subsp. cremoris
, 9B4
LactacinaF { HB | Lactobacillus johnsonii
Divergicina e Carnobacterium divergens LV13
Helveticina | 1 | Lactobacillus helveticus

Fuente: Gonzalez y col., 2003

Mecanismos de Accion.- Las bacteriocinas actuan sobre la membrana celular
del microorganismo sensible, rompiendo la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, incrementando la permeabilidad de pequefios compuestos (K+,
Na+, CI-), haciendo que las células no sean capaces de proteger al citoplasma
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Las células no sean capaces de proteger al citoplasma del medio ambiente,

llevando a la inhibicién celular.

Se conocen dos tipos de modos de accion principalmente:
1. Formacién de poros: los monémeros de bacteriocina enlazados se
insertan y polimerizan en la membrana citoplasmatica para formar un poro
con los residuos hidrofilicos en la cara interior y los hidrofobicos en la cara
exterior (Abee y col., 1994, Chikindas y col., 1993).
2. Efecto detergente: las bacteriocinas hacen mas permeable a la
membrana, aumentando la interaccion en ésta con el medio ambiente
permitiendo la liberacién de iones, enzimas y ATP (Chikindas y col., 1993).

Aplicaciones de bacteriocinas en alimentos. Un amplio rango de
bacteriocinas producidas por BAL han sido investigadas intensamente
permitiendo su caracterizacion quimica detallada (Roos y col., 1999). Debido a
que las BAL han sido usadas por siglos para alimentos fermentados, se
consideran -como seguras por la FDA (Food and drug administration) de
Estados Unidos y esto permite su uso en la fermentacién de alimentos sin una
aprobacion adicional. La nisina fue la primer bacteriocina en ser aislada y
aprobada para ser usada en alimentos especificamente para prevenir el brote
de esporas de Clostridium botulinum en quesos distribuidos en Inglaterra
(Chung, 2003).

El uso de nisina tiene una larga historia y actualmente es empleada como
conservante seguro de alimentos en alrededor de 48 paises diferentes siendo
aprobada por la FDA en 1988 (Roos y col, 1999). La atencion de los
investigadores de bacteriocinas se enfoc6 en la bacteria Listeria
monocytogenes, agente causal de listeriosis, ya que la frecuencia de brotes de
esta infeccién aumenté combinada con la resistencia natural del agente causal.
Ademas, el estudio de esta bacteria fue interesante debido a su capacidad de
crecer a temperaturas cercanas a la refrigeracion que se utilizan para la
preservacion tradicional de alimentos. Esto condujo al aislamiento de un gran
namero de bacteriocinas de clase lla, las cuales son altamente activas contra
L. monocytogenes (Ennahar, 2000).

Las bacteriocinas también han sido usadas en carne curada, leche, queso y
pasta de soya (Riley, 2002). Se ha desarrollado gelatina de pediocina, una
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bacteriocina de clase lla producida por bacterias productoras de acido lactico,
que protege a las comidas rapidas de la contaminacién bacteriana (Raloff,
1998). Una cepa productora de pediocina también ha sido adicionada a
embutidos y se ha encontrado una reduccién del nimero de bacterias unas
10.000 veces respecto al nimero en embutidos no tratados. Ademas la
pediocina activa fue encontrada en los embutidos dos meses después de la
refrigeracion. Otro ejemplo de una bacteriocina que podria usarse en la
industria alimenticia es la piscicolina, una bacteriocina producida por
Carnobacterium pscicola otra bacteria productora de A&cido lactico. La
piscicolina ya ha sido patentada y pronto serd usada en productos carnicos
(Raloff, 1998). |

Requisitos generales y aspectos reglamentarios del uso de una

bacteriocina como conservante natural

Las aplicaciones potenciales de las bacteriocinas en alimentos se ven limitadas

por sus propiedades individuales, como son el espectro de inhibicion, su

estabilidad al calor, solubilidad, etc. En general, para que una bacteriocina

pueda ser aplicada en alimentos debe cumplir los siguientes requisistos

(Holzapfel y col., 1995):

- La cepa productora debe tener estatus’GRA,_S (Generally Recognized As
Safe) o

- La bacteriocina debe presentar un amplio espectro de inhibicion frente a los
princibales patdégenos transmitidos por alimentos o ser altamente especifica
sobre alguno de ellos.

- La bacteriocina debe ser termoestable.

- No debe presentar riesgo alguno para la salud

- Tener efectos beneficiosos sobre el producto, mejorando su seguridad, y no
afectando a su calidad nutricional y propiedades organolépticas.

Yang y Ray en 1994 establecieron que para que una bacteriocina sea aceptada

como aditivo alimentario debe de haber pasado por una serie de estudios en

los que se haya establecido:

- El espectro inhibidor

- Las caracteristicas bioquimicas y genéticas de la cepa productora y de la
bacteriocina.
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La sensibilidad de la bacteriocina a los cambios de pH y temperatura.
Los factores que afectan su produccion.

El proceso de purificacion.

El coste de la adicién de la bacteriocina a los alimentos.

Es obvio que para que la adicion de bacteriocinas a los alimentos sea efectiva,

éstas deben conservar sus propiedades bajo los tratamientos que reciba dicho

alimento. Para ello es necesario establecer el comportamiento de las mismas

en relacién a los siguientes parametros:

Sensibilidad al pH: la industria alimentaria demanda bacteriocinas que sean
estables a pHs neutros porque una gran variedad de bacterias patégenas se
desarrollan en estas condiciones y la mayoria de los alimentos que requieren
conservantes poseen pHs proximos a la neutralidad.

Sensibilidad a proteasas: dada su naturaleza proteica, la mayoria de las
bacteriocinas son sensibles a estas enzimas, lo que facilita. su degradaciéon:
una vez que son ingeridas evitandose asi que lleguen a ocasionar trastornos
intestinales.

Tolerancia al calor: una de las caracteristicas de las bacteriocinas
producidas por las BAL es su tolerancia al calor, por lo que no sufren
alteraciones con los tratamientos térmicos que se aplican a ciertos
alimentos.

Factores que limitan la eficacia de las bacteriocinas en los alimentos.- No
obstante, la produccion y eficacia de las bacteriocinas de las BAL puede verse

limitada por varios factores que deben ser tenidos en cuenta a la hora de

abordar el estudio de la aplicaciéon potencial de cualquier bacteriocina: -

a) En relacién a la produccion (Schillinger y col., 1996)

- Que el ambiente (pH, temperatura, nutrientes, etc.) sea inadecuado para su

produccion en el alimento.
Que ocurra la pérdida espontanea de la capacidad productora de
bacteriocina.
Que la cepa productora sea inactivada por infeccion por fagos.
Que la cepa productora sufra antagonismo por otros microorganismos

presentes en los alimentos.
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b) En relacién a la eficacia (Schillinger y col., 1996)

- Que se desarrollen patégenos o bacterias deterioradoras resistentes a la
bacteriocina.

- Que concurran condiciones que desestabilicen su actividad biolégica.

- Que se adhiera a los componentes de los alimentos tales como las
particulas de grasa.

- Que sea inactivada o antagonizada por otros aditivos.

- Que sea poco soluble y/o se distribuya irregularmente en la matriz del
alimento.

- Que el pH del alimento tenga efecto negativo sobre la estabilidad, la
solubilidad y la actividad de la bacteriocina.

1.2.4 MICROORGANISMOS PATOGENOS EN ALIMENTOS

En los alimentos ocasionalmente se encuentran microorganismos patdégenos
para el hombre y los animales. Su consumo puede ocasionar un proceso
infeccioso cuando el microorganismo es ingerido viable y en nimero suficiente
en el alimento, seguido del crecimiento del mismo por la invasion de los tejidos,
o bien por la ingestion de una toxina ya presente o elaborada tras su
multiplicacion en el alimento originando una intoxicacion (Fernandez, 2000).
Las enfermedades producidas por el consumo de alimentos se pueden
clasificar en:

» Infecciones: Son aquellas en las que los microorganismos no
necesariamente se multiplican en el alimento, sino que el alimento sélo acttia
como vehiculo, siendo este el caso para bacterias, virus y parasitos que se
multiplican e invaden el intestino ocasionando enfermedades como shigelosis,
gastroenteritis, fiebre tifoidea, disenteria bacilar, hepatitis A y amibiasis.

* Toxi-infecciones: Son producidas por la ingestion de alimentos con agentes
patégenos que al multiplicarse en el intestino producen toxinas o éustancias
téxicas, en este tipo de enfermedades se incluyen las especies de Clostridium
perfringes, Bacillus cereus, Vibrio cholerae. (Frazier y Westhoff, 2000).

* Intoxicacion: Puede ser consecuencia de un envenenamiento quimico o de
la ingestién de una toxina, los sintomas se producen despuéé de la ingestion
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de los alimentos contaminados con la toxina. Los microorganismos se
multiplican en alimento y forman la toxina. Las toxinas generadas en el
alimento pueden estar asociadas a las células microbianas o pueden ser
liberadas de ellas.

Las enfermedades transmitidas por alimentos se asocian a practicas higiénicas
deficientes y al consumo de agua o por alimentos contaminados (Prescott y
col., 1999).

1.2.5 LISTERIA MONOCYTOGENES

Las especies de Listeria son bacilos cortos Gram positivos no esporulados, de
1.2 x 0.5 ym, a veces es cocoide y corineforme por mostrar diptoformas
dispuestas en “V”; las células también aparecen aisladas. Son anaerobios
facultativos, a temperatura de entre 20-25°C son méviles por medio de flagelos
peritricos, pero a 37°C soélo forman un flagelo polar. La temperatura 6ptima de
crecimiento es 30 — 37° pero puede proliferar en un amplio espectro de
temperaturas entre 1 a 45°. (Vazquez-Boland, 2001)

Son organismos psicrotrofos, capaces de crecer a temperaturas de
refrigeracion. El crecimiento de las cepas es inhibido a valores de pH inferiores
a 5.5 pero el pH minimo de crecimiento se encuentra entre 4.4 y 5.6 (Fraziery
Westhoff, 2000).

Algunos estudios sugieren que entre el 1 y 10% de los seres humanos pueden
ser portadores intestinales de L. monocytogenes. Esta bacteria se ha
encontrado en por lo menos 37 especies diferentes de mamiferos, tanto
domésticos como salvajes, ademas de en 17 especies de aves y en algunas
especies de pescados y mariscos.

Puede ser aislada del suelo, del forraje ensilado y de otras fuentes
ambientales. L. monocytogenes es altamente resistente a los efectos de la
congelacién, el secado y el calentamiento. Esta ultima caracteristica es
especialmente notoria ya que se trata de una bacteria que no forma esporas
(www.cfsan.fda.gov, 2005).

Listeria monocytogenes ha sido asociada con alimentos tales como la leche
cruda, la leche liquida supuestamente (o0 erréneamente) pasteurizada, los
quesos (en especial las variedades que han sufrido un corto periodo de
maduracién), el helado, los vegetales crudos, las saichichas de carne cruda
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fermentada, las aves de corral crudas y cocidas, las carnes crudas (de todo
tipo) y el pescado fresco o ahumado. Su capacidad de crecer a temperaturas
tan bajas como los 3°C permite su multiplicacion en los alimentos refrigerados.
(Adams y Moss, 1998).

La bacteria puede ocasionar una infeccién conocida como listeriosis, que ha
emergido como una de las principales enfermedades transmitidas por
alimentos a finales del siglo XX. Aunque su incidencia es baja, es de indudable
importancia en salud publica debido a diversas circunstancias: la gravedad de
los sintomas no entéricos (meningitis, septicemia y aborto), la alta mortalidad
de sus infecciones (20-30%) (Batt, 2000), el largo periodo de incubacién, el
elevado riesgo que representa para nifios pequefios, especialmente neonatos,
mujeres embarazadas, ancianos e individuos inmunocomprometidos su
ubicuidad y, finalmente su resistencia a condiciones ambientales adversas
(bajo pH, alta concentraciéon de NaCl, baja temperatura). La dosis infecciosa del
germen es desconocida pero se cree que varia con la tensién y la
susceptibilidad de la persona. De los casos reportados, asociados con el
consumo de leche cruda o pasteurizada menos de 1000 organismos totales
pueden causar ia enfermedad. También se desconoce su mecanismo de
patogenicidad, sin embargo, hay que considerar tanto la sobrevivencia y
multiplicacién del microorganismo dentro del huésped, como en el proceso
invasivo del tejido implicado (Scientific Status Summary, 2004).

¢ CLASIFICACION TAXONOMICA
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Listeriaceae
Género: Listeria
Especie: Listeria monocytogenes
Fuente: Garrity G. (2005)
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1.2.6 ESCHERICHIA COLI

Taxonémicamente las bacterias de la especie Escherichia coli pertenecen a la
familia  Enterobacteriaceae. Son bacilos cortos, gram negativos,
guimioheterotrofos, catalasa positiva, oxidasa negativa, anaerobios facultativos.
Produce acido y gas a partir de la glucosa, lactosa, fructosa, galactosa,
maltosa, arabinosa, xilosa, ramnosa y manitol. La mayoria de las cepas
fermentan la lactosa, aunque algunas son fermentadoras lentas de este-aztcar
(Dos santos, 2007).

Son organismos mesoéfilos que crece a temperaturas desde 7- 10°C, con una
temperatura oOptima de 37°C. Ademas son capaces de resistir el
almacenamiento en refrigeracion o en congelacién por tiempos prolongados
(Adams y Moss, 1998). |

La mayoria de las cepas pertenecientes a la especie Escherichia coli, forman -
parte de la microflora normal del intestino del hombre y de los animales de
sangre caliente, encontrandose habitualmente en las heces. Es por ello que su
presencia en los alimentos es indice de contaminacion fecal y sefiala un peligro
potencial de posibles patégenos entéricos.

En la leche es una situacion diferente, esta bacteria eventuaimente existe en
residuos de suciedad sobre el equipo mal saneado que contiene la leche ya
tratada térmicamente. Su hallazgo en los alimentos puede establecerse como
el indicador mas confiable de contaminacién fecal, especiaimente en aquellos
que han recibido un tratamiento antimicrobiano severo (Fernandez, 2000).

o CLASIFICACION TAXONOMICA
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma-proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli

Fuente: Garrity G. (2005)
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1.2.7 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS
Para el andlisis de bacterias acido lacticas se ha recurrido a la determinacion
de caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioguimicas, que permiten
establecer la identidad de un microorganismo. Sin embargo estas técnicas no
proporcionan suficiente informacién, requieren de mucho tiempo para el
analisis y ademas confian en caracteristicas visuales subjetivas. No obstante,
el intenso y extraordinario avance de la biologia en los uitimos afios, ha
permitido desarrollar nuevos métodos de identificacion que facilitan y aportan
mayor precision a la clasificaciéon taxonémica.

Los métodos tradicionales de identificacion se basan en el estudio de aspectos

fenotipicos y fisiolégicos de la poblacién. Por lo general, la identificacion

comienza con el examen morfolégico de las colonias aisladas en medios
sélidos. El estudio continia con el examen microscopico de un extendido de los
microorganismos aislados, coloreados segun la técnica de Gram. A partir de
aqui se inoculan las pruebas bioquimicas tradicionales, donde se requieren
cultivos puros del microorganismo en cuestion para obtener una biomasa
suficiente capaz de evidenciar los cambios en las pruebas utilizadas como son:
sistemas indicadores de pH, formacién o degradacion de determinadas

sustancias y actividades enzimaticas (Nieto y col., 2004).

La identificacion fenotipica a nivel de género y especie, se basa en las

siguientes caracteristicas fisiologicas y bioquimicas (Alais, 1980):

- Crecimiento a diferentes temperaturas (10, 37, 45°C).

- Tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (2, 4, 6.5 %).

- Sobrevivencia al tratamiento térmico (63 y 65°C)

- Fermentacién de carbohidratos, principaimente: fructosa, glucosa,
galactosa, arabinosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, rafinosa, manosa,
xilosa, dextrosa, amigdalina, celobiosa, melecitosa, melibiosa, ribosa,
salicina, sorbitol y sacarosa.

- Produccion de acetoina.

- Hidrélisis de esculina.

Sin embargo, estos métodos involucran una gran cantidad de material, medios

de cultivo y tiempo; por tal motivo estan cayendo en desuso, ya que, a pesar de

que pueden dar informacion muy amplia, no son practicos pues resultan ser
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susceptibles de modificarse cuando las condiciones ambientales varian (Alais,
1980):

e MICROMETODOS

Los métodos microbiolégicos tradicionales son faboriosos y lentos, esto ha
provocado el desarrollo de métodos rapidos, fiables y menos costosos para
detectar e identificar microorganismos. Las pruebas bioquimicas y enzimaticas
se han utilizado desde el comienzo de la bacteriologia para estudiar la actividad
metabdlica y asi poder identificar los diferentes microorganismos. A través de
los afios, han comenzado a utilizarse sistemas miniaturizados de identificacion
que consisten en galerias con sustratos para evidenciar en forma clara una
determinada actividad metabdlica. (Manual API, bioMérieux, Inc, Francia)
Todos los micrométodos de identificacion comerciales estan basados en una
de cinco tecnologias diferentes o una combinacion de ellas. Estos incluyen,
reacciones para identificar cambios de pH que requieren de 15 a 24 h de
incubacion; evidenciar reacciones enzimaticas que requieren 2 a 4 h; identificar
fuentes de carbono, deteccién visual de crecimiento bacterial, o la deteccién de
acidos grasos via cromatografia de gas. Estos métodos presentan tres ventajas
importantes frente a las técnicas convencionales: posibilidad de determinar
varias actividades enzimaticas faciles de realizar y manejar, ademas de
requerir menos material y equipamiento (Entis y col., 2001; O'Hara y col.,
2003). Actualmente existen diversos sistemas miniaturizados de diagnoéstico;
tales como el sistema miniaturizado de diagnéstico APl (bioMérieux, Inc.,
Francia) que es un sistema estandarizado para la identificacién de diferentes
grupos bacterianos. Consiste en una plantilla con microtubos conteniendo
medios de cultivo deshidratados que se reconstituyen al agregar una
suspension bacteriana. Permite la realizacion de varias pruebas bioquimicas a
partir de una Unica suspension bacteriana y se hablara de este mas adelante.
(Manual API, bioMérieux, Inc, Francia)

SISTEMA APl 50 CH™

Es un sistema estandarizado, que asocia 49 pruebas bioquimicas para estudiar
el metabolismo de carbohidratos de los microorganismos. APl 50 CH™
(bioMérieux) es usado en conjunto con APl 50 CHL™ medium (bioMérieux)
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para la identificacion de Lactobacillus y géneros relacionados. Este método
consiste en una plantilla con 50 microtubos con los sustratos que seran
fermentados por cierto microorganismo; los sustratos son, en su mayoria,
carbohidratos y/o derivados (heterosidos, polialcoholes, acidos urénicos). Las
pruebas de fermentacién son inoculadas con medio APl 50 CHL™ (bioMérieux)
de composicién similar al caldo MRS pero sin glucosa, citrato de amonio y con
purpura de bromocresol o con medio APl 50 CHB/E ™ (bioMérieux), que
rehidratan los sustratos. Durante la incubaci6n, la fermentacién es evidenciada
por un cambio en el color del microtubo, causada por la produccién anaerobia
de acido que origina el vire del indicador de pH en el medio. El primer
microtubo, que no contiene ningun ingrediente activo, es usado como un
control negativo. EI medio empleado en la inoculacién de las plantillas
dependera del metabolismo y las exigencias nutricionales del grupo microbiano
a ser probado. El APl 50 CH™ (bioMérieux, Inc.) es usado para observar dos
actividades metabdlicas: La oxidacién que es visible por un cambio en el color
del cultivo, causada por la produccion de acido y el vire del indicador pH en el
medio escogido y la asimilacién que es evidenciada por el crecimiento del
organismo en el pocillo cuando el sustrato es usado como la Unica fuente
disponible de carbono. (Manual API, bioMérieux, Inc, Francia).
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COMPOSICION DE LA GALERIA API 50 CH™
La composicion de la galeria APl 50 CH puede verse a continuacion en la
relacion de ensayos segun el Manual API, bioMérieux:
Cuadro 4. Componentes activos de la galeria APl 50 CH.
a) Filade0Oa9

TuBo | ENsavo |  COMPONENTE mﬂgﬁ;
0 TESTIGO -
1 GLY GLlcerol 1,64
2 ERY ERItritol 1,44
3 DARA D-ARAbinosa 14
4 LARA L-ARAbinosa 14
5 RIB D-RIBosa 14
6 DXYL D-XILosa 14
7 LXYL L-XiLosa 14
8 ADO D-ADOnitol 1,36
9 MDX | Metil-8D-Xilopiranosida 1,28
b) Filade10a 19
TuBo | Ensavo | CORRONENTE | e
10 GAL D-GAlactosa 14
11 GLU D-GLUcosa 1,56
12 FRU D-FRUctosa 14
13 MNE ONamNosA 14
14 SBE L-SorBosA 14
15 | RHA L-RHAmnosa 1,36
16 DUL DULcitol 136
17 INO INOsitol 14
18 MAN D-MANitof IEED
19 SOR D-SORbitol 136
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c) Filade20a 29

TUBO | ENSAYO | COMPONENTEACTIVO (?nAg,I‘chmg)
20 MDM Metil-aD-Manopiranosida 1,28
21 MDG | Metil-aD-Glucopiranosida 1,28
22 NAG N-AcetilGlucosamina 1,28
23 AMY AMigdalina 1,08
24 ARB ARButina 1,08
25 ESC ESCulina citrato férrico 0,152
26 SAL SALicina 1,04
27 CEL D-CELobiosa 1,32
28 MAL D-MALtosa 14
2 LAC D-LACtosa 14

d) Fila de 30 a 39
TUBO | ENSAYO COMPONENTE CANTIDAD
_ ‘ ACTIVO (mg/cipula)
30 MEL D-MELibiosa 1,32
31 SAC’ D-SACarosa 1,32
32 TRE D-TREhalosa 1,32
33 "INV INUiina 128
M4 MLZ D-MeleZitosa 1,32
35 RAF D-RAFinosa 1,56
3B | AMD AlmiDon 128
kG GLYG GLictGeno 128
3 XLT " XiLiTol 14
39 GEN GENtiobiosa 05
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e) Filade 40 a 49

TUBO | ENSAYO | COMPONENTE ACTIVO (cm‘;','c'f‘.'mg)
40 TUR D-TURanosa 1,32
# LYX DlXosa 14
42 TAG | .D-TAGatosa 14
43 DFUC D-FUCosa 1,28
44 LFUC L.FUCosa 1,28
%5 | DARL ‘D-ARabitoL 14
46 LARL L-ARabitoL 14
47 GNT GlucoNaTo potasico 1,84
48 2KG Z'Ce;gg'sui;‘g"am 212
49 5KG > Ce;gg‘s“igg“am 18
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CAPITULO i
MATERIALES Y METODOS

2.1 AREA DE ESTUDIO

Las muestras para la presente investigacion se obtuvieron en las queserias
artesanales de la Comunidad Campesina de Haparquilla a 25 km de la ciudad
del Cusco. Se encuentra ubicada entre los 3379 msnm, con una extensiéon de
540 Ha (GORE, Cusco 2012) ubicada entre las coordenadas UTM 18L
806607E y 85095218 en el distrito y provincia de Anta. (Ver grafico N° 1)

2.2 MATERIALES

2.2.1 Muestra

o Queso fresco de elaboracion artesanal.
2.2.2 Cepas de ensayo

o Listeria monocytogenes ATCC 19118
e Escherichia coli ATCC 8739

2.2.3 Materiales de laboratorio
Equipos
¢ Incubadora
e Horno Pasteur
e Autoclave
¢ Microscopio 6ptico
o Balanza de precisiéon
¢ Refrigeradora
e Congeladora -20° C
¢ pH-metro
e Centrifuga

e Motor de licuadora
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Grafico 1. Mapa de ubicacién de la Comunidad Campesina de Haparquilla-Anta
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Material de vidrio

Placas Petri

Matraces Erlenmeyer

Probetas

Laminas portaobjetos !
Laminas cubreobjetos

Tubos de ensayo

Pipetas 1 ml 1/100

Pipetas de 5 mi 1/100

Pipetas de 10 mi 1/100

Vasos de licuadora

Medios de cultivo

Agar MRS (Man-Rogosa-Sharpe)
Caldo MRS (Man-Rogosa-Sharpe)
Agar Mueller-Hinton

Agar de Soya Tripticaseina

Caldo de Soya Tripticaseina

‘Caldo de Soya Tripticaseina modificado al 0.85% para la inoculacién de

microorganismos patégenos y/o deterioradores para la deteccién de la
inhibiciébn microbiana de las BAL.
API 50 CHL™ medium (bioMérieux)

Reactivos

Solucién Ringer

Cloruro de sodio.........................2,25 g/L
Cloruro de Potasio.............c........ 0,105 g/L
Cloruro de Calcio 6H20.............. 0,120 g/L

Bicarbonato de Sodio................. 0,05 g/L

Reactivos para tincion Gram
Solucién cristal violeta.
Solucién safranina.
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Solucién de yodo.
Solucién alcohol cetona.
¢ Peréxido de hidrogeno al 30% (Prueba de catalasa)
¢ Reactivo para oxidasa (clorhidrato de tetrametil-p-feniindiamina al 1%)
o Hidroxido de Sodio 2,5 N
o (Galerias API 50 CH
o Glicerol.
e Aceite mineral

Otros materiales
o Filtros de jeringa de acetato de celulosa de 0,20 micras (Ministart-
Sartorius)

e Escala de McFarland 0.5, 1y 2
o Cilindros de acero inoxidable de 8mm de diametro x 10mm de altura
e Jarras de anaerobiosis
o Tubos de microcentrifuga
e Asas de siembra de 0,1 ml
e Aguja de siembra

~ & Mechero Bunsen
e Propipeta
¢ Micropipeta
o Tijeras
e Bolsas de polipropileno
o Papel craft
e Parafilm
e Gradillas
e Pinzas
e Bisturi
e Guantes estériles

o Mascarillas
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 MUESTREO Y TOMA DE MUESTRA

Se efectué un muestreo no probabilistico en: las queserias artesanales de la
Comunidad Campesina de Haparquilla del distrito y provincia de.Anta, region
Cusco. Durante los meses de septiembre y noviembre del 2013.

Para el muestreo y toma de muestras se utilizé6 la metodologia descrita por
Clavel M., 2006:

Se tom6 al azar una muestra de queso fresco de cada productor de la
mencionada comunidad haciendo un total de 14, sefialando que 9 muestras
tenian un dia de elaboracién y cinco tenian dos dias de elaboracion, diferencia
que se toméd en consideracién para el tratamiento estadistico.

Estas muestras fueron tomadas en bolsas de polipropileno estériles
debidamente codificadas y transportadas en un cooler refrigerado a 4° C al
laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia Microbiana de la Facuitad de Ciencias
Biolégicas para su procesamiento

2.3.2 AISLAMIENTO Y RECUENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS
Para el recuento y aislamiento de bacterias acido lacticas se recurrié6 a la
metodologia descrita por Clavel M., 2006:

- Se pesaron 10 gramos de muestra en una placa Petri estéril.

- Se suspendieron en 90 ml de solucién Ringer, y se licué durante 30
segundos.

- - Se realizaron diluciones mediante la transferencia de 1ml de la suspensién
a un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de solucién Ringer, considerando
esta como dilucién 10% De esta dilucion se tomo6 1 ml y se realizé el mismo
procedimiento hasta llegar a la dilucién 10°®.

- La siembra y el aislamiento se realizé por agotamiento en superficie en
agar MRS. |

- Seincub6 a 31 + 1°C durante 48 horas en condiciones de anaerofilia.

- Los recuentos de las colonias caracteristicas de BAL se expresaron en

- UFC/ml.

35



2.3.3 SELECCION Y PURIFICACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS
- Para obtener cultivos puros se utilizé la técnica utilizada por Neria A., 2006

para lo cual se procedi6é a realizar una nueva siembra de cada colonia con

morfologia tipica de las BAL (color blanco, consistencia cremosa,

generalmente pequefias), en caldo MRS. Se incubé a 31 + 1°C por 48

horas.

- A partir de cada cultivo se realiz6 siembra por estrias en agar MRS y se

incubd a 31 + 1°C durante 48 h en condiciones de anaerofilia.

- Para confirmar que eran BAL, se realiz6 la tincibn Gram, la prueba de

oxidasa y la prueba de catalasa.

Tincion de Gram:

En un portaobjetos se preparé un frotis de la muestra a observar y se fijé
a llama directa.

Se cubrié el frotis con cristal violeta y se dejé reaccionar por 1 min. Se
quitd el exceso de colorante y se lavé con agua corriente.

En seguida se aplicé la solucién de yodo, se dejoé reaccionar por 1 miny
se lav6 con agua corriente. Con cuidado se agregé una solucién de
alcohol acetona (70/30), gota a gota con el portaobjetos inclinado hasta-
ya no observar color, se lavd con agua corriente.

Se cubrié el frotis con la solucién de safranina y se dejé reaccionar por
30 segundos, se lavo el exceso de colorante y se dejé secar al aire.

Se observé al microscopio y se seleccionaron las bacterias Gram
positivas. (INCB, 2002).

Prueba de catalasa:

Se recogi6é con un asa de inoculacién el centro de una colonia obtenida
de un cultivo puro. Se colocéd sobre un portaobjetos, se agregd una gota
de H,0, al 30% sobre el cultivo y se verificé la generaciéon de burbujas.
Se considera como prueba negativa la ausencia de burbujas. (INCB,
2002).
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Prueba de la oxidasa:

» Se adicioné sobre una colonia del microorganismo unas gotas del
reactivo para oxidasa (clorhidrato de tetrametil-p-fenilndiamina al 1%) y
se observo si la colonia cambié de color a azul, la presencia de éste
color sefal6 la positividad de la prueba (INCB, 2002).

2.3.4 CONGELACION DE CEPAS PURAS DE BACTERIAS ACIDO

LACTICAS

El procedimiento para la congelacién de cepas fue descrito por Lapage S. y

col., 1970 y modificada por Clavel M., 2006.

- A partir del cultivo en placa con agar MRS, se transfirié 1 colonia pura a un
tubo con 10 ml de caldo MRS y se incubdé a 31 £ 1°C durante 12 horas.

- Se tomaron 100 ul del cultivo, se inocularon en otro tubo con 10 mL de
caldo MRS, se incubé por 24 horas posteriormente se centrifugdé a 3000
rpm durante 15 min para poder separar las células bacterianas que seran
congeladas.

- Se elimin6 el sobrenadante y se afadieron 8 mL de caldo MRS con 20% de
una solucién de glicerol (utilizado como un agente criopotector penetrador

- por su capacidad de introducirse en el interior de la célula a través de la
membrana celular) y se homogenizb.

- Finalmente se distribuy6 el cultivo en 8 tubos de micro centrifuga estériles
(Eppendorf) y se llevaron al congelador a -20°C.

2.3.5 DETERMINACION “IN VITRO” DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA
-POR EL METODO DE DIFUSION EN AGAR

Para el presente trabajo de investigacién, se utilizé la prueba discriminativa de
punto final pues se evalué por un tiempo determinando si existia actividad
antagonica o no.

La inhibicion del crecimiento de las cepas se demostr6 por el método de
“difusion en agar” (Tagg & McGiven, 1971) adaptada por Concha P., 2010.

- Los cultivos libres de células se obtuvierbn inoculando 100 pl de ias BAL,
previamente revivificadas, en tubos de centrifuga con 10 ml de caldo MRS.
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- Tras un periodo de incubacion de 12 horas a 30 * 1°C se obtuvo un
sobrenadante mediante centrifugacion (4000 rpm por 15 min), el que
posteriormente se filtré utilizando filtros de jeringa de acetato de celulosa
de 0.20 ym de diametro de poro.

- Sobre una placa Petri que contenia una capa delgada de agar Mueller
Hinton con la superficie bien seca, se depositaron de forma equidistante
cilindros de acero inoxidable esterilizados.

- Se utilizé un indculo de aproximadamente 1,5 x 10® UFC de cada patégeno
segun la escala 0,5 de Mc Farland; para ello se inoculé ambos patégenos
en caldo tripticasa de soya y se incubaron a 37° C por 24 horas

- Se verti6 10 ml de Agar TSA semisolido (0,85% de agar) inoculado con 1
ml del cultivo de cada patégeno a ensayar.

- Una vez solidificada la sobrecapa se retiraron los cilindros y en los pocillos
formados se depositdé 100 pl de sobrenadante de los cultivos libres de
células de las BAL.

- Después de incubar las placas a 37 + 1°C durante 24 horas y bajo
condiciones aerbbicas, la actividad antagénica de los cultivos libres de
células, se determiné midiendo la zona o halo de inhibicién del crecimiento
de la bacteria patégena alrededor del pocillo.

- La actividad contra Listeria monocytogenes y Escherichia coli fue
expresada en milimetros, un halo de inhibicion 2 3 mm de radio medido
desde el borde del pocillo, fue considerado como resultado positivo.

2.3.6 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS CON ACTIVIDAD ANTAGONICA -
En base a la actividad antagénica evidenciada para las 75 cepas aisladas y
tomando en cuenta como criterios de seleccion los siguientes:

- Halo de inhibicién 2 a 3 mm de radio. _

- Efecto antagénico frente a Listeria monocytogenes o Escherichia coli o

ambos patdgenos.

Se seleccionaron 10 cepas para su identificacion.
Para la identificacion bioquimica de las cepas de BAL, se utilizé el sistema AP
50 CHL, el cual permite la identificacién de cepas del género Lactobacillus y
géneros relacionados de BAL.
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El llenado de los microtubos con el medio 50 CHL, adicién del inéculo,
incubacién, lectura e interpretacion de las pruebas se realizé de acuerdo con la
metodologia descrita previamente en una ficha técnica incluida en el sistema
API 50 CH™ (bioMérieux, Inc.) y que se describe a continuacion.

a) Seleccion de las colonias: Se utilizaron cepas congeladas, por lo que se
realizaron 2 subcultivos en caldo MRS.

Se cultivé la cepa sobre agar MRS durante 24 h a 30 + 1° C y se verificé su
pertenencia a las BAL.

b) Preparacién de la galeria: Se consulté la ficha técnica APl 50 CH™
Cada placa tiene 5 tiras con 10 microtubos numerados; las tiras fueron
ordenadas en secuencia y colocadas en la caja plastica de incubacion. Para
crear una atmésfera con suficiente humedad se distribuyeron 10 mL de agua
destilada estéril en la placa de incubacion.

c) Preparacion del inéculo: Para obtener una suspensiéon bacteriana
densa, se transfirieron varias colonias de la placa Petri al tubo con medio de
suspension (2 ml de agua destilada estéril). Posteriormente en otro tubo que
contenia 5 ml de medio de suspension (agua destilada estéril) se realizé una
suspension de turbidez igual al patrdon 2 de la escala de McFarland
transfiriendo un cierto numero de gotas de la primera suspension (se anoto el
nimero exacto de gotas), finalmente se inoculé el doble del nimero de gotas
citadas en el tubo que contenia 10 mi del medio API 50 CHL™.

d) Inoculacién de la galeria: Se inclind ligeramente hacia adelante la caja
de incubacién y con la ayuda de una pipeta estéril, evitando la formacion de
burbujas, se repartié la suspension bacteriana en cada uno de los 50
microtubos de la galeria. El inéculo se recubrié con aceite mineral para crear
condiciones anaerdbicas. Las cajas se incubaron a 30 £ 1°C durante 48 h.

e) Lectura e interpretacion de las galerias: Las galerias se leyeron a las
24 y 48 h de incubacién. En cada microtubo se observé la acidificacion del
medio, producto de la fermentacion del sustrato. Una prueba positiva es
visible por el viraje del indicador purpura de bromocresol a un color amarillo.
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Para el analisis de esculina (microtubo 25), la prueba positiva se observa
cuando el medio pasa de un color plrpura a negro por la reaccién de sales de
hierro y esculetina derivado de la hidrolisis de la esculina. Los resultados
fueron anotados en la hoja de resuitados como: postivo (+), negativo (-) y
dudoso (7?); posteriormente se pasaron al programa APl LAB Plus
(BioMeérieux, Inc.) para establecer la identidad de la bacteria.

Grafico 2. Sistema de identificacion APl 50 CHL.
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Fuente: AP! BiomeriuX. A, patréon negativo; B, reaccién de carbohidratos.
Pocillos que mantienen el color violaceo del patrén, indican reaccion negativa
(no fermenta el azacar). Pocillos donde el indicador vira a amarillo, indican
reaccion positiva (fermentacién del azicar).

2.3.7 INFLUENCIA DEL pH, TEMPERATURA, TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO SOBRE EL EFECTO ANTAGONICO DE LOS
CULTIVOS LIBRES DE CELULAS

A.- INFLUENCIA DEL pH

Se midié el pH de los cultivos libres de células de las 10 cepas identificadas
obteniéndose un valor promedio de 4,0 el mismo que se consideré como pH
inicial, posteriormente, se distribuyeron alicuotas de 3,0 ml de los cultivos libres
de células en tubos estériles y se ajusté a pH 6,5y pH 8,0 con NaOH 2.5 N
con el fin de descartar el efecto antagonico se deba a la accion de los acidos
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organicos producidos por las BAL y ademas para comprobar la estabilidad de
las posibles sustancias inhibidoras a pHs neutros.

Luego del tratamiento, se ensay6 la actividad antagénica mediante la técnica
de difusion en agar (Tagg & McGiven, 1971)

B.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y TIEMPO DE ALMACENAMENTO
Se distribuyeron 3 alicuotas de 1,0 ml de los cultivos libres de células de cada
una de las 10 cepas de BAL identificadas y se aimacenaron a -20 °C,4 °Cy
25°C por 30 dias, determinando la actividad antagénica de los cultivos libres de
células a los 8, 15 y 30 dias por el método de difusion en agar (Tagg &
McGiven,1971)

Se eligi6 una temperatura de congelacion, una de refrigeracién y una que se
encuentra en el rango de temperatura optima de crecimiento de las BAL.

2.3.8 VERIFICACION DE LA TERMORESISTENCIA DE LOS CULTIVOS
LIBRES DE CELULAS |

Para comprobar la termoresistencia de loévcultivos libres de células de las diez
cepas de BAL identificadas, se tomé 1 ml de cada uno en tubos Eppendorf , los
cuales se sometieron a 121°C durante 15 minutos en autoclave, se dej6 enfriar
a temperatura ambiente y se realizé la prueba de inhibicién por el método de
difusion en agar (Tagg & McGiven, 1971)

2.3.9 ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico fue realizado mediante estadistica descriptiva y andlisis
de varianza (ANOVA).

La separacién de medias se realizé mediante la prueba de Tukey — B, a un
nivel de significancia preestablecido del 5%. Para el analisis de los datos se
utilizé el software estadistico IBM SPSS version 21 (2012) -
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CAPITULO I
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO Y RECUENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

A continuacion se muestran los cuadros con los recuentos de bacterias acido
lacticas-expresadas en log 10 ufc/g obtenidos a partir de las muestras de queso
fresco y calculados en base a los datos consignados en el cuadro del anexo 1.
Las muestras han sido agrupadas de acuerdo al nimero de dias de
elaboracién para poder analizar estadisticamente las diferencias que pueden
existir en la poblacion de BAL presentes en dicho producto.

Cuadro 5. Recuento de BAL (log ufc/g) en queso fresco a un dia de

elaboracion.
UN DIA DE ELABORACION
CODIGO DE PROMEDIO
MUESTRA LOG.10 UFC/g
QF 01 7.77
QF 02 7.75
QF 03 7.65
QF 05 7.78
QF 06 7.80
QF 08 8.54
QF 09 8.60
QF 10 8.36
QF 14 781

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 6. Recuento de BAL (log ufc/g) en queso fresco a dos dias de
elaboracién.

DOS DIAS DE ELABORACION
CODIGO DE PROMEDIO
MUESTRA LOG.10 UFC/g
QF 04 8.60
QF 07 7.76
QF 11 8.39
QF 12 8.50
QF 13 8.46

Fuente: Elaboracién propia.
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Cuadro 7. Estadisticos descriptivos del recuento de BAL

, UN DIA DE DOS DIAS DE
g:;gg'ﬂ'lig: ELABORACION | ELABORACION
_ LOG.10 UFC/ML | LOG.10 UFC/g

Media 8,0067 8,3420
Intervalo de confianza para la
media al 95% 7,7161 7,9272
Limite inferior 8,2972 8,7568
Limite superior
Media recortada al 5% 7,9935 8,3600
Mediana 7,8000 8,4600
Varianza 0,143 0,112
Desv. tip. 0,37802 0,33410
Minimo 7,65 7,76
Maximo 8,60 . 8,60

Fuente: Elaboracién propia.

De los cuadros 5 y 6 de recuentos de BAL respecto al numero de dias de
elaboracion del queso, se desprende el cuadro 7 que muestra los estadisticos
descriptivos de dichos recuentos. Este cuadro muestra que el recuento
promedio y la mediana son mayores (8,3420 log.10 ufc/ml y 8,4600
respectivamente) a los dos dias de produccién, lo que demuestra que hay
mayor presencia de estas bacterias a mayor nimero de dias de elaboracién..
Este resultado concuerda con la investigacion realizada por Cogan y col (1997)
y Estepar y col. (1999) que indican que en quesos artesanales, los
microorganismos lacticos en los primeros dias de elaboracién son mucho
mayores, y se puede explicar por el elevado numero de estas bacterias en la
leche y ademas indican que.en las fabricas artesanales la maduracién tanto de
un dia como de hasta cinco dias presenta mayor crecimiento de bacterias
lacticas.

Los resultados del recuento de las BAL al ser superiores a 8 log.10 ufc/ml, son
atribuidos a las condiciones de elaboracion y conservacion del queso lo que .
permite el incremento de la flora lactica naturalmente presente, atribuyéndose
este hecho, a que las bacterias lacticas tienen la capacidad de crecer entre los
5°C y 30°C considerandose que al haber sido elaborados de manera artesanal,
son almacenados a temperatura ambiente siendo este factor importante en el
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crecimiento bacteriano; ademas, otro factor que inﬂu’yé, es el alto contenido de
humedad del queso fresco.

En general el crecimiento de diferentes grupos microbianos durante Ia
produccién y almacenamiento de quesos frescos producidos de manera
artesanal puede deberse al empleo de leche cruda y a la no utilizacion de
cultivos iniciadores (Orozco, 1999).

De acuerdo a la metodologia, a partir de las 14 muestras de queso fresco
provenientes de las queserias artesanales de la comunidad campesina de
Haparquilla-Anta, se aislaron 75 cepas de bacterias acido lacticas utilizando el
medio de cultivo agar Man Rogosa Sharpe (MRS).

Estas cepas fueron identificadas macroscopicamente, por presentar un color
blanco, consistencia cremosa y ser generalmente pequefias (Figura 1). Bajo
microscopia, se observaron bacilos Gram positivos (Figura 1) las pruebas
bioquimicas fueron catalasa y oxidasa negativas (Figura 2). Todas las cepas
obtenidas, fueron debidamente codificadas y luego congeladas a -20 °C para

ser sometidas posteriormente a las pruebas de inhibicién.
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Figura 1 Caracteristicas macroscopicas y microscopicas (1000 X) de BAL.
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3.2 ACCION ANTAGONICA DE LOS CULTIVOS LIBRES DE CELULAS DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS

La actividad antagénica de cultivos libres de células de 75 cepas de BAL
aisladas se determiné a través del método de difusion en agar utilizando los
cultivos libres de células frente a Listeria monocytogenes ATCC 19118 y
Escherichia coli ATCC 8739 como cepas patégenas indicadoras. '

Luego de un tamizaje, las cepas aisladas con un halo de inhibicion mayora 3
mm y que ademas tuvieron actividad frente a ambos indicadores o al menos
frente a uno de ellos.

3.3 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Los patroﬁes de fermentacién por lo general son caracteristicos para grupos
bacterianos especificos o especies; por lo que bajo ésta premisa se
determin6 la identidad de las cepas, probando la capacidad de las
-bacterias para degradar un hidrato de carbono especifico incorporado
en los microtubos de las tiras del sistema API 50 CH (BioMérieux).

No.todos los sustratos fueron degradados por todas las bacterias; con las
diferencias entre estos patrones de degradacion, se identificaron las bacterias
acido lacticas.

De las 75 cepas se seleccionaron 10 cepas en base a la actividad antagénica
evidenciada. por presentar halos de inhibicion =2 3mm y haber presentado
actividad por lo menos frente a uno de los patégenos de prueba o a ambos.

De estas cepas, cinco-fueron identificadas como Lactobacillus plantarum, dos
como Lactobacillus brevis, dos como Lactobacillus pentosus y una como
Lactococcus lactis ssp. lactis.

En los siguientes cuadros, se muestran los perfiles de fermentacion
simplificados, obtenidos con el sistema APl 50 CH™ V(bioMérieux).
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Cuadro 8. Perfiles de fermentacion de Lactobacillus plantarum

CARBOHIDRATO

Lactobacillus

plantarum

FM 41
Lactobacillus

plantarum
FM 44
Lactobacillus

plantarum
FM 45
Lactobacillus

plantarum
FM 46

Lactobacillus

plantarum

FN 47

- ARABINOSA

+

D-RIBOSA

+

D-XILOSA

+1+ |+

+ |+ |+

+l+|+

L-XILOSA

+]+f4+]

D-GALACTOSA _

D-GLUCOSA

D-FRUCTOSA

[+

D-MANOSA

+|+|+[+]

+ |+ |+

+|+|[+]+]

+[+|[+1+]

[ 2

L-SORBOSA

v

.

L-RHAMNOSA

e

+

3

DULCITOL

+

INOSITOL

D-MANITOL

+ |1

D-SORBITOL

METIL-D-MANOPIRANOSIDA

+ |1

+l+ |+

+|+]+]

METIL GLUCOPIRANOSIDA

++]+]|

N-ACETILGLUCOSAMINA

AMIGDALINA

ARBUTINA

ESCULINA

+l+|+f+|

7

ISALICINA

D-CELOBIOSA

D-MALTOSA

D-LACTOSA

D-MELOBIOSA

+iefl+|+j+]le|+f+]+]

D-SACAROSA

D-TREHALOSA

+ |+t ||+l +t+ |+

+l+iel et |+]+]+|+]+]

+ |+l {+l+i+]|+

+|+l+|r| el ejel+i+]+1+]

INULINA

D-MELEZITOSA

+{+]

+|+]0

w4+

D-RAFINOSA

+|+]

+|+]

LMIDON

GLICOGENQ

ILITOL

GENTIOBIOSA

D-TURANOSA

+|+[

D-LIXOSA

D-TAGATOSA

D-FUCOSA |

L-FUCOSA

e

D-ARABITOL

L-ARABITOL

. |GLUCONATO DE POTASICO

2-CETOGLUCONATOPOQTASICO

5-CETOGLUCONATOPOTASICO
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Del cuadro 8 de acuerdo al perfil obtenido, se identificaron 5 cepas como
Lactobacillus plantarum que producen &acido por la fermentacion de arabinosa,
ribosa, manitol, sorbitol, 'amigdalina, esculina, celobiosa, melibiosa, sacarosa,
trehalosa, melecitosa y rafinosa;, ademas no degradan inositol, arabitol,
ramnosa ni xilitol.

Segun el perfil obtenido se clasific6 a Lactobacillus plantarum dentro del grupo.
de las bacterias heterofermentativas facultativas; ya que si se observa ésta
especie utiliza pentosas (arabinosa, ribosa, xilosa) ingresando estos
compuestos gracias a permeasas especificas y a continuacién son convertidos
en D-xilulosa-5-fosfato y finalmente en lactato y acetato. En la industria
alimentaria el empleo de este microorganismo presenta diferentes beneficios
en los procesos de fermentacion; en la industria lactea se emplea como cuitivo
iniciador, produciendo sabores, textura, ademas de incrementar la calidad
nutricional de los alimentos (Gonzalez-Martinez ef al., 2003).

Cuadro 9. Perfiles de fermentacién de Lactobacillus brevis

CARBOHIDRATO

Lactobacillus
brevis
FM 14

Lactobacillus
brevis
FM 30

D-RIBOSA

D-XILOSA

L-XILOSA

D-ADONITOL
METIL-D-XILOPIRANOSIDA
D-GALACTOSA
D-GLUCOSA
D-FRUCTOSA
D-MANOSA

[-SORBOSA

D-MANITOL

D-SORBITOL

- METIL-D-MANOPIRANOSIDA
METIL GLUCOPIRANOSIDA
N-ACETILGLUCOSAMINA
AMIGDALINA

ARBUTINA

ESCULINA

SALICINA
D-CELOBIOSA
D-MALTOSA

D-LACTOSA
D-MELOBIOSA

+|+

+|+l+

+ |

+|+|+]+]

+l+j+j+]|+|+]

+[+[+]

Rl O I U PR PO O R R PR
+l+|+l+i+|+f+}

+
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D-SACAROSA + +
D-TREHALOSA + ¥
INULINA _ ¥ "
D-MELEZITOSA + +
D-RAFINOSA " +
GENTIOBIOSA + ¥
D-TURANOSA ¥ ’
D-LIXOSA - -
D-TAGATOSA + -
D-FUCOSA - -
L-FUCOSA - -
D-ARABITOL “ - -
L-ARABITOL - -
GLUCONATO DE POTASICO - -
2-CETOGLUCONATOPOTASICO ) ¥
5-CETOGLUCONATOPOTASICO - +

En el cuadro 9 segln los perfiles de fermentacion obtenidos para las
especies de Lactobacillus brevis degradaron los siguientes carbohidratos y
polialcoholes arabinosa, ribosa, xilosa, galactosa, esculina, maltosa,
melibiosa, rafinosa, sacarosa y manitol, ademas de no producir acido a
partir de melecitosa, arabitol, 2-cetogluconato potasico y 5-cetogluconato
potasico.

Con estos resultados se infiere, que estas especies de Lactobacillus es
‘heterofermentativas pues utilizara la via del 6-fosfogluconato para producir

acido lactico.
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Cuadro 10. Perfiles de fermentacion de Lactobacillus pentosus

CARBOHIDRATO

FM 38
Lactobacillus

Lactobacillus '
pentosus
pentosus

FM 39

IGLICEROL
ERITROL ] -
D-ARABINOSA _ ) -
L- ARABINOSA -
D-RIBOSA +
D-XILOSA +
L-XILOSA 4
D-ADONITOL -
METIL-D-XILOPIRANOSIDA - -
D-GALACTOSA - +
D-GLUCOSA 4 +
D-FRUCTOSA o , * +
+ +

+

®

+lel+]

+ |

D-MANOSA ]
L-SORBOSA o ‘ -
L-RHAMNOSA 1T - |- '
DULCITOL , - -
INOSITOL i
D-MANITOL

D-SORBITOL ]
METIL-D-MANOPIRANOSIDA
METIL GLUCOPIRANOSIDA
N-ACETILGLUCOSAMINA
AMIGDALINA

JARBUTINA

ESCULINA

ISALICINA

-CELOBIOSA
D-MALTOSA

D-LACTOSA
D-MELOBIOSA
D-SACAROSA
D-TREHALOSA

INULINA

D-MELEZITOSA
D-RAFINOSA ] _
ALMIDON -
GLICOGENO -
IUToL . B -
"IGENTIOBIOSA A -
D-TURANOSA -
D-LIXOSA -
D-TAGATOSA -
D-FUCOSA -
D-ARABITOL , _ - -
L-ARABITOL - 4+
GLUCONATODE POTASICO ., . - -
2-CETOGLUCONATOPOTASICO , - .
CETOGLUCONATOPOTASICO + -

+ [+

+[+|+j+j+iri e[+l +le]+]+|+]|+]:

+l+e|+ |+ |+ ]+|+]+]|+]|+]+i+i+]

]

+{

+
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En el cuadro 10 se observa que las cepas de Lactobacillus pentosus
degradan arabinosa, ribosa, xilosa, ramnosa, manitol, amigdalina, arbutina,
esculina, salicina, celobiosa, melibiosa, -sacarosa, trehalosa y rafinosa; en
cambio son incapaces de fermentar sorbosa, inositol, lixosa, fucosa, 2-
cetogluconato potasico y 5-cetogluconato potasico

Cuadro 11. Perfil de fermentacion de Lactococcus factis ssp lactis

Lactococcus lactis ssp
CARBOHIDRATO factis

M 37

| - ARABINOSA +
D-RIBOSA

D-XILOSA

D-GALACTOSA
D-GLUCOSA

D-FRUCTOSA

D-MANOSA

1.-SORBOSA

-RHAMNOSA

DULCITOL

INOSITOL

D-MANITOL

D-SORBITOL
IMETIL-D-MANOPIRANQSIDA
METIL GLUCOPIRANOSIDA
N-ACETILGLUCOSAMINA
AMIGDALINA

ARBUTINA

{ESCULINA

SALICINA

D-CELOBIOSA

D-MALTOSA

D-LACTOSA .
D-MELOBIOSA o T -
D-SACAROSA -
D-TREHALOSA , -
INULINA . ' N
D-MELEZITOSA , . -
D-RAFINOSA , -
ALMIDON -
GLICOGENO R -
XILITOL R -
GENTIOBIOSA ' -
D-TURANOSA' , N -
|-ARABITOL -
IGLUCONATO DE POTASICO - -
~ [-CETOGLUCONATOPOTASICO _ .
5-CETOGLUCONATOPOTASICO A , +

+]+ |+ |+

+l+]++]

+ e[ +f+|+]+]
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La especie Lactococcus lactis ssp lactis (10%) tiene como funciones
principales en la fermentacién de leche, la produccion de acido lactico a partir
de lactosa, la hidrolisis de caseina y la fermentacién de acido citrico. Ademas,
algunas enzimas producidas y los productos finales de fermentacion tienen
influencia significativa de forma directa o indirecta en la formacion de textura,
sabor y calidad higiénica de los alimentos (Jay, 2000).

El 100% de las cepas analizadas presentaron la capacidad para fermentar la
lactosa (principal azicar presente en productos lacteos); la mayoria de las
especies de BAL degradan este sustrato introduciéndolo a la célula mediante
permeasas especificas e hidrolizandolo con RB-galactosidasas para obtener
glucosa y galactosa, para ser empleadas como fuente de carbono via glucélisis
(Bucio, 2004).

Los géneros identificados fueron dos, Lacfobacillus y Lactococcus.
Comparando estos resultados con lo descrito por Mossel y col., (2003) quien
menciona que los géneros tradicionales de las BAL son Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus, en la presente
investigacion se lograron aislar dos de estos géneros representativos.

Una posible razén puede ser porque fueron elaborados artesanalmente, es
decir, su fermentacion es espontanea y no por la adiciéon de cultivos iniciadores
(Medina, 1990); ofra razén puede deberse a que los otros géneros
Streptococcus y Leuconostoc mencionados por Mossel y col. (2003) no son
flora microbiana propia de los quesos y la leche.

La especie Lactobacillus plantarum fue la que mas presencia tuvo (50%)
debido a que esta especie se encuentra en la leche de manera natural lo cual
favorece que estas BAL estén activas durante todo el proceso de elaboracion
del producto; también se debe a que este tipo de quesos, no tienen un periodo
de maduracién notorio y contiene un alto contiendo de humedad lo que
favorece notablemente su crecimiento. (Alais, 1985).

En Ila industria lactea se emplea como cultivo iniciador, produciendo
sabores, textura, ademas de incrementar la calidad nutricional de los
alimentos (Gonzalez-Martinez et al., 2003); sin embargo cabe resaltar, que
los productos de los cuales fueron aislados estas bacterias no presentan
cuitivos iniciadores por lo que su presencia se deberia netamente a que
forman parte de la flora microbiana normal de la leche con la que son
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elaborados dichos productos.
Las otras especies de lactobacilos aisladas como es el caso de Lactobacillus

brevis (20%) y Lactobacillus pentosus (20%) son las responsables de la
iniciacion de la fermentacion lactica ademas de proporcionar el sabor acido a
los quesos:; no obstante su presencia responde a que forman parte de la
microbiota de la leche (Fernandez, 2000).

3.4 INFLUENCIA DEL pH SOBRE EL EFECTO ANTAGONICO DE LOS
CULTIVOS LIBRES DE CELULAS DE BAL
A continuacién se muestran los resultados obtenidos y las diferencias que
estos mostraron en su actividad antagénica.

Grafico 3. Lactobacillus plantarum frente a Listeria monocytogenes
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Grafico 4. Lactobacillus brevis frente a Listeria monocytogenes
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Grafico 5. Lactobacillus pentosus frente a Listeria monocytogenes
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En los graficos 3,4 y 5 se observa que la mejor actividad inhibitoria frente a
Listeria monocytogenes fue producida por los cultivos libres de células de las
cepas de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis y Lactobacilllus
pentosus, a pH 4,0.

En el caso de Lactobacillus plantarum el efecto antagénico a pH 6,5 se redujo
en 44,4% mientras que a pH 8,0 se redujo en 55.5% respecto al pH inicial
(4,0).

Para el caso de los cultivos libres de células de las dos cepas de Lacfobacillus
brevis se observan comportamientos diferentes entre ellas. Una de ellas a pH
inicial presenté un halo de 11 mm mientras que la otra de 10 mm. Pero el
comportamiento de ambas cepas es el mismo ya que ambas a-pH 6,5 pierden
54,5% y a pH 8,0 pierden 63,6% de actividad antagénica.

Lo mismo ocurre con las dos cepas de Lacfobacillus pentosus, con el pH inicial
(4,0) la actividad antagonica diferiere en 1 mm, mientras que a pH 6,5
Lactobacillus pentosus FM 38 pierde 50% de su actividad, mientras que
Lactobacillus pentosus FM 39 pierde 60%.

Cabe mencionar, que el cultivo libre de células de Lactococcus lactis ssp lactis
no present6 actividad antagonica frente a Listeria monocytogenes.
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Aplicando el ANOVA a los resultados se obtienen los datos que se muestran en
el cuadro siguiente:

Cuadro 12. ANOVA para la influencia del pH en la actividad antagonica de
cultivos libres de células de BAL frente a Listeria monocytogenes

Fuentes de Suma de Grados de Media F sig.
variacion | cuadrados tipo il Libertad cuadratica

pH 130,867 2 65,433 | 14,649 | 0,000

Error 130,867 27 4,467

Total 120,600 30

De acuerdo a la tabla de ANOVA, se observa que existen diferencias
significativas en el tratamiento al que fueron sometidos los cultivos libres de
células de las BAL. Esta afirmacion se deduce por el valor de significancia
alcanzada por los tratamientos (0.000), que viene a ser menor al nivel de
significancia de 0.05 (95%). Por lo que se afirma que el pH si influye en la
actividad antagénica de los cultivos libres de células de las BAL.

Cuadro 13. Prueba de Tukey B para la influencia del pH en la actividad
antagénica de cultivos libres de células de BAL frente a Listeria

monocytogenes
_ Lysteria monocytogenes
Subconjunto
| pH N 1 | 2
[TukeyB*™® pH8 10| 3,7000
pH65 | 10} 4,3000
pH 10 8,4000
inicial

‘tl:a<.-fprueba_de.T-ukey B para determinar los sub conjuntos que se formaron con
el tratamiento de pH, muestra dos subconjuntos, el primer subconjunto a pH 6,5
y 8,0 cuyo efecto sobre la actividad antagbnica es mayor con respecto al
- segundo subconjunto a pH 4,0 gue tiene un. efecto mayor frente a Listeria
monocytogenes y es estadisticamente mejor.
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En el grafico 6, se observa la pronunciada actividad antagénica de los cultivos
libres de células de Lacfococcus lactis ssp lactis frente a Escherichia coli al pH
inicial 4,0 mientras que al ser elevado, su actividad se vera afectada en un 20%
a65y214%apH8,0

Grafico 6. Lactobacillus plantarum frente a Escherichia coli
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Grafico 7. Lactococcus lactis ssp lactis frente a Escherichia coli
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En el caso de Lactobacillus plantarum en el grafico 7, se observa un halo de
inhibicién de 4 mm a pH 4, 0, mientras que a pH 6,5 la actividad disminuye en
un 50% y 75% a pH 8,0.

Los cultivos libres de células de Lacfobacillus brevis y pentosus, no

presentaron actividad frente a Escherichia coli.

De acuerdo a la tabla de ANOVA, se observa que no existen diferencias
significativas en el tratamiento al que fueron sometidos los cultivos libres de
células de las BAL. Esta afirmacién se deduce por el valor de significancia
alcanzada por los tratamientos (0,519), que viene a ser mayor al nivel de
significancia de 0.05 (95%). Por lo que se afirma que el pH no influye en la
actividad antagénica de los cultivos libres de células de las BAL.

Cuadro 14. ANOVA parala influencia del pH en la actividad antagénica de -
cultivos libres de células de BAL frente a Escherichia coli

Sumade | -
Fuentes de Grados de Media .
cuadrados F Sig.
variacion Libertad | cuadratica
tipo 1l
pH 18,867 2 9,433 0,673 | 0,519
Error 378,500 27 14,019
Total 575,000 30

Cuadro 15. Prueba de Tukey B para la influencia del pH en la actividad
antagoénica de cultivos libres de céluias de BAL frente a Escherichia coli

Subconjunto

, pH N ‘ 1
Tukey B*° pH8 10 1,6000
pH 6,5 10 2,2000
pH 10 3,5000
~ Inicial
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La Prueba de Tukey B, muestra un solo subconjunto para los tratamientos de
cambios de pH, es decir, no muestran estadisticamente diferencias
significativas, determinando asi que la actividad antagoénica no fue afectada por
el pH.

Estos resuitados, indican que los acidos organicos ejercieron un importante
efecto sobre la actividad antagénica del cultivo libre de células de las BAL
identificadas, sin embargo, el antagonismo no se debié solamente a la
acidificacion del medio a consecuencia de la produccion de acidos organicos,
sino que también puede ser atribuida a la produccidon de otras sustancias o
compuestos, tales como peréxido de hidrégeno y/o bacteriocinas.

En el estudio realizado por Ligocka y Paluszak (2004) reportaron que las cepas
de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis presentan buena capacidad
inhibitoria frente a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Proteus mirabilis en condiciones de anaerobiois y aerobiosis, resultados
que coinciden con los obtenidos en la presente investigaciébn tomando en
cuenta que los ensayos de antagonismo fueron realizados en condiciones
aerobias.

Estrada y col. (2005) quienes evaluaron la actividad inhibitoria por el método de
difusiéon en pozos a diferentes pHs, determinaron que a pH 5,5 se presenta la
mejor actividad de los extractos de Lactobacillus brevis y Lactobacillus
plantarum e inhibieron el crecimiento de bacterias como Salmonella spp y
Escherichia coli, en la presente investigacion, si bien el descenso de pH no
afecto la actividad antagonica de los cultivos libres de células de Lacfobacillus
plantarum y Lactobacillus brevis frente a Escherichia coli se observé que a pH
6,5 la actividad se afecta drasticamente frente a un pH 4,0.

En la presente investigacion, los cultivos libres de células de la cepa de
Lactocuccus lactis ssp. lactis, presenté actividad solo contra Escherichia coli, a
pesar de que Lactocuccus lactis ssp. lactis es una cepa productora de
bacteriocinas como lacticin 481, nisina Z, nisina A, entre otras que reporta
Arqués et al. (2004). La resistencia de las bacterias Gram positivas (Listeria
monocytogenes) a-las bacteriocinas producidas por los cultivos libres de
células de Lactococcus lactis subsp lactis aislada, puede ser atribuida a una
resistencia natural debido a la carencia de receptores especificos para las
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bacteriocinas, o a la producciéon de enzimas que la destruyen (Ennahar et al,,
2000; Martin, 2002).

Murry et al. (2004) caracterizaron los compuestos producidos por Lacfobacillus
plantarum 'y Lactobacillus salivarius responsables de la inhibicibn de
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Estas especies de Lactobacillus
producen niveles de pH bajos por la fermentaciéon de los carbohidratos, por lo
que la inhibicién se asocia a la produccion de acido lactico y acido acético que
inhiben el crecimiento de estas bacterias Gram negativas, resultados que
coinciden con los obtenidos puesto que los mejores halos de inhibicion se
dieron a pH 4,0.

En un estudio realizado por Hernandez et al. (2004) se report6 la capacidad de
las cepas de BAL aisladas de queso para producir compuestos
antimicrobianos. Identificaron a Lactobacillus plantarum TF711 la cual present6
actividad antimicrobiana en un amplio rango de pH que va de 1 a 9, la actividad
antimicrobiana se presentd contra bacterias como Bacillus cereus, Clostridium
sporogenes, Staphylococcus aureus, Shigela sonneiy Klebsiella pneumoniae y
Listeria monocytogenes. En el presente trabajo, la actividad de Lactobacillus
plantarum, si bien se vio reducida no se vio anulada en los rangos de pH

probados.
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3.5 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO SOBRE EL EFECTO ANTAGONICO DE LOS
CULTIVOS LIBRES DE CELULAS DE BAL.

En los graficos que se presentan a continuacion, se muestran los resultados de
la actividad de los cultivos libres de células de BAL a diferentes tiempos de
almacenamiento y temperaturas, precisando que al octavo dia de
almacenamiento no registro ninguna variacion en la actividad antagénica de las
cepas en estudio por lo que no se consideré el valor inicial (dia cero).

Gréficq 8. Lactobacillus plantarum frente a Listeria monocytogenes a -
20°C
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Grafico 9. Lactobacillus brevis frente a Listeria monocytogenes a -20°C.
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Grafico 10. Lactobacillus pentosus frente a Listeria monocytogenes a -20°C.
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Grafico 11. Lactobacillus plantarum frente a Listeria monocytogenes a 4°C.
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Grafico 12. Lactobacillus brevis frente a Listeria monocytogenes a 4°C.
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Grafico 13. Lactobacillus pentosus frente a Listeria monocytogenes a 4° C.
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Respecto a los graficos 8, 9, 10, 11, 12 y 13, se puede observar que la
actividad antagoénica de los cultivos libres de células de BAL respecto a las
temperaturas de congelacion (-20°C) y de refrigeracion (4°C) fue la misma a

pesar del tiempo de conservacion.

Los cultivos libres de células de la cepa de Lacfobacillus plantarum frente a
Listeria monocytogenes, presentaron un descenso de su actividad en 22,2% a
los 15 dias que se mantuvo hasta los 30 dias de pruebas.

La cepa de Laclobacillus brevis FM 14, tuvo un descenso de su actividad
antagonica a los 15 dias en 18,8% mientras que a los 30 dias fue aun mayor
(36,3%). F’ara la cepa de Lactobacillus brevis FM 30 a los 15 dias la actividad
disminuyé en 10% y a los 30 dias en 40%.

En el caso de Lactobacillus pentosus a los 15 dias disminuy6 en 10% y a los 30
dias en 30%.

Para la comparacién de resultados de todos los caso se tomé como referencia
los primeros 8 dias de conservacion de los cultivos libres de células de BAL.

El comportamiento de los cultivos libres de Células de a 25°C se muestra en los
graficos 14,15y 16

Gréfico 14. Lactobacillus pléntarum frente a Listeria monocytogenes a 25°C.
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Grafico 15. Lactobacillus brevis frente a Listeria monocytogenes a 25°C.
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Grafico 16. Lactobacillus pentosus frente a Listeria monocytogenes a 25° C.
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Se observa un descenso aun mayor respecto a las temperaturas de
congelacion y refrigeracién. En el caso de los cultivos libres de células de BAL
de Lactobacillus plantarum la actividad antagénica disminuye 55,5% a los 15
dias de almacenamiento, mientras que a los 30 dias, el descenso es mucho

mayor (77,7%).
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El cultivo libre de células de Lacfobacillus brevis FM 14 perdi6 en 36,6% de

actividad a los 15 dias de almacenamiento y 72,7% a los 30 dias. Para el caso

de Lactobacillus brevis FM 30, la actividad es 30% menor a los 15 dias de

almacenamiento y 70% menos a los 30 dias.

Lactobacilllus pentosus desciende su actividad en 20% a los 15 dias de

realizada las pruebas y 40% a los 30 dias de almacenamiento.

A continuacion se muestran los resultados del ANOVA vy la prueba de Tukey B

a la que fue sometido los datos obtenidos.

Cuadro 16. ANOVA para la influencia de la temperatura y tiempo de

almacenamiento de los sobrenadantes libres de células BAL en la

actividad antagénica frente a Listeria monocytogenes.

Sumade | Grados
Media :
Fuentes de variacion cuadrados de . F Sig.
cuadratica
tipo Il ‘Libertad |

T° de almacenamiento 69,689 2 34,844 | 4,938 | 0,009
Tiempo de almacenamiento 179,822 2 89,911 12,741 | 0,000
T°y Tiempo 43,378 4 10,844 1,637 | 0,199
Error 571,600 81 7,057
Total 90

4918,000

De acuerdo a la tabla de ANOVA:

- Para Ia temperatura de almacenamiento se observa que existen diferencias

significativas. Esta afirmacién se deduce por el valor de significancia

alcanzada por dicho tratamiento (0,009), que viene a ser menor al nivel de

significancia de 0.05 (95%).

- Para el tiempo de almacenamiento se observa que existen diferencias

significativas. Esta afirmacion se deduce por el valor de significancia

alcanzada por dicho tratamiento (0,000), que viene a ser menor al nivel de

significancia de 0.05 (95%).

- Para el tiempo y temperatura de almacenamiento se observa que no existen

diferencias significativas. Esta afirmacion se deduce por el valor de
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significancia alcanzada por dicho tratamiento (0,199), que viene a ser mayor

al nivel de significancia de 0.05 (95%).

La prueba de Tukey B, muestra dos subconjuntos, el primer subconjunto a
temperatura de -20°C y 4°C cuyo efecto actividad antagénica es mayor y el
segundo subconjunto a 25°C que tiene un efecto menor frente a Listeria
monocytogenes, siendo esta temperatura la que mostro halos de inhibicién de

menor tamano.

Cuadro 17. Prueba de Tukey B parainﬂuencia de la temperatura y tiempo
de almacenamiento de los sobrenadantes libres de células de BAL en la .
actividad antagénica frente a Listeria monocytogenes.

Tratamiento Subconjunto
1 N 1 2
Tukey B*® 25 30 | 5,4667
-20 - 30 | 7,3333 |
4 30 7,3333

En relacién a la influencia de la temperatura de congelacion (-20°) y la
temperatura de refrigeracién (4°C) en la actividad antagonica de los cultivos
libres de células de BAL frente a Escherichia coli, los resultados obtenidos se

muestran en los graficos 17,18,19y 20.

Grafico 17. Lactobacillus plantarum frente a Escherichia coli a -20°C.
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Grafico 18. Lactococcus lactis ssp lactis frente a Escherichia coli a -20°C
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Grafico 19. Lactobacillus plantarum frente a Escherichia coli a 4°C.
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Grafico 20. Lactococcus lactis ssp lactis frente a Escherichia coli a 4°C.
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Los cultivos libres de células de Lactobacillus plantarum, presentaron un
descenso de su actividad antagbnica de 25% tanto en la temperatura de
congelacion como en la de refrigeracion a los 15 y 30 dias de almacenamiento.

Para el caso de Lactococcus lactis ssp lactis, hay un descenso de 6,67% de su
actividad tanto a -20°C como a 4°C a los 15 y 30 dias de almacenamiento.

El grafico 21, muestra que a 25°C la actividad se ve mucho mas afectada y el
descenso de la acciéon antagénica de la cepa de Lactobacillus plantarum es de
50% tanto para los 15 como 30 dias de almacenamiento

Grafico 21. Lactobacillus plantarum frente a Escherichia coli a 25°C.
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En el grafico 22, se observa que Lactococcus lactis ssp lactis muestra un ligero
descenso en su actividad (6,67%) respecto a las otras cepas ensayadas a 25°C
Grafico 22. Lactococcus lactis ssp lactis frente a Escherichia coli a 25°C.

Lactococcus lactis spp lactis frente a Escherichia coli a 25°C

Halos mm

A continuacion se presentan los resultados del ANOVA vy la prueba de Tukey B

a la que fueron sometidos los datos obtenidos.

Cuadro 18. ANOVA para la influencia de la temperatura y tiempo de
almacenamiento de los sobrenadantes libres de células de BAL en la
actividad antagonica frente a Escherichia coli.

Suma de Grados
: Media
Fuentes de variacion cuadrados | de F Sig.
cuadratica
tipo 1 Libertad.
T° de almacenamiento 75,689 2 2,844 | 0,269 0,765
Tiempo de almacenamiento 11,756 2 5,878 0,556 | 0,576
| T°y Tiempo 1,111 4 0,278 0,026 {-0,999
Error 856,600 81 10,575
Total 1494,000

90
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De acuerdo a la tabla de ANOVA:

- Para la temperatura de almacenamiento se aprecia que no existen
diferencias significativas. Esta afirmacion se deduce por el valor de
significancia alcanzada por dicho tratamiento (0,765), que viene -a ser
mayor al nivel de significancia de 0.05 (95%). |

- Para el tiempo de almacenamiento se aprecia que no existen diferencias
significativas. Esta afirmacion se deduce por el valor de significancia
alcanzada por dicho tratamiento (0,576), que viene a ser mayor al nivel de
significancia de 0.05 (95%).

- Para la interaccion tiempo - temperatura de almacenamiento se aprecia
que no existen diferencias significativas. Esta afirmacién se deduce por el
valor de significancia alcanzada por dicho tratamiento (0,999), que viene a
ser mayor al nivel de significancia de 0.05 (95%).

La prueba de Tukey B, muestra un solo subconjunto para los tratamientos de
temperatura, es decir, no muestran estadisticamente diferencias significativas,
determinando asi que la actividad antagénica de los cultivos libres de células
de las BAL, no es anulada por el tiempo ni la temperatura de almacenamiento.

Cuadro 19. Prueba de Tukey B para influencia de la temperatura y tiempo
de almacenamiento de los sobrenadantes libres de células de BAL en la
actividad antagoénica frente a Escherichia coli.

Escherichia coli

Tratamiento Subconjunfo
1 I N 1
Tukey B*° 25 30 2,2667
| -20 30 2,8000
4 | 30 2,8000

Cristobal (2008), determiné que los extractos de Lactobacillus plantafum frente
a Listeria monocytogenes presentan actividad a una temperatura optima de
conservacion de 4°C a 32 °C durante 30 dias. Resultados que coinciden con los
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obtenidos pues la actividad de esta cepa si bien se ve disminuida no se ve anulada
por completo en los rangos de temperatura y tiempoe gue se realizaron los ensayos:
Para el caso de Lacfobacillus brevis y Lactobacillus pentosus, frente a Listeria
monecytogenes la mejor actividad fue a temperaturas de congelacién vy
refrigeracion mientras que a 25°C la actividad disminuye pero no desaparece.
Resultados similares a los obtenidos por Del Campo y col.; (2008) que trabajaren
con extractos de Lactobacillus brevis y Lactobacillus pentosus a temperaturas de
almacenamiento de -18°C; 4°C y 30°C y obtuvieron que

Estrada y col., (2005) evaluaron los extractos centrifugados de Lactobacillus
plantarum frente a Salmonella y Escherichia coli. Observaron una disminucion
de la actividad con el tiempo, concluyendo que 0 °C es una temperatura buena
de almacenamiento, no solo para la estabilidad del extracto, sino también para
la actividad frente a estos microorganismos. Resultados que coinciden con los
obtenidos pues se observa que al pasar los dias de almacenamiento, la
actividad va disminuyendo pero no se anula por completo.

A temperaturas de -20°C y 4°C la actividad antagénica es mucho mayor que a
25°C Aunque esta temperatura exista una buena actividad y estabilidad a lo
largo del estudio, Ogunbanwo y col. (2003) obtuvieren resultados similares,
donde el extracto a temperaturas de congelacion conserva mas sus cualidades
y su capacidad antagénica.

Lactococcus lactis ssp lactis, es una de las cepas que produce nisina y la
proeducciébn de esta bacteriocina estd determinade por las condiciones de
temperatura (entre 22° C y 37°C) y el tiempo de almacenamiento (entre 30 y 60
dias) (Rees y eol:; 1999); como se observa en los resultades obtenidos; esta cepa
fue la que menos descenso en su actividad tuvo frente a Escherichia coli y ademas
presenté mejor estabilidad frente a los tiempos de almacenamiento de realizados
los ensayos.

3.6 TERMORESISTENCIA DE LOS CULTIVOS LIBRES DE CELULAS DE
BAL

Después que las diez cepas en estudio fueron sometidas a tratamiento térmico
a 121°C por 15 minutos y haber sido evaluada su actividad antagénica, se
observé que Lactobacillus plantarum presentd actividad frente a Escherichia
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coli y Listeria monocytogenes; mientras que Lactobacillus brevis solo frente a
Listeria monocytogenes y Lactococcus lactis ssp lactis solo frente a Escherichia
coli. Sin embrago, los cultivos libres de células de Lacfobacillus pentosus
fueron totalmente inactivados.

Se comprob6 que cuando el cultivo libre de células producido por Lactobacillus
plantarum es sometido a 121° C, la actividad inhibitoria se conserva; similares
resultados mostraron Ivanova y col., (2000) al evaluar la respuesta de la
bacteriocina Bozacin 14 producida por una cepa de Lacfococcus lactis aislada
de “boza”, una bebida bulgara tradicional a base de cereales.

Todorov y col. (2001) aislaron y caracterizaron parcialmente bacteriocinas de
Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum vy
Lactococcus lactis subespecie. lactis. Las bacteriocinas permanecieron activas
después de un tratamiento térmico por 20 minutos a 121°C, ningun cambio en la
actividad antimicrobiana se reporté después del tratamiento térmico. Todas las
bacteriocinas mostraron actividad bacteriostatica contra Listeria monocytogenes.
En la presente investigacion la actividad antagénica se mantuve del tratamiento,
sin embargo se redujo. Los resultados obtenidos permiten calificar a la
bacteriocina presentes en los cultivos de la cepa de Lacfococcus lactis subsp.
lactis como termoestable o termoresistente, con una mayor estabilidad a pH
acido. Resultados similares han sido descritos para bacteriocinas producidas
por otras cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis (Choi y col., 2000; Cheigh y
col., 2000; Noonpakdee y col., 2003; Campos y col., 2006). Asi por ejemplo, la
nisina producida por Lactococcus lactis subsp. lactis WNC20 fue totalmente
inactivada después ser tratada durante 15 min a 121°C a pH 7, pero no se
inactivd a pH 3.0 (Noonpakdee et al., 2003). Por su parte, la lactocina NK24
producida por la cepa de Lactococcus lactis subsp. lactis NK24 perdi6 el 87.5%
de su actividad después de ser sometida a 100°C durante 30 minutos, y
completamente al ser tratada a 121°C durante 15 min (Choi y col., 2000).

Las bacteriocinas de las BAL son conocidas por ser mas activas a valores de
pH acido, lo cual puede reflejar la adaptacion de estas sustancias a las
condiciones ambientales de las bacterias que la producen (Cintas y col., 2001).
Asimismo, la termoestabilidad es comun en las bacteriocinas producidas por
las BAL, pudiendo ser sensible dependiendo del estado de purificacion y de
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factores como el pH del medio, la fuerza idnica y la presencia de moléculas
protectoras (Medina 1990). Ademas, esta caracteristica de termoresistencia
puede tener relacién con su estructura proteica, pequefia y poco compleja
(Ganzle y col., 1999). S

Debido a que las bacteriocinas presentes en los cultivos de la cepa de
Lactococcus lactis subsp. lactis fueron mas termoestables a pH de 4.0 y
pudieron soportar incluso temperaturas de esterilizacion (121°C) vy
temperaturas de congelacién, son caracteristicas determinantes para su
potencial aplicacion en la industria alimentaria, ya que muchos de los procesos
empleados- involucran tratamientos térmicos y preservacion a bajas
temperaturas.
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CONCLUSIONES

De los resultados de la presente investigacion se concluye:

1. Seaislaron 75 cepas de bacterias acido lacticas a partir de 14 muestras
de quesos frescos de elaboracion artesanal. El 13.3 % (10 cepas) de los
cultivoé libres de célulaé de las bacterias acido lacticas aisladas
mostraron actividad antago6nica, de las cuales: Lactobacillus pentosus (2
cepas) y Lactobacillus brevis (2 cepas) presentaron actividad frente a
Listeria monocytogenes, Lactococcus lactis ssp lactis (1 cepa) presenté
frente a Escherichia coli mientras -que Lactobacillus plantarum (5 cepas)
tuvieron actividad frente a ambos patogenos.

2. Se determiné que la cepa de Listeria monocytogenes es mucho mas
sensible a los compuestos producidos por las bacterias acido lacticas
mientras que frente a Escherichia coli el espectro de actividad sera
menor.

3. Los pHs a los que fueron sometidos los cultivos libres de células-de las
BAL, demostraron que su actividad no esta solamente vinculada a la
produccion de acidos organicos, sino a otro tipo de metabolitos
producidos por estas bacterias. Los cultivos libres de células, tienen
mejor actividad a temperaturas de congelacién y refrigeracion (-20°C Y
4°C) mientras que a 25°C la actividad se ve disminuida mas no anulada.
El tiempo de almacenamiento de los cultivos libres de células a los 8 y
15 dias de almacenamiento muestra la misma actividad; pero a los 30
dias la actividad disminuye notablemente pero no se ve anulada.

4. El tratamiento térmico al que fueron sometidos los cultivos libres de
células de las cepas de Lactobacillus plantarum y Lactococcus lactis,
demuestra que los compuestos responsables del antagonismo son
termoresistentes.
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RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion con las cepas ya aisladas frente a otro tipo de
microorganismos y comprobar si su accién bactericida tiene un mayor
espectro de inhibicién.

Las cepas de Lacfobacillus plantarum Lactobacillus brevis, Lactobacillus
pentosus y Lactococcus lactis, pueden ser potencialmente utilizadas en
la industria alimentaria como productoras de bacteriocinas

Continuar con el estudio de agentes antimicrobianos alternativos ante el
incremento de la demanda por el consumo de alimentos minimamente
procesados.

Emplear técnicas moleculares y de cromatografia para poder determinar
la sustancia con el efecto inhibidor que presentan las cepas estudiadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Conteo de Bacterias Acido Lacticas

PROMEDIO
MEDIO/ CODIGO DE DIAS DE
UFC/mil LOGqo
TEMPERATURA MUESTRA MADURACION
(UFC/mi)

MRS 31 £ 1°C | Queso fresco 01 01 6x10’ 7.77
MRS 31+ 1°C | Queso fresco 02 01 55x10" 7.75
MRS 31+ 1°C | Queso fresco 03 01 45x 10’ 7.65
MRS 31+ 1°C | Queso fresco 04 02 3.8x10° 8.60
MRS 31 +1°C | Queso fresco 05 01 5,9 x 10’ 7.78
MRS 31+ 1°C Queso fresco 06 01 6.2 x 10’ 7.80
MRS 31+ 1°C | Queso fresco 07 02 58%x 10 7.76
MRS 31 +1°C | Queso fresco 08 01 3,5 x 10° 8.54

BAL Queso fresco 09 01 4x10° 8.60
MRS 31£1°C | Queso fresco 10 01 2,3x10° 8.36
MRS 31 x1°C Queso fresco 11 02 2,5x 10° 8.39
MRS 31+ 1°C Queso fresco 12 02 3,2x10° 8.50
MRS 31+ 1°C Queso fresco 13 02 2,9x 10° 8.46
MRS 31 £1°C | Queso fresco 14 01 6,5x 10" 7.81

Anexo 2. Actividad antagénica de

las BAL frente a Listeria

monocytogenes.

CEPA pH 4,0 pH 6,5 pH 8,0
Lactobacillus plantarum 9 mm 5 mm 4 mm
Lactobacillus plantarum 9 mm 5 mm 4 mm
Lactobacillus plantarum 9 mm 5mm 4mm
Lactobacillus plantarum 9 mm 5mm 4 mm
Lactobacillus plantarum 9 mm 5 mm 4 mm
Lactobacillus brevis 11 mm 5 mm 5 mm
Lactobacillus brevis 10 mm 4 mm 4 mm
Lactobacillus pentoéus 10 mm 5 mm 4 mm
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Lactobacillus pentosus 9mm 4 mm 4 mm
L&ctécoceus lactis  ssp

. 0 mm 0 mm 0 mm
lactis

Anexo 3. Actividad antagdnica de las BAL frente a Escherichia coli.

CEPA pH 4,0 pH 6,56 pH 8,0
Lactobacillus plantarum 4 mm 2 mm 1mm
Lactobacillus plantarum 4 mm 2 mm 1 mm
Lactobacillus plantarum 4 mm 2 mm 1 mm
Lactobacillus plantarum 4 mm zlmm 1 mm
Lactobacillus plantarum 4 mm | 2 mm 1 mm
Lactobacillus brevis 0 mm 0Omm 0Omm
Lactobacillus brevis 0mm 0 mm 0 i
Lactobacillus pentosus 0Omm 0 mm 0 mm
Lactobacillus pentosus 0 mm 0 mm 0 mm
Lactococcus lactis ssp
Iactis 15 mm 11 mm 10 mm

Anexo 4. Influencia de la temperatura y tiempo de almacenamiento sobre
el efecto antagénico de los cultivos libres de células de BAL frente a
Listeria monocytogenes y Escherichia coli.

HALOS DE | HALOS DE | HALOS DE
CEPA T° INDICADOR INHIBICION | INHIBICION | INHIBICION
8 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
FM 14 Listeria
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 11 mm 9mm 7 mm
brevis Escherichia coli 0 mm 0 mm 0mm
FM 30 , Listeria
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 10 mm 8 mm 6 mm
brevis Escherichia coli 0mm 0 mm 0 mm
FM 37 Listeria A . =
Lactococcus monocytogenes 0 mm 0 mm 0 mm
lactis ssp 20 Escherichia coli 15 mm 14 mm 14 mm
lactis
FM 38 Listeria 10 mm
Lactobacillus | “2° monocytogenes 9 mm 7 mm
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pentosus Escherichia coli 0mm 0 mm 0 mm
FM 39 Listeria 10 mm 9 mm .
Lactobacillus | -20 | monocytogenes mm

pentosus Escherichia coli 0 mm 0 mm 0mm
FM 41 Listeria 9 mm 7 mm 7
Lactobacillus | -20 | monocytogenes m mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 44 Listeria . N )
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 9 mm 7 mm 7 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 45 Listeria
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 9mm 7 mm 7 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 46 Listeria
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 9 mm 7 mm 7mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 47 Listeria
Lactobacillus | -20 | monocytogenes 9 mm 7 mm 7 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3mm 3 mm
HALOS DE | HALOS DE | HALOS DE
CEPA T° INDICADOR INHIBICION | INHIBICION | INHIBICION
8 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
FM 14 Listeria
Lactobacillus | 4 monocytogenes 11 mm 9 mm 7 mm
brevis Escherichia coli 0mm 0 mm 0 mm
FM 30 Listeria
Lactobacillus | 4 monocytogenes 10 mm 8 mm 6 mm
brevis Escherichia coli 0 mm 0 mm 0 mm
FM 37 Listeria : .
Lactococcus 4 monocytogenes 0 mm 0 mm 0 mm
lactis ssp . .
lactis Escherichia coli 15 mm 14 mm 14 mm
FM 38 Listeria 10 mm
Lactobacillus ;| 4 monocytogenes 9mm 9 mm
pentosus Escherichia coli 0 mm 0 mm 0 mm
FM 39 . Listeria
Lactobacillus | 4 monocytogenes 10 mm 9mm 7 mm
pentosus Escherichia coli 0 mm 0 mm 0 mm
FM 41 Listeria ,
Lactobacillus | 4 monocytogenes 9 mm 7 mm 7 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 44 Listeria
Lactobacillus | 4 monocytogenes 9 mm 7 mm 7mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 45 Listeria
Lactobacillus 4 monocytogenes 9 mm 7 mm 7 mm
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plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 46 Listeria 9 mm 7 mm .
Lactobacillus | 4 monocytogenes m mm

plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
FM 47 Listeria 9 mm 7 mm 7
Lactobacillus | 4 monocytogenes m mm

plantarum Escherichia coli 4 mm 3 mm 3 mm
HALOS DE | HALOS DE | HALOS DE
CEPA T° INDICADOR INHIBICION | INHIBICION | INHIBICION
8 DIAS 15 DIAS 30 DIAS
FM 14 Listeria
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 11 mm 7 mm 3 mm
brevis Escherichia coli 0mm 0mm 0mm
FM 30 Listeria
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 10 mm 7 mm 3 mm
brevis Escherichia coli 0 mm 0 mm 0 mm
FM 37 Listeria . ; ;
Lactococcus monocytogenes 0 mm 0 mm 0 mm
lactis ssp 2 Escherichia coli 13 mm 12 mm 12 mm
lactis
FM 38 Listeria 10 mm
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 8 mm 6 mm
pentosus Escherichia coli 0mm 0 mm 0 mm
FM 39 Listeria
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 10 mm 8 mm 6 mm
pentosus Escherichia coli 0 mm 0 mm 0mm
FM 41 Listeria .- : ;
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 9 mm 4 mm 2 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 2 mm 2 mm
FM 44 Listeria ,
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 9 mm 4 mm 2mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 2 mm 2 mm
FM 45 Listeria
Lactobacilliis | 25 | monocytogenes 9 mm 4 mm 2mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 2 mm 2 mm
FM 46 Listeria
Lactobacillus | 25 | monocylogenes 9 mm 4 mm 2mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 2mm 2 mm
FM 47 Listeria
Lactobacillus | 25 | monocytogenes 9mm 4mm 2 mm
plantarum Escherichia coli 4 mm 2 mm 2 mm
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Anexo 5. Influencia del pH en la actividad inhibitoria de los cultivos libres
de células de las BAL aisladas

Halos de inhibicién producidos por Lactobacillus plantarum a pH 4,0 frente a
Listeria monocytogenes y Escherichia coli.

Halos de inhibicion producidos por Lactobacillus brevis FM 14 y Lactobacillus
brevis FM 30 frente a Listeria monocytogenes
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Halos de inhibicion producidos por Lactobacillus pentosus FM 38 y
Lactobacillus pentosus FM 39 frente a Listeria monocytogenes

Halos de inhibicion producido por Lactococcus lactis ssp lactis frente a
Escherichia coli.
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Halos de inhibicién producido por Lactobacillus pentosus frente a Listeria
monocytogenes a pH 6,5y 8,0

Halos de inhibicién producido por Lactobacillus plantarum frente a Listeria
monocytogenes a pH 6,5y 8,0
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Halos de inhibicion producido por Lactobacillus brevis frente a Listeria
monocytogenes a pH 6,5y 8,0

Halos de inhibicién producido por Lactococcus lactis ssp lactis frente a
Escherichia colia pH 6,5y 8,0
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Halos de inhibicién producido por Lactobacillus plantarum frente a Escherichia
coliapH 6,5y 8,0.

Anexo 6. Influencia del tiempo de almacenamiento en la actividad antagénica de
los cultivos libres de células de las BAL aisladas.

Halos de inhibicién producidos por Lactobacillus plantarum frente a Escherichia
coli a los 15 y 30 dias de tratamiento.
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BUdines

Halos de inhibicion producidos por Lactococcus lactis ssp actis frente a
Escherichia coli a los 15 y 30 dias de tratamiento.
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Anexo 7 Perfiles de identificacion de las cepas con el programa APl WEB.

~ bioMerieux Argentina - Buenos Aires

API 50 CHL V5.1 Impresora  Exportar  Nuevo test Modificar
REFERENCIA FECHA
[Faia agues| J7/06114
COMENTARIO o i
P EXCELENTE IDENTIFICACION
‘Galeia | APISOCHLVS.1
Pm" PO O S S A A I R O R O S S AR B R I R AL ST e
Nota
Taxon significative %D | T Pruebas en contra
Lactobacillus brevis $ 959 | 085 fsor 1a% | | ]
Taxénis'iguienté SR K Pruebas en contra
Lactacotcus raffinolactis | RIB_ 16% | SOR 0% | AMD 100% | TAG 1%

API 50 CHL V5.1 Impresora  Exporiar  Nucvo test Modificar
REFERENCIA FECHA
|#m30 2gHRs| [7r0614
COMENTARIO
'BUENA IDENTIFICACION EN €L GENERO
| Gateria ~AP150 CHL V5.1 7
Perfil B I I A I I I e N e N A R R R ]
| Nota 7 ] 7 ] 7 ) !
Taxén significative % ID T Prusbas en contra
Lactobacillus brevis 1 75.3 041 SOR  18% | MDM 0% | MLZ  14% | GNT 85%
G 20% | 5KG 14% |
; ﬁxén siguiente %10 T Pruebas en contra
| tactobacillus plantarum 1 DXYL 2% |LAC 99%[2KG 0% [5K6 0%
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API 50 CHL V5.1 | Impresora
REFERENCIA FECHA
[FA137]24HRS joro614
COMENTARIO
ENA IDENTIFICACION EN EL GENERC
Galeria AP150 CHL V5d
Pestil b ETRE R P R R R R LT T +
Nota ) )
Taxan significative %ID | T Pruebas en contra
Lactococcus lactis ssp lactis 1 64.0 045 | DXYL 2% |
Lactobacilius pentosus 359 0.27 [GLY 75%[MDM 1% IMLZ 25%
Taxon sigui@ﬁie %10 | T | Pruebasencontra
weissella confusa 01 | o11 [soR 14w moM ow[miz x|
impresora  fxportar  Nuevo lest Modificar
REFERENCIA FECHA
JFM38 48RS |s/06/14
COMENTARIO -
i A | '— O
| caterla AP1 50 CHL V5.1
Pgrﬁ] PUPIRERE I T 49@‘9...-9!1,i‘:i‘§-f~i'7cnpg.na. ............ .
Nota - B
Faxén significativo % iD T Pruabas o contra
Lactobacillus pentosus 926 | 074 |Gy 75% [MLz 25% | |
Taxén siguienuA % ID 1 Pruebas en contra 7
Lactobacillus plantarum 1 ) A 0.63 | DXYL 2% B B i

97




API 50 CHL V3.4 Impresora  Exportar  Nuevo test Modificar
REFERENCIA FECHA
| FMa41 48HRS] |7r06r14
COMENTARIO

MUY BUENA IDENTIFICACION

Galeria API 50 CHL V5.1
perfil R A T DU R S R R R . Rk TR T T TR N S A A T A NN S S I JRApap
Nota
Taxon significativo % ID T Pruebas en contra
Lactabacillus plantarum 1 99.9 | 0.62 [DxyL 2% |TAG 7% | 1
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Lactobacillus pentosus 0.1 0.17 [ GLY 75% | RHA 25% ] MDM 1% | MLZ 25%
TAG 1% | DARL 0%
[OEIOINTEN  impresora  Exporiar  Nueve test Modficar
REFERENCIA FECHA
{F11 33 46HRS |9r06s14
COMENTARIO o
]
A IDENTIFICACIO ‘GENERO B S I S
Galeria CAPISOCHL VS i ) ) ]
perfil sesad b Eaoed b hIB L b B bLBLLA3bsEbb e bbb dibaciinnn
Nota
Taxon significativo ) % 1o T Pruebas en contra
Lactobacillus pentosus 5.3 04 [OLY T75% [MLI 25%|TAG 1%
} Lattobacilius plantarum 9 238 041 |DXYL 2% [TAG 7%
Taxén siguiente % 10 Y “Pruebas en contea
Lactobacillys brevis 1 ) 0s 033 [SOR 1% [MLZ WUN[TAG 14%|
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AP150 CHL V5.1 Impresora  Exportar  Nuevo test Modificar

REFERENCIA FECHA
[FM44 48HRS ]7/06/14
COMENTARIO

J EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria API 50 CHL V5.1

Perfil R T e e T,
Nota

Taxon significativo %ID | T Pruebas en contra

Lactobacillus plantarum 1 999 | 0.85 [soR 78%| | |

Taxén siguiente %ID | T Pruebas en contra

Lactobacillus brevis 1 01 | 014 [RHA 0% |MDM 0% |MLZ 14% |GNT 85%

m_l_m__ presora  Exportar  Nuevo test Modificar

REFERENCIA FECHA
| FM4S 48HRS |7106/14
COMENTARIO
EXCELENTE IDENTIFICACION EN EL GENERO
Galeria API 50 CHL V5.1
Perfit R O Ik . PR,
Nota
Taxoén significativo % ID T Pruebas en contra
Lactobacillus plantarum 1 744 C.B1 | DXYL 2%
Lactobacillus pentosus 255 0.71 | GLY 75% | MDM 1% | MLZ 25%
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Lactobacillus brevis 1 0.1 0.34 {SOR 14% { MDM 0% | MLZ 14% | TUR 14%
GNT 85%
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API 50 CHL V5.1 Impresora  Exportar  Nuevo test Madificar
REFERENCIA FECHA
[Faia6 48HRS] [7r06i14
COMENTARIO

EXCELENTE IDENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria API 50 CHL ¥5.1

perfil Rk R S R L

Nota

Taxon significativo %ID | T Pruebas en contra

Lactobacillus plantarum 1 744 0.81 [DXYL 2%

Lactobacillus pentosus 255 0.71 |GLY 75% |MDM 1% | MLZ 25%

Taxon siguiente %ID | T Pruebas en contra

Lactobacillus brevis 1 0.1 034 |SOR 14% |MDM 0% |MLZ 14% [TUR 14%
GNT 85%

API 50 CHL V5.1 Impresora  Exportar  Nuevo test Modificar
REFERENCIA FECHA
{FMA7 4BHRS {7r06¢14

COMENTARIO

ELENTE ID

ENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria APE 50 CHL 5.1

Pesfil oo ndh b b pnmb b bbb bod b d bd bk b Ao b B enenad e
Nota |
Taubn significativo % ID T Pruebas en contea

Lactobacitius plantarum 1

OXYL 2% | FRU 100% | 5k6

999 | 0.24 on |

Taxon siguiente

“% ID T Pruebas en contra

Lactobacillus pentosus

J 6Ly 75% {FRU 100% | RMA 25% [ MOM 1% |
MLZ 25% | DARL O% |3KG O%

0.1 0.0
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CERTIFICADO CEPAS ATCC

4
ATCC
Product Sheet

Escherichia coli {ATCC®
8739™)

Please read this FIRST

Stmage Temp
Frozen: 80°C of
coldes
Freeze-Dried: 2°C
o8¢

[ fve Cufture: See
Prapagation
Section

A* [osalety Leved

Al

© vescripion

Designation: Crooks

Deposited Name: Escherichiz cof {Miguia) Costelant end Chaimens

Product Description: Uesd as a preparaiory test contol, tesling of anfimicrabial handwazhing formlaSons,
assay of andmicralia! presenvslives, and medio testing. Ganome sequenced sirsin.

Vﬁc Propagation

Medium
Rledium 3 Nutient agarer autdentbroth

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Aenchic

Propagstion Procedure
1. Open vial accordmg o endesed instruchons.
2. Using a single tube of £3 broth (S to 6 mL), withdvaw spproxdmately 0.5 to 1.0l with a2 Pastzuror
1.0 miLpipette. Retwdeate the entire peliel
3. Aseplically trensfer this oliguot back into the brofh tube. BiX vrell.
4. Use several drops of the suspension to inocutate a £3 ager stant andlor plate.
5. fncubate the tubes and plate at 37°C for 24 hovrs.

B vos

Tihree colony types exist on £3 agar: 1.) Ciradar, #at, rough, spreading. 2.) Snfire, girastar, smaoth, conves,
glsiening. 3. hreguiar, umbanate, smooth, gfstering.

Intended Use

Thes product is infended for reszarch use only. flisinot
intanded for any anima] or hurnan tharapeutic or
dingnosticusa,

Citition of Strain

If use of s cutture resulis in a seieniific publication, it

iz as o eeriied referente mataril ATCCH CRRBTZE™ and ATCLO 872005™.
Additiona! information-on this cutiure is avaliabie on the ATCC® web site at www.atec.org.

References

Refererces and odver informafion relzling to this product are avaltsbie online 2t www.etccorg

@}Biosﬂfetym&!: 1

A iate safety procedures should akrays be used with this material. L tory safety is n

shoukd be ciied in that ptin the g
manner: Escherichia co§ (ATCCP 87397

American Type Coltore Golaclion
FO Bux 1348

anassas, VR ZNISUSA
www.3lcr ora

EGL€33.6537 or TUI385 2710
Fax 7033632750

Emat: Tertfhaton org
Or contact pour focal dub@ator

the current pubdication of e Bissalely in Morobiclogica! and Binmedical Latiorstories kom the US.
Depariment of Health and Human Senvices Centers for Disease Control and Prevention and Rational institutes
far Health.

ATCC Warranty

The viabilty of ATCCY producis is wammanied for 30 days from the date of shipmer, and is vaid only if the
Ly is stored and cutiured o e ink on i dad on s pr 2 ink ion shest ATCC
fsis the media formutation that has been found o ke effective for this sain. Whis other, unspacified media
y @iso prod isfzciory resulls, a changs in media or the sbsence of an addiive from the ATCC
meds may 2ot v, Growd andior fungticn of e sirain. I an alismative medam
formulation s used, the ATCC wamanly for viability fs no longer vaid.

Disclaimers

This jproduct is inte fort ¥ h grposes only 4 is not intended for use in humpns.

Whilz ATCC uses recsonzble efforts to inchude aceurate and up-to-date information on this product
chest ATCC makes no wamanties or representsbons as to ifs aceuracy. Citaions fom scientific Kerature
and patents ar2 provided fov informabonal purposes only. ATCC dozs notwarrant thet such information has
been eonfimned o ke acowrela.

This product i gent wih P condition that you are responsible for s sa's storage, handing, and uss.
ATCC is not Bable for ary damages o infuries &ising from receipt andior ves of this product, Wile
reasonable effort is made to insure authenticky 2nd reiabfity of straing on deposi, ATCC s notiisbile for
damages erizing from the misideniification or misrepresentation of cullires.

Please eee the enclosed| i3l Transfer Ay (M1TA) for further detalls regarding the use of this
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CERTIFICADO CEPAS ATCC

ATCC
Product Sheet

Listeria monocytogenes
(ATCC® 19118™)

Please read this FIRST

/Lﬁ)ﬁ Biemsastety | ovet
f 2

intended Use

Thes proguct is intenced for research use ondy. ftis hot
intended for any 3rEmal or hamazn therapeusc oF
diagnostic use.

e DBescription

Dasignation: Li 2109
Deposited Name: Lisierfa monacylogenes (Mumay et al) Pie
Antigenic Propertiss: Serotype 4e

h':ﬂ Propagation

Wedium
Medium 44: Brain Heari iiusion Agar/Broth

‘Growth Conditions
Temperature: 37.0°C

Propagation Procedure

1. Open vial according {o endiosed instructions.

2. Using a singte tube of £44 broth {5 to 6 mi), withdraw approximately 0.5 to 1.0 mi with a Pasteur
or 1.0 mil pipette. Rehydrate the entire peifer

3. Aser ly this back into the broth tibe. Mix well.

4. Use several drops of the suspension to inoculate a #44 agar slant andior plate.
5. Incubate the ubes and plate at 37°C for hiours.

El ores

9

Citation of Strain

If use of this cullure resulis in 2 scientific publication, it
shoistd be ciled in that manuscript in the folloving
- Listeria Y (ATCC® 19118™)

&

Type Cuktusr C
PQ Box 1542
Mznassas, VA 20908 USA
e atee .oy
§60.638.6597 o 703.365 2700
Fax: 703.365.2758

Emat: Techiatce.org

Qr contact your local dSERGIE

Page 1 of 2

Colonies on £#44 are entire, glistening, circutar, smooth, raised, and transtucent. Strain exhibits b-hemolysis on
sheep bicod agar.
Additional information on ihis cutiure is availzble on the ATCC? web site at www atce.org.

E References

References and Giher information relating to this product are avaiiable ondine at www_atcc.org.

@fsiosamy Leves: 2

Appropriate safety procedt should ys be used with this material. Laboratory safely is discussed in
the current pubtication of the Blosafely in Microbl { armd Bi dical Lah ies from the U.S.
Bepartment of Heatth and Hunan Services Cenlers for Disease Control and Prevention and National nstitides
for Heatth.

ATCC Warranty

The viablity of ATCC® producis is wamanted for 30 days from te date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
fists the media formulation that has been found to be effective for this sirain. While other, unspecified media
may also produce satisfactoty resulls, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recominended media may affect recovery. growth and/or function of this strain. if an altemative medium
formutation ts used, the ATCC wamanty for viabilily is no tonger valid_

Disclaimers

This product is intended tor laboratory h purp only. It is notintended Jor use in
White ATCC uses reasonable efforts to include acarate and up-to-date informalion on this product

sheel. ATCC makes no or rep: jons as to s accuracy. Citations from scientific iterature
and p are provided for i fonal purp only. ATCC does not that such infc jon has
been conffmed {o be atourate.

This product is sent with the condilion that you are responsible for its safe storage, handling, and use.
ATCC is nat kable for any damages or injuzies arising from receipt andfor use of this product. White
reasonabie effort is made to insure authenticity and refiablity of sir2ins on deposit, ATCC is notliable for
damages ansing from the ification or misrep jon of

Piease see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for fmther getails regarting the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.alcc.org

Additiona! informagion on $iis cuthure & avaliable on ihe ATOC web site al www.aloe ofg.
© ATCC 20113_ Al righits reserved. ATCC is a regk ofthe A Type Culture Colection. [01714]
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