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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL), sus productos metabdlicos, o ambos, son
empleados tradicionalmente en la conservacion de alimentos, proporcionandoles
sabor y textura ademas de incrementar su valor nutricional. Ciertas sustancias
producidas por estas bacterias se utilizan en la industria alimenticia como
bioconservadores, ya que ejercen accion antibacteriana que contribuyen a la
prevencién de la descomposicién de los alimentos.

Este trabajo muestra el espectro antimicrobiano de sobrenadantes de cultivos de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, evaluado contra BAL relacionadas, como con
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas mediante pruebas cuantitativas en
agar, tras su produccién en diferentes medios de cultivo.

Se cultivo Pediococcus acidilactici en dos medios nutritivos: MRS y CSTES, con el
fin de probar si el crecimiento de este microorganismo en diferentes medios de
cultivo permite la produccion de sustancias con espectro inhibitorio distinto. Se
obtuvieron cultivos a las 8 y 24 horas; a las 8 horas porque es la fase exponencial
del microorganismo, y a las 24 horas porgue ya se encuentra en fase estacionaria.

Los resultados obtenidos mostraron que se genera un perfil antimicrobiane distinto
de los sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en
MRS y CSTES; siendo los cultivos de MRS los que presentan un mayor espectro
antimicrobiano. Las cepas mas afectadas son las que pertenecen al grupo de las
bacterias Gram-negativas: Escherichia coli y Salmonella tiphymurium y dentro del
grupo de las bacterias Gram-positivas las especies mas afectadas son
Staphylococcus aureus y Lisferia innocua. Las BAL relacionadas: Lactobacillus
plantarum y Pediococcus pentosaceus no son afectadas en su crecimiento por
ninguno de los sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici.

Estos resultados refuerzan la hipdtesis de que la sustancia producida difiere de la
previamente reportada para la especie, conocida como pediocina.
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JUSTIFICACION

Las BAL han estado presentes en la alimentacion del hombre desde hace
siglos, pues se encuentran en productos de leches fermentadas, productos
carnicos y hasta en algunas hortalizas. Producen sustancias inhibidoras, cuyo
efecto puede ser sinérgico o aditivo y ser de tipo bactericida y/o bacteriostatico
sobre bacterias susceptibles. Esto representa un gran potencial para la
industria alimenticia ya que se pueden utilizar como conservadores biolégicos
puros, que en un momento dado podrian reemplazar a los conservadores
quimicos, teniendo las ventajas de ser biodegradables y de no formar

compuestos secundarios.

El género de Pediococcus es uno de los principales de las bacterias acido
lacticas que tiene un efecto de bioconservacion y son tradicionalmente usados
como cultivos iniciadores en alimentos y bebidas, garantizando mejores
caracteristicas sensoriales y sanitarias. Cepas de Pediococcus acidifactici
inhiben bacterias patogenas de interés sanitario en alimentes. Sin embargo,
para la especie han sido reportadas cepas productoras y no productoras de
pediocinas. El trabajo realizado por este grupo de investigacion con la cepa
Pediococcus aciditactici ATCC 8042 indica que si bien su efecto antibacteriano
y de bioconservacion es clarg, no es una cepa pediocinogénica. La naturaleza
de la sustancia inibitoria se encuentra en fase de caracterizacion, y
corresponde, aparentemente, a una enzima peptidolitica. En este trabajo se
analizard el espectro antimicrobiano de los sobrenadantes de cultivo
producidos por la cepa, lo que contribuira a la caracterizacién de la molécula

antimicrobiana.
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1.0 MARCO TEORICO

1.1 ¢ QUE ES UNA BACTERIA?

Todos los organismos vivos pertenecen a uno de los tres grandes reinos:
Eucariotes, Arqueobacterias y Eubacterias (Fig. 1), arbol filogenético universal
establecido por Carl Woese y su discipulo Gary Olsen que muestra los tres
dominios’. El término "dominio” refiere a un nuevo taxén filogenético que
incluye tres lineas primarias: Eucarya, Archaea y Bacteria (eubacterias). Estos
dos altimos se conocen como bacterias y se denomina asi a todos los
procariontes, es decir, células sin nicleoc y con pared celular, de tamafio
pequefio. Morfoidgicamente, las bacterias pueden ser. cocos (esféricos),
bacilos (en forma de bastén) y espirilos (de formas onduladas)? (Fig. 2). Las
bacterias (figura 4) carecen de membrana nuclear, asi como de otras
membranas intracelulares. Sin embargo, estan equipadas con toda la
maquinaria bioquimica para su supervivencia y para dividirse. El material
genético esta compuesto por una Unica molécula de ADN y por un unico
cromosoma. Las bacterias son unicelulares y, aunque pueden encontrarse en
grupos, estos nunca se organizan en cooperatividad, es decir que no existe

dependencia de unas con otras para sobrevivir.

La célula bacteriana tiene un contenido en agua del 70 al 85%. Los datos de |a
composicion elemental y la distribucidon de los compuestos organicos

integrantes del peso seco se dan en las tablas 1y 2.

! hitp://fai.unne.edu. ar/biclogia/bacterias/micro1.htm
2 hitp:/s icas usal es/dicciom ia hy

3 hittp://www.genome.gov/sglossary cfm?kev=B i ion=I




Figura 1. Arbol ﬁlogenéttoo Universal establec:do por Carl Woese y su discipulo
Gary Olsen que muestra los tres Dominios®, LUCA (Last Universal Cellular
Ancestor). antepasado comdn de las células modernas, no la primera célula
sino una célula ya evolucionada, Término propuesto en un coloquio de la
Fundacién Treille: hitp//www-archbac.u-psud.fr/Meetings/LesTreilles.

Elemento Porcentaje
Carbono 50 %
Oxigeno 20 %
Nitrégeno 14 %
Hidroégeno 8 %

Fosforo 3%
Azufre 1%
Potasio 1%
Calcio 0,5%
Magnesio 0.5%
Hiemmo 0,2%

Tabla 1. Composicién elemental de la célula bacteriana’.
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Polimero Porcentaje
Proteinas 50 %
Pared celular 10-20 %
ARN 10-20 %
ADN 3-4 %
Lipidos 10 %

Tabla 2. Composicién del peso seco®.

Las arqueobacterias constituyen un fascinante conjunto de organismos y por
sus especiales caracteristicas se considera que conforman un dominio

separado, Archaea.

Si bien su apariencia es de bacterias poseen caracteristicas biogquimicas y

genéticas que las alejan de ellas, por ejemplo:

* no poseen paredes celulares con peptidoglicanos.

s presentan secuencias tinicas en ia unidad pequefia del ARNr.

e poseen lipidos de membrana diferentes tanto de las eubacterias como
de los eucariotas (incluyendo enlaces éter en lugar de enlaces éster).

« algunas de ellas poseen esteroles en su membrana celular {(una

caracteristica de eucariotas).

Las arqueobacterias hoy se encuentran restringidas a habitats marginales
como fuentes termales, depdsitos profundos de petroleo caliente, fumarolas

marinas, lagos salinos por lo que pueden considerarse como extremdéfilos.

6 http:/fai unne edu. ar/biclogia/bacterias/micro 1 htm#luca




Morfologia bacteriana Ejemplos
| S Cilindros Eschertchia
% Cildros f de maza Cocynebactorium
% Ramificados Actinomyces

&; Coma Vibrio
S Con endospora Bacifus
NS Espiral Spirochaeta
O Esférico Staptylococcus
Agrupaciones bacterianas
Coco @ Diplococos Neissoria
O Un plano de divisip
m Strepiococcus
Dos planos
' Estreptococos
Tres planos % Tetradas Sarcina
Racimos Siaphylococcus

Figura 2. Morfologia bacteriana’ .

Las bacterias (del griego bakterion = bastén) son organismos unicelulares que
se reproducen por fision binaria. Su tamafo es del orden de los micrones e
implica una relacion superficie volumen muy alta: aproximadamente 100.000.
Las bacterias se encuentran practicamente en todos o ambientes de la tierra,

desde las profundas fosas ocedanicas hasta el interior de rocas sélidas. La

? hitp://129.109.136.65/microbook/ch002, him




maycria de eilas son capaces de una existencia independiente pero existen
especies como Chlamydia y Rickettsia que son organismos intracelulares

obligados.

Segun la estructura de la pared celular las eubacterias se clasifican en Gram
positivas y Gram negativas, basandose en una técnica de tincion, agregando
solucion de cristal violeta junto con solucion de bicarbonato de sodio para
acelerar la tincién, después de lavar con agua destilada se aplica solucion de
yodo, posteriormente se aplica alcohol etilico para eliminar el tinte de las
bacterias, y por Ultimo se afiade safranina. Si la bacteria conserva el tinte de
cristal violeta, es Gram positiva, pues posee una pared mas gruesa constituida
por varias decenas de capas de diversos componentes (figura 11); en el caso
de que el tinte de cristal violeta no se mantenga y la safranina si la bacteria es
Gram negativa, la cual posee una pared mas simple (figura 11). La tincién
emplea como primer paso la diferenciaciébn bacteriana, considerandose
bacterias Gram positivas a las bacterias que se visualizan de color violeta y

Gram negativas a las que se visualizan de color rojo.

Los microorganismos se clasifican también por su aspecto al microscopio, por
el tipo de colonias al crecer en medios de cultivo o por los nutrientes que
utilizan. Al surgir la bioquimica otros criterios, como la presencia o ausencia de
vias biosintéticas, el tipo de &cidos grasos o de algunas proteinas, como
ubiquinonas, permitieron reconocer grupos de bacterias. Sin embargo, la
identificacion fenotipica no permite diferenciar con certeza el parentesco entre

microorganismos, sdlo entre las mas cercanamente relacionadas (Martinez y

Martinez, 2005).




En términos generales, la clasificaciéon bacteriana ha sufrido numerosos
cambios pues se han aplicado diferentes criterios. En este momento, la
clasificacion mas empleada es la que utiliza el ARNr 16S como criterio de

clasificacion.

La biologia molecular ha revolucionado nuestra manera de ver a los
microorganismoes, ya desde 1965 Linus Pauling supuso que las moléculas
contienen la historia evolutiva de los seres vivos. Asi el analisis y comparacion
de secuencias de aminoacidos de proteinas o la comparacion de las
secuencias nucleotidicas de genes permiten no sélo identificar, sino clasificary
establecer las relaciones filogenéticas entre organismos o microorganismos

(Martinez y Martinez, 2005).

La comparacion de las secuencias de los ARNr 165 (o de los genes que los
codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los
organismos procariotas. Este hecho ha tenide una enorme repercusién en
taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y
permitiendo la identificacién rapida y precisa de las bacterias. EIl ARN
ribosdmico 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en estudios de
filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacién como cronometro molecular
fue propuesta por Carl Woese (Universidad de tllinois) a principios de la década
de 1970 (Rodicio y Mendoza, 2004). Los estudios de Woese originaron la
division de los procariotas en dos grupos o reinos, eubacteria y
archaeobacteria, cuya divergencia es tan profunda como la encontrada entre
ellos y los eucariotas. Ademas, permitieron establecer las divisiones

mayoritarias y subdivisiones dentro de ambos reinos. Posteriormente, Woese




introdujo el término dominio para sustituir al reino como categoria taxondmica
de rango superior, y distribuyd a los organismos celulares en tres dominios,
como ya se vio anteriormente. Desde entonces, el analisis de los ARNr 18S se
ha utilizado ampliamente para establecer las relaciones filogenéticos. Los ARNr
16S pueden caracterizarse en términos de secuencia parcial, mediante el
método de catalogacién de oligonucledtidos (Rodicio y Mendoza, 2004). En la
figura 3 se muestra el arbol filogenético de las bacterias, basado en la

comparacion de la secuencia de ARNr 168S.

Planctomycctes

Spirocheics
. . / Chlamydia
Cyanobactena ;
/ Protcobuc hnu
Gram-positives
low G=C , Crvitophaga.
Flavobadtcrum,
Bucterodes
Gram-positives =" Green sulfur
high G+C N -~ Bactersa
Deinococer
Archaca A
} Grreen nonesaitu
Eucarya

baicrg

irermonagales

Figura 3. Arbol filogenético de las bacterias basado en la comparacién de las
secuencias de ARNr 168. La barra del extremo inferior izquierdo indica el 10%
de divergencia entre las diferentes secuencias. (Wood y Holzapfel, 1995).




Chpsula

Pared celular Membrana celular

ADN

Pelo
Nucleoide

Citoplasma
Ribosoma

Mesosoma

Plssmido

Figura 4. Representacion esquematica de una bacteria y sus componentes.

1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
Y BACTERIAS GRAM-POSITIVAS.

La pared celular de las Eubacterias son polimeros ramificados de estructura
compleja. Segun la estructura de la pared bacteriana, las eubacterias se
clasifican en Gram positivas y Gram negativas, en funcién de que den positivo
0 no a un procedimiento de tincidbn desarrollado por el microbiélogo danés

Gram (1853-1938).

La pared celular consiste de una capa que esta intimamente relacionada con la

membrana citoplasmatica que alcanza distintos niveles de complejidad




dependiendo de la especie. En la Tincién de Gram la diferencia se debe a la

estructura de la pared celular, como a su composiciéon quimica (tabla 3).

Las bacterias Gram positivas tienen peptidoglucano como componente
mayoritario de sus paredes celulares (hasta el 90%), mientras que en las Gram
negativas no lo es y no alcanza el 20% del total relativo. La pared celular de las
Gram negativas es una estructura en capas multiples de bastante complejidad,
mientras que en las Gram positivas suele ser mas gruesa y estar formada por
un solo tipo de molécula (figura 11). La membrana extema esta unida al
peptidoglucano por enlaces idnicos, interacciones hidréfobicas y enlaces

covailentes.

En la pared celular de las Gram negativas el peptidoglucano esta inmerso en
un espacio llamado espacio periplasmatico, que esta delimitado por la
membrana citoplasmatica y la membrana externa. La membrana externa es
una bicapa lipidica muy asimétrica. En la monocapa externa hay proteinas y
lipopolisacarido, mientras que en la monocapa interna el lipopolisacarido es
sustituido por fosfolipidos y lipoproteinas. El resultado es una membrana con

una fluidez mencr que la membrana plasmatica.




Tipo de Gram (+) Gram (-)
bacteria

Composicion | Peptidoglicano Peptidoglicano

Acidos teicoicos Lipopolisacarido
Aspecto de

la

bacteria

al
microscopio
Optico

Aspecto de
la

pared celular
al
microscopio
electrénico

membrana

¥ .-+ peptidoglucano .
citoplasma citopliasmica

Tabla 3. Comparacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas®.

PEPTIDOGLUCANOS

Los pepfidogilicanos mejor estudiados son los que aparecen en bacterias Gram-
positivas. Su estructura es la de una trama de estructuras polisacaridas
paralelas constituidas por residuos alternativos de N-acetilgilucosamina y N-
acetilmuramico (figura 5). Estas cadenas estan unidas covalentemente a un
tetrapéptido (segmento de 4 aminoéacidos) de composicion variable, pero que
se caracteriza por poseer D-aminoécidos. Los distintos tetrapéptidos estan
unidos entre si a través de puentes de pentaglicina (pentapéptido formado por
5 glicinas) (figura 7), dando lugar a una estructura rigida y covalente en forma
de jaula que rodea la totalidad de la célula, y que hace del peptidoglicano una

de las moléculas de mayor tamafioc que se conocen (figura 6).

# hitp://www.Hidratosdecarbono_Clasificacién_Polisactridos Derivados mht
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Estas cadenas se unen entre ellas formando una ultra estructura a través de
enlaces peptidicos entre los aminoacidos terminales generando una estructura
rigida y continua que es la pared celular bacteriana. Las bacterias Gram
positivas tienen diversas capas del peptidoglicano y las Gram negativas solo
una, esto permite hacer una distincion empleada en sistematica. El resultado
de la unidén del peptidoglicano en Gram negativas s una capa unica que
presenta zonas carentes de enlaces peptidicos. Los entrecruzamientos suelen
ser enlaces peptidicos directos entre el grupo amino o el 4cido diaminopimélico
con €l grupo carboxilo de la D-alanina terminal. En Gram positivas la unidn se
establece por entrecruzamientos del péptido, tanto con las cadenas del mismo

nivel como de niveles distintos, cuya forma varia entre las especies.

Glucopéptdo Gram positive

Glucopdéptido Gram negativo

Figura 5. Representacién esquemética de los peptidoglucanos®.

® htip://fai. unne edu. ar/biologia/bacterias/microd him
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Figura 6. Disacdrido + Tetrapéptido™.

Figura 7. Puentes de pentaglicina’’.

1 http://'www.Hidratosdecarbono_Clasificacion_Polisacéridos. Derivados.mht.
' hitp://www.Hidratosdecarbono_Clasificacion_Polisacaridos. Derivados.mht.




La accién de antibidticos como la penicilina y la cefalosporina se basa en el
hecho de que impiden la sintesis del peptidoglucano, y por tanto, de la pared

bacteriana.

ACIDOS TEICOICOS

Los acidos teicoicos junto a los peptidoglucanos, forman parte de la pared de
bacterias Gram-positivas. Son polimeros de N-acetilglucosamina, un polialcohol
y fosfato (figura 8). El polialcoho! (marcado en la figura 8 como alditol) puede
ser glicero!' o ribitol, y se une mediante enlaces éster con el acido fosforico,
formando una cadena lineal. Los hidroxilos libres del polialcohol se unen
covalentemente a monosacaridos simples o derivados, o a D-aminoacidos. Los
acidos teicoicos se unen covalentemende al acido muramico y pueden asi

conectar diversas capas de peptidoglicano.

p—

OH AZUCAR OH AZUCAR AZUCAR

,J:, )
HO ,_,::i —0——ALD| iToL 4 “—-o-ALcilTOL —0 «fl-o —*‘*'—EI”TOL
© | i O D-Aleni ° Doaleni
D-Menina L anina enina |

Figura 8. Acidos teicoicos™,

LIPOPOLISACARIDOS
Los lipopolisacaridos (LPS), junto a los peptidoglicanos, forman parte de la
pared de bacterias Gram-negativas. Tienen caracter anfipatico, presentan

carga negativa, y repelan moléculas hidrofoébicas. Son téxicos para el hombre,

y también se llaman endotoxinas.
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La presencia de lipopolisacaridos le confiere algunas de las propiedades
biologicas a estas bacterias, también se le llama endotoxina y esta formada por
tres dominios: el lipido A (indispensable para que sobreviva la célula y es el
responsable de la menor fluidez de la membrana externa), el oligosacarido y
una cadena lateral que le confiere propiedades antigénicas, el antigeno O
(figura 9). Las funciones de! lipopolisacarido son de tipo estructural por las
propiedades del lipido A, la membrana es mas resistente a los disolventes
organicos y menos permeables a moléculas de caracter hidrofébico, entre las
que se encuentran los antibiGticos, y constituye la endotoxina de las bacterias
Gram negativas. La endotoxina es la responsable de los sintomas clinicos de
muchas enfermedades como la induccién a la fiebre, hipotensién y actividad

necrotica de los tejidos, entre otras.

Endotoxina bacteriana Gram negativa (lipopolisacarido, LPS)

centro glucolipidico
cadena polisacérida especifica-O

Lipido A

o

. n
subunidad (exterior)  (interior)
oligosacarida centro oligosacarido
especifica-O

Figura 9. Lipopolisécaridos de bacterias Gram negativas™.

13 hitp://www.Hidratosdecarbono_Clasificacién_Polisacaridos. Derivados.mht.
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El LPS se compone de dos partes:

1. El lipido A esta formado por dos N-acetilglucosaminas (NAG) fosforiladas

unidas con 6 6 7 cadenas saturadas de acido graso (figura 10), que sirven para

anclar toda la estructura en la membrana externa de las bacterias Gram

negativas. La figura 10 muestra la estructura del lipido A en la enterobacteria

Escherichia coli.

2. Una cadena de polisacarido compleja, en la que se distinguen dos zonas:

Un nacleo formado por acido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO), heptosa, glucosa

y glucosamina, que esta unida a una de las NAG del lipido Ay de un Antigeno-

O {figura 9): una serie de 3 a 5 monosacaridos que se repiten (hasta 40 veces,

en algunos casos), y que es distinta segun las especies. Es el causante de la

respuesta inmunologica que provocan estas bacterias.

~ — .
O W=p—0 cH -0 N-acetilglucosaminas
(-1 ¥ o
Lo—" NN \
cz0 ? i0 CH, °
- "
G Tt %
s A
=¢ CH)e =g (CHe c=o ¢=0
(CHY,, CHy (CH,),, CHs cx, 'i:“’
CHJ t ] ?H -oﬂ ?1—0"
: (CHY)., “:" e
cadenas de acidos grasos  » cH
CH, ;]

Figura 10. LPS".

" htip.//www Hidratosdecarbono_Clasificacién_Polisacaridos Derivados. mht.
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Entre otros componentes de la membrana externa de bacterias Gram
negativas, destacan unas proteinas llamadas porinas, se trata de unos trimeros
que generan canales que permiten el paso de sustancias, reguladas por un
compiejo mecanismo genético que responde a la concentracion de solutos en
el medio.

La membrana externa es un filtro que permite el paso exclusivo de moléculas
pequenas, lo que es en si una proteccion contra muchas sustancias que tienen
actividad antibacteriana, por ejemplo la lisozima, cuya diana es el
peptidoglucano. Regula tanto las propiedades de la superficie, como la carga
eléctrica. El espacio periplasmatico esta delimitado por la membrana externa y
la membrana celular. Consiste en un gél en el que se encuentra inmerso el
peptidoglucano que contiene RNAasa, fosfatasa, moléculas de accién contra
antibiéticos como la penicilinasa, proteinas de transporte, y mensajeros de
sefales. Al tratarse de un gel, es una solucién densa que parece que tiene

como funcién adicional ayudar a la osmorregulacion celular.

16



Gram negativa Gram positiva

Mesosoma
7

Membrana exja\ma

N

Citoplasma

Cuerpo de
inclusién

Nucleoide
Ribosoma

Membrana cito-
plamética
Pared celular

Pili
S
~ Flagelos \

l

|

Figura 11. Caracteristicas de la pared celular de una bacteria
Gram-negativa y una bacteria Gram-positiva®.
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1.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL).

Las BAL constituyen un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
taxondmico (Fig. 12). Tienen como caracteristica comin la de producir acido
lactico como metabolito Unico o mayoritario (mas de la mitad) en Ia
fermentacion de los azlcares. Las BAL son cocos o bacilos Gram-positivos,
agrupados en tétradas y/o pares, no formadoras de esporas, no poseen
actividad de catalasa, ni poseen citocromos. Las BAL pueden ser
caracterizadas por su capacidad de fermentacién homolactica (Gnico producto
formado es el acido lactico) o heterolactica (forma otros compuestos a parte del
acido lactico, como: el acido acético, etanol, CO,, efc.), seguin el tipo de
fermentacion se habla de bacterias homofermentativas y/o heterofermentativas

respectivamente (Word y Holzapfel, 1995).

Streptococcus

Lb. casei

Lb. delbrueckii grovp Lactococcus
Leuconostoc Broug
Vagococcus
Carnobacterivm

Enmterococcus

Alloiococcus
Tetragenvococcus
Aerococcus

B. subtilis

S. auresis

-

-

Lb. catenaformis

Cl. ramosum

' Lb. vitrlinus
Figura 12. Arbol filogenético de las bacterias dcido l4cticas y bacterias
relacionadas. La bama del extremo inferior izquierdo indica el 10% de
divergencia entre las diferentes secuencias (Wood y Holzapfel, 1995).
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Los principales géneros que comprenden las BAL son:

Lactococecus
Leuconostoc
Streptococcus
Lactobacillus
Pediococcus
Carnobacterium
Enterococcus
Vagococcus

9. Aerococcus

10. Tefragonococcus
11. Allojococcus

12. Bifidobactenium
13. Bacillus

14. Sporolactobacillus
18. Propionibacterium

NoGAWNbd

La mayoria de los géneros son filogenéticamente grupos distantes. Se empiean
actualmente nuevas herramientas para la clasificacibn de las BAL. Las
subdivisiones entre los géneros y especies relacionadas han sido
determinadas usando taxonomia numérica y métodos quimiotaxondmicos; la
técnica més prometedora consiste en la hibridizacion del ADN vy la
secuenciacion de los genes del ARNr, en particular la fraccién 16S. La
comparacién de estas secuencias es la técnica mas poderosa y mas segura
para determinar las relaciones filogenéticas de microorganismos (Raccach,

1999).

Los cocos Gram positivos se distribuyen en tres grupos: aerobios, facultativos y
anaerobios. Los primeros se distinguen por una prueba de oxidacion /
fermentacion, como la de Hugo y Leifson, que da +/-, a diferencia de los
facultativos que dan +/+. Los anaerobios s6lo se desarrollan en anaerobiosis
estricta. Sin embargo, dentro de los facultativos debemos distinguir aquellos

que tienen la capacidad de alternar un metabolismo oxidativo aerobio con otro
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fermentativo, de aquellos otros que nunca pueden utilizar el O, como aceptor
final de electrones, pero que fermentan indistintamente en presencia y en
ausencia de aire. Por ejemplo, los estafilococos son verdaderos facultativos,
capaces de presentar dos fisiologias alternativas, como ocurre con las
levaduras del género Saccharomyces. Algunos cocos del grupo lactico crecen
mal en condiciones estrictamente anaerobias, aunque nunca utilizan el O,.
Otros crecen bien sblo a bajas presiones parciales de oxigeno y por ello se les
denomina microaeréfilos. Finalmente, muchas bacterias lacticas crecen mejor
en una atmosfera que contenga del 5 al 10% de CO; y algunas no crecen sin

este requisito (Parés y Juarez, 1997).

Otra caracteristica de las bacterias &cido lacticas, que abarca tanto a cocos
como bacilos, es la de presentar unos requerimientos nutritivos complejos. Esto
lleva a la necesidad de utilizar medios especiales como el agar de sangre, €l
de Edwars, el de jugo de tomate o el de Rogosa. Las caracteristicas comunes
de todos estos medios son la presencia de azucar, la adicién de productos
naturales complejos apropiados a cada caso y, para el aislamiento, la
presencia de substancias inhibidoras del crecimiento de otros
microorganismos. Es esencial tener en cuenta que en las bacterias lacticas el
azicar se utiliza s6lo como fuente de energia, en tanto que el carbono para el

crecimiento se toma de aminoacidos (Parés y Juarez, 1997).

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido ampliamente utilizadas desde la

antigedad como conservadores en varios alimentos fermentados, sin

embargo, actualmente se utilizan como probiéticos. Los probidticos son
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microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades adecuadas ejercen
una influencia positiva en la salud o en la fisiologia del hospedero

{Schrezenmeir y Vrese, 2001).

La aplicacion de las BAL como cultivos iniciadores en alimentos, garantizan
mejores caracteristicas sensoriales y sanitarias del producto final. El espectro
de la actividad de las BAL puede ser dividido en nutricional, fisioldgico y
antimicrobiano. Se ha demostrado que varias especies de las BAL ejercen
accién antagonista contra microorganismos patégenos en alimentos (Gibson, et

al., 1997).

Las BAL son capaces de prevenir la adherencia, establecimiento, replicacion
y/lo accidn patogénica de enteropatégenos especificos (Saavedra, 1995).
Contribuyen a la inhibicion de bacterias responsables del deterioro de
alimentos sin cambiar la naturaleza fisico-quimica de éstos. Estas propiedades

antagonistas pueden ser manifestadas por:

1. Produccién de acidos grasos de cadena corta volatiles (SCFA):

Las fermentaciones involucradas en la acumulacion de acidos organicos, como
el acido acético, acido propibnico y principalmente acido lactico son el

producto final del metabolismo de carbohidratos (Naidu, 2000).

Los acidos organicos constituyen metabolitos intermediarios y productos finales
del metabolismo microbiano y se encuentran en grandes cantidades en muchos
productos lacticos, camicos y vegetales fermentados. Nuestros antepasados

descubrieron que ios cambios deseables desarrollados sobre el aroma y la
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textura de estos productos y la acidez provocada por la formacion de acidos
organicos constituia un medio valioso para retrasar o evitar la alteracion
proteolitica. Ello permiti6 conservar almacenados muchos alimentos
perecederos y hacer la dieta mas variada. Hoy en dia muchos fabricantes
utiizan ciertos acidos orgéanicos para ayudar a la conservacion de diversos
productos. Por su solubilidad, sabor y baja toxicidad los acidos organicos de
cadena corta, como el acético, benzoico, citrico, propidnico, y sorbico son muy

utilizados como conservadores o acidificantes.

Al considerar la posible aplicacibn como conservadores de otros écidbs
organicos conviene recordar que la actividad antimicrobiana de estos
compuestos suele ser superior a medida que se alarga la longitud de su
cadena molecular. La actividad antimicrobiana de un &cido organico o su éster
se debe a las moléculas no disociadas del compuesto. Algunos &cidos
organicos en su estado no disociado son muy solubles en las membranas
celulares. Unicamente los &acidos organicos lipéfilos muestran actividad
antimicrobiana. Segun una hipdtesis, estos compuestos inhiben el crecimiento
de los microorganismos, o los matan, por interferir con la permeabilidad de la
membrana celutar al producir un desacoplamiento en el transporte de sustratos
y en la fosforilacion oxidativa del sistema transportador de electrones. Los
acidos organicos saturados, como el acido soérbico y los ésteres del acido
parahidroxibenzoico, también inhiben el sistema de transporte de electrones.

Este fendbmeno da lugar a la acidificaciéon del medio intracelular, que es
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probablemente la principal causa de la inhibicibn y muerte de los

microorganismos.

El pKa (el pKa es igual al pH en el cual el 50 % del acido se halla no disociado)
de los &cidos organicos empleados como conservadores se halla en el rango
de pH de 3-5. Al bajar el pH de un alimento, aumenta la proporcién de las
moléculas no disociadas de un determinado &cido orgénico, aumentando de
esta forma su efectividad como agente antimicrobiano. Estas consideraciones
limitan la utilidad de los acidos organicos a aquelios alimentos de pH inferior a
5.5. Los acidos orgénicos se utilizan principaimente como agentes
micostaticos. Sin embargo, a concentraciones elevadas, son muy eficaces
frente a diversos microorganismos (incluidos los virus). La mayor parte de los
acidos organicos son muy poco eficaces como inhibidores del crecimiento
microbiano a valores de pH de 5,5-5,8 en los que crecen la totalidad de las
bacterias causantes de toxiinfecciones y la mayor parte de las causantes de
alteracion de alimentos. Constituyen una excepcién los ésteres del acido
parahidroxibenzoico, con un pKa = 8.5, que muestran actividad antimicrobiana
a valores de pH préximos a la neutralidad, y los acidos propiénico y sérbico que

también poseen cierta actividad a pH =6.0 6 6.5.

La eficacia de un acido organico en un alimento se halla afectada de una forma
especial por la actividad de agua, el pH, el potencial redox, la disponibilidad de
sustrato y el contenido graso. De iguaf importancia para la seleccion de un
determinado &cido organico es la microflora que se pretende inhibir o destruir, y

tiene importancia el nimero de microorganismos, el tipo, la resistencia relativa
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del microorganismo normalmente presente, asi como su habilidad para crecer
en las condiciones normales de uso y aimacenamiento. Por o tanto, la eleccidn
de un determinado acido organico depende, no sélo de las caracteristicas
inherentes al mismo (por ejemplo, actividad antimicrobiana adecuada,
solubitidad, estabilidad y compatibilidad con las propiedades organolépticas)
sino también de las condiciones microambientales y de almacenamiento del

alimento.®

2. Acido lactico

E! &cido lactico fue aislado e identificado por Scheele en 1780, reconociéndose
como un producto de fermentacion por Blondeaur en 1847. Pasteur en 1855
publicé su célebre memoria titulada “Mémoire sur la fermentation appelée
lactique”, la cual se considera la base de la teoria microbiana de la
fermentacion. Lister en 1877 obtuvo el cultivo puro de Streptococcus Jactis, el
primero de una bacteria lactica. Pocos afios después, en 1881, Littleton
iniciaria la produccion industrial de este acido por fermentacién (Parés y

Juarez, 1997).

El &cido lactico es el principal metabolito que producen las BAL, el cual es
responsable por los cambios del pH en su medio de crecimiento, suficiente
para atacar a otros microorganismos (Wood, 1992). Ademas del pH, tiene un
efecto antimicrobiano al colapsar el gradiente de protones electroquimicos,

causando bacteriostasis y muerte en bacterias susceptibies (Eklund, 1989).

18 hitp://www. geocities. com/ohcop/acorgani html
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3. Acido acético y acido propionico

Estos acidos son producidos en cantidades pequenfas por una gran variedad de
BAL, la disponibilidad de oxigeno indudablemente juega un papei importante en
el control de la produccién de éstos. El acido acético y propidnico tiene un valor
de pK superior que el &cido lactico, y por lo tanto tiene una alta disociacién,
esta diferencia puede ser una razén en su eficacia antimicrobiana comparada

al acido lactico (Wood, 1992).

Del mismo modo el acido lactico, acético y propidnico interactian con la
membrana celular para neutralizar el potencial electroquimico (Freese, et. al.,
1973; Eklund, 19889). El acido acético puede también causar desnaturalizacién
proteica (Reynolds, 1975) y reduce el pH intracelular en Clostridium
acetobutylicum, y también en membranas flngicas se puede mostrar como son
afectadas por el &cido propidnico causando inhibicidn del transporte de

aminoacidos (Wood, 1992).

El acido acético y propidnico son ampliamente usados como aditivos en
alimentos, algunos alimentos fermentados cuentan con accién antimicrobiana
de este acido en combinacién con el acido lactico, y esto muestra que el 4cido

acético tiene un efecto sinérgico junto con el lactico (Wood, 1992).

4. Peroxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno (H,O) es un agente oxidante que puede originarse
en el metabolismo de muchas BAL aerdbicas y anaerdbicas. En el caso de las

bacterias aerdbicas y aertbicas facultativas el H.O, es a su vez roto
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intracelularmente por medio de la enzima catalasa. Se puede, no obstante,
reconstruir el perdxido de hidrégeno en el producto si la actividad de las
enzimas que lo rompen, por ejemplo la catalasa de micrococos y estafilococos
es insuficiente. El peroxido de hidrogeno inhibe o destruye las bacterias por
medio de la inactivacion de enzimas. Se encontrd en condiciones
experimentales que Sfaphylococcus aureus y Pseudomonas son claramente
inhibidas por la produccion y la acumulacion de peréxido de hidrégeno. El
peroxido de hidrégeno puede también reaccionar con otros componentes que
también tienen un efecto inhibitorio. Harnulv et al., 1984, reportaron que la vida
uatil de la leche cruda podria extenderse por esta via. La capacidad para formar
perdxido de hidrébgeno también ha sido notado en el caso de los cultivos
iniciadores para embutidos crudos curados ya en uso y con Lactobacillis que
han sido sugeridos como éultivos protectores en embutidos crudos curados.
Licke y Hechelmann (1986) reportaron que muchas cepas de Lactobacillis
curvatus y Lactobacillis sake son capaces de formar peroxido de hidrogeno en

presencia del oxigeno del aire."’

5. Diacetilo

El diacetiio (CH3-CO-CO-CH3) y la acetoina (CH3-CO-CHOH-CH3), son
productos de la fermentacidn no acidos. El diacetilo es familiar debido a su
aroma de la mantequilla. Esté involucrado en el perfil del “flavour” (sabor y olor)
de los productos lacteos fermentados. Los cultivos iniciales usados en
elaboracién de productos lacteos influyen en el desarmrollo del aroma en forma

positiva a través de la produccién de diacetilo, que también tiene un efecto

7 b/t i .unal.edu. onomia/2001819/leccicnes/cap06/| 01.html
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antibacteriano. Las levaduras y bacterias gram-negativas y gram-positivas son
inhibidas por medio del diacetilo. Es importante mencionar que las BAL (Gram
positivas) son tolerantes a diacetilo. Este compuesto es un producto intermedio
que puede ser producido en el metabolisme a partir del citrato y a través del
piruvato. Las BAL individuaies pueden producir diacetilo y por lo tanto muchas
de las cepas pueden usarse como cultive inicial. Se puede asumir que el
diacetilo producido por medio de las BAL esta involucrado en el desarrolio del

aroma de los productos crudos curados.'®

Existe la posibilidad de que el diacetilo pueda actuar de forma sinérgica con
otros agentes antimicrobianos, por o tanto, esto contribuye y combina la

preservacion en alimentos fermentados (Wood, 1992).

6. Didxido de carbaono.

El didxido de carbono {CO5;) es un gas incoloro e insaboro. Cuando se disuelve
en agua se produce acido carbonico (inestable). El didoxido de carbono puede
producirse por medio de las bacterias acido lacticas heterofermentativas. La
produccion de CO; es también indeseable en los embutidos crudo curados por
razones sensoriales, El CO;, provoca que se formen poros y fisuras en el
producto. En casos extremos los embutidos de diametros mas grandes pueden
estallar. Sin embargo, desde el angulo bacteriolégico la produccion de didxido
de carbono puede ser vista como positiva. Se ha reportado que el CO,tiene un

efecto antibacteriano. Las bacterias aerobicas Gram negativas, caso de

1 http://www. virtual.unal. edu. co/cursos/agronomia/20018 1 9/lecciones/cap06/cap06_03.html
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Pseudomonas, son inhibidas por CQ.. El CO; es usado en técnicas de
atmoésferas modificadas para came fresca en cortes y otros alimentos (Weber,

1991)"°.

7. Bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por numerosos
organismos, incluyendo las BAL. Las bacteriocinas purificadas o las BAL
productoras de bacteriocinas podrian utilizarse, solas o en combinacién con
otras barreras, para asegurar la calidad higiénica y sanitaria de muchos
alimentos (Hemandez et al., 2005).

Son compuestos especificos inhibitorios, tradicionalmente se considera a las
bacteriocinas como péptidos biolégicamente activos que tienen propiedades
bactericidas contra otras especies estrechamente relacionadas con la cepa
productora, sin embargo recientemente este concepto se ha modificado ya que
se han encontrado también acciones bactericidas contra cepas distantes
flogenéticamente de la cepa productora (Sablon et al., 2000). Con la posible
excepcion de la lactocina 27 (Lactobacillus helveticus) 1as bacteriocinas de BAL

son bactericidas, no bacteriostaticas.

El uso propuesto de las bacteriocinas no se propone como un método primario
de conservacion de alimentos. La mayoria de los investigadores consideran
que estas sustancias contribuyen a la tecnologia de barreras ("hurdle

approach”) para la seguridad y preservacion de los alimentos. Esta tecnologia
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se basa en el uso de un ndmero de factores intrinsecos (ejemplo: tratamiento
termico, pH, sales, otros conservadores) y extrinsecos (ejemplo: temperatura
de almacenamiento, atmésfera del empaque) que actGan como obstaculos
frente al crecimiento o supervivencia de microorganismos patogenos o
causantes de deterioro del alimento (Nuilez, A. G. et al., 2002). A mayor
cantidad de barreras, mayor es la dificultad del microorganismo a crecer o
sobrevivir (Leistner, 1994). Contrariamente a las barreras biostaticas, las cuales
sblo inhiben el crecimientc de los microorganismos contaminantes, las
bacteriocinas pueden servir como barreras bactericidas y ayudar a reducir el
espectro de microorganismos que pudieran desarrollarse en el alimento
(Muriana, 1996).

El efecto de distintos factores fisico-quimicos sobre la actividad de una
bacteriocina no sélo tiene el fin de caracterizara, sino también sirve para inferir
su posible aplicacion industrial, ya que las altas temperaturas y las amplias
variaciones de pH son, enftre otras, algunas de las condiciones que debe
resistir una bacteriocina para ser Gtil como potencial agente inhibidor de
microorganismos no deseados en procesos alimenticios (fermentaciones de

leche, maduracién de quesos, curado de encurtidos, etc.) (Farias, 1996).

Es importante mencionar, que para prevenir el deterioro de los alimentos por la
contaminacion de bacterias, hongos y/o mohos se han implementado varios
meétodos, los cudles pueden ser fisicos, quimicos y/o biolégicos (tabla 4), los
cuales pueden tener un efecto bactericida y/o bacteriostatico. Sin embargo, lo
importante es considerar a los métodos bioldgicos como los ideales, ya que

incrementan el valor nutricional de los alimentos, el sabor y la textura, y al
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utilizarse como bioconservadores pueden reemplazar a los conservadores

quimicos, pues son biodegradables. Aunque los conservadores quimicos o

biologicos se complementan con los fisicos, para conservar mas los alimentos.

CONSERVADORES | CONSERVADORES | CONSERVADORES
FiSICOS QUIMICOS BIOLOGICOS
e Ebullicion o Acido sorbico ¢ Nisina
¢ Esterilizaciéon e Sorbatos + Reuterina
+ Pasteurizacion ¢ Acido benzoico e Lisozima
e Enlatado » Benzoatos ¢ Piramicina
¢ Ahumado = Sulfitos » Acido formico
» Irradiacion ¢ Parabenos ¢ Acetato sédico
+ Refrigeracion » Cloro » Formaldehido
+ Congelacién + Entre otros ¢ Clorurode sodio
+ Deshidratacion s Antibidticos
e Sakacina
+ Lactacina
s Entre otros

Tabla 4. Diferentes métodos de conservacion utilizados en alimento

2 http.//www pasqualinonet. com ar/Conservantes. htm
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1.4 GENERO Pediococcus.

El género de Pediococcus es un miembro de la familia Streptococcaceae,
pertenece al grupo de bacterias Gram positivas, no encapsuladas,
homofermentativas, inméviles, anaerobios facultativos, cuyas células esféricas
forman principalmente tétradas, aunque también se les encuentra formando

pares (Holt, 1984).

El peptido de la pared celular es L-Lys-L-Ala-D-Asp. Las colonias varian en
tamafio de 1.0 mm a 2.5 mm en diametro; son lisas, uniformes, redondas y

blancas-grisaceas.

Todas las especies crecen a 30° C. Con un maximo tolerable a los 52° C. Se
destruyen por calentamiento a los 70° C por 10 minutos. El rango de
temperatura 6ptima es de 25 — 40° C. El pH 6éptimo es de 6.0 a 6.5. Son
catalasa negativos, no forman indol, la mayoria no reducen nitratos, no
hidrolizan hipurato de sodio y no son patégenos a plantas ni animales. Son
quimioorganétrofos requiriendo un medio rico, factores de crecimiento
complejos, asi como de aminoacidos. Su crecimiento depende de la presencia
de carbohidratos y la glucosa es fermentada por la ruta Embden-Meyerhoff a

D(+) 6 L{-)-lactato, sin formacion de gas.

El geénero Pediococcus tiene siete especies, diversas caracteristicas
morfolégicas, fisiolégicas, nutricionales y genéticas. Ocho especies del género
Pediococcus fueron listadas en la edicién de 1984 del Manual Bergey's de

Bacteriologia Sistemética: P. damnosus, P. parvulus, P. inopinatus, P.
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dextranicus, P. pentosaceus, P. acidilactici, P. halophilus y P. urinaequi. En
1993 P. halophilus fue reclasificado en un nuevc género, Tetragenococcus,
como la especie T. halophilus. Los pediococci tienen una relacién filogenética
muy estrecha tanto con los lactobacilli como con los streptococci (Raccach,

1999).

Las especies de Pediococcus excepto P. damnosus crecen en presencia de
4.0% a 6.5% de NaCl, y ninguna de las especies crece en concentraciones de

10% de NaCl (Raccach, 1999).

Algunas cepas de P. acidilactici y P. pentosaceus tienen enzimas proteoliticas
como las proteasas, dipeptidasas, aminopeptidasas dipeptidil vy

aminopeptidasas (Raccach, 1999).

Importancia en la industria alimenticia: son usados como cultivos iniciadores en
las fermentaciones industriales de carnes y vegetales, tienen potencial como
biopreservativo en control del crecimiento de Salmonella tiphymunum,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas sp., eftc.

Pediococcus es también asociado con la fermentacion de la cerveza y el vino.

Entre las sustancias antibacterianas producidas por Pediococcus estan:
pediocinas y acido lactico. Varios estudios han demostrado la utilidad de
bacteriocinas y sus cepas productoras en carne y productos carnicos (A. S.
Naidu, 2000). Sin embargo el efecto protector puede deberse no sélo a la

produccion de bacteriocinas, sino también a: cido lactico, sustancias proteicas
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conocidas como BLIS (substancias inhibitorias similares a bacteriocinas),
acidos organicos, diacetilo, perdxido de hidrégeno, péptidos ciclicos
{(Magnusson, 2003). Adn mas, el efecto puede ser sinérgico o aditivo entre
varios de estos compuestos (Monfur, 2003). El término pediocina es usado
como péptidos antibacterianos, producidos por ciertas cepas, como es el
género Pediococcus, el cual es designado dentro del grupo de BAL (tabla 5).
Es sintetizada como un pre-péptido de 62 amino4cidos que al ser procesado
resulta en un péptido maduro de 44 residuos, anfifilico, con carga positiva y
regiones altamente hidrofobicas y con dos eniaces disulfuro. Dada su alta
actividad contra especies de Listeria esta bacteriocina tiene un alto potencial
para ser utilizado como conservador de alimentos lacteos. Pediococcus
acidilactici y Pediococcus pentosaceus son reportados como productores de

pediocinas. (Naidu, 2000).

Se ha demostrado que la biosintesis de bacteriocinas de Pediococcus esta

asociada con plasmidos (Muiioz, 2004).

P. pentosaceus FBB61 y L7230 | Pediocinas

P. cereviceae FBB&3 Pediocinas

P. acidilactici PO2 B5627 Pediocina PO2

P. pentosaceus MC-03 Pediocinas

P. acidilactici Pediocina PAC 1.0
P. acidilactici Pediocina AcH

P. acidilactici pediocinas E, FyH

Tabla 5. Algunas bacteriocinas identificadas del
género de Pediococcus (Liorente, 1398).
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Bhunia et al. (1981) observé inhibicién de crecimiento contra varias especies y -

cepas de:

Bacterias Gram (+): Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus,

Lactococcus;

Bacterias Gram (). Salmonella, Escherichia coli 0157:H7, Sermratia

liquefaciens, Pseudomonas sp.

El espectro antimicrobiano de algunas pediocinas, por ejempilo son:

Pediocina “A” de Pediococcus pentosaceus FBB61, que actia contra:
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Staphylococcus aureus,
Lactococcus lactis, Lactobacillus spp., Clostridium botulinum, Clostridium

perfiingens, Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, Bacillus
cereus, Listeria innocua, Listeria monocytogenes (Hoover et al., 1989.)

1.5 Pediococcus acidilactici

Este microorganismo produce Acido lactico a partir de glucosa, galactosa,
arabinosa, maltosa, manitol, y dextrinas; algunas cepas lo producen también a
partir de sacarosa y lactosa. La cepa H de Pediococcus acidilactici produce una
bacteriocina (Bhunia, et al. 1988), la cual después fue designada como
pediocina AcH (Bhunia, et al. 1990). La caracterizacion de Pediococcus
acidifactici PAC 1.0 (NRRL B-5627) revel6 la presencia de una bacteriocina

designada PA-1, asociada con un plasmido de 6.2 MDa (9.4 kb).

El primer cultivo iniciador de Pediococcus acidilactici para la conservaciéon de
embutidos se utilizé en 1957. Este se conocia con anterioridad como

Pediococcus cereviceae pero estudios subsecuentes lo reclasificaron como tal
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{(Manual Berguey's, 1986). Bello y Duran (1992) utilizaron Pediococcus
acidilactici en la elaboracion de salami, y demostraron que los productos
elaborados con Pediococcus acidilactici tenian mejores caracteristicas
sensoriales (textura, color, aroma) y sanitarias durante la maduracion-
fermentacién, que aquellos lotes a los que no se adicioné el iniciador. Por otro
lado se ha reportado que Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceusy
Pediococcus acidophilus presentan gran resistencia a la liofilizacién y un
crecimiento rapido en sustratos camicos, aspectos que favorecen su uso como
cultivos iniciadores en la elaboracién de productos camicos (Bacus y Brown,

1981; Bello y Duran, 1992 y Motlagh, 1991).

La pediocina AcH producida por Pediococcus acidifactici AcH es de bajo peso
molecular y esté asociada al plasmido Psrq11. No es inmunogénica ni téxica en
animales de laboratorio y por su actividad antibacteriana ya indicada puede ser

considerada como conservador para alimentos {Gonzalez y Kunka, 1987).

Todas las cepas productoras de pediocinas de Pediococcus aciditactici

contienen un plasmido de 9.4 kb (6.2 MDa) (Llorente, 1998).

1.6 Pediococcus acidilactici ATCC 8042,

Se sabe que esta cepa produce un efecto de bioconservacion; sin embargo ain

no se sabe la naturaleza quimica de la sustancia (s) que produce. Rivera, J.

(2004) estudioé el efecto de bioconservacidn en pastas de carne empleando
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inoculos de Pediococcus acidilactici  ATCC 8042 a diferentes
concentraciones, con Staphylococcus aureus como microorganismao indicador,
cuantificando una disminucion de la poblacién microbiana a diferentes tiempos
de incubacion (hasta 15 dias). El efecto de bioconservacion es mayor cuando
se emplea el cultivo, lo que indica que pueden ser varias sustancias las que
ejercen sobre dichas pastas. El efecto de bioconservacion del sobrenadante

depende de la dosis empleada.

En esta cepa se ha encontrado un plasmido, pero es mas pequefio que el
reportado asociado a la produccion de pediocinas ya que tiene un P.M. de
2,700 KDa, que no habia sido reportado con anterioridad para otras cepas de
Pediococcus acidilactici (Llorente, 2003). Pediococcus acidilactici ATCC 8042
no tiene el gen que codifica para pediocina (Mora, 2001), lo que fue verificado

por Llorente (manuscrito en preparacion).

La actividad antimicrobiana se presenta en sobrenadantes neutralizados, porlo
que no es atribuible exclusivamente el acido lactico u otros acidos organicos.
En pruebas de difusidn en agar utilizando sobrenadantes de cuitivos de
Pediococcus acidilactici en MRS (Man, Rogosa y Sharpe, tabla 6) vy
Staphylococcus aureus como microorganismo de prueba, se observo el efecto
aditivo del acido producidc y del compuesto inhibitorio, ya que, al neutralizar y
liofilizar los sobrenadantes se obtienen halos inhibitorios de menor tamaiio, que
si solo se liofilizaran. De igual manera que el punto anterior, pero utilizando
cultivos de Pediococcus acidilactici en CSTES (Caldo de soya tripticaseina,

extracto de levadura sacarosa; tabla 6), se observo que en los sobrenadantes
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liofilizados y neutralizados hay un pequerio halo de inhibicién; sin embargo, si
sélo es neutralizado no hay inhibicion y hay un dafio celular en Sfaphylococcus

aureus (Llorente, 2003).

1.7 Microorganismos patégenos en alimentos y BAL.

1.7.1 Bacterias Gram-negativas:

Salmonella tiphymurium.

Es uno de los microorganismos patdégenos que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, son bacilos Gram-negativos no esporulados y miden de
0.5 a 2.0 um de ancho y de 2 a 4 um de largo, [as formas méviles poseen
flagelos peritricos, son anaerobios facultativos que fermentan la glucosa
cuando se desarrollan en un medio anaerdbico, producen acido, y a veces
gas, son citocromo oxidasa-negativos, catalasa-positivos y reducen los nitratos
en nitritos. La mayoria de las cepas, con la excepcion de S. tiphymurium, son
aerégenas, utilizan el citrato como Unica fuente de carbono, decarboxilan la
lisina, la arginina y la omitina y producen sulfuro de hidrégeno (ICMSF
(Intemacional Comisién on Microbiclogical Specifications for Foods), 1996;

Walker, 2000).

Salmonella se encuentra ampliamente distribuida en los animales,
especiaimente en aves, y se aloja en el tracto intestinal de los animales

infectados, incluyendo a los seres humanos. Las fuentes de contaminacion en
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que se puede localizar este microorganismo incluyen el agua, suelo, insectos,
superficies de la industria transformadora de alimentos, superficies de las
cocinas, heces de animales, carnes crudas, aves crudas, pescados y mariscos
crudos, huevos, leche, productos lacteos, ancas de rana, coco, salsas y
aderezos para ensaladas, mezclas para pasteles, coberturas en polvo, crema

de cacahuate, gelatina, chocolate y cocoa (Palac et al. 1998).

La enteritis por Salmonella es la tercera forma de “intoxicacién alimenticia” que
se reporta con mas frecuencia. Se documentan cerca de 50 000 casos de
enteritis por Salmonella al aito, casi todos se deben a Salmonella serotipo
tiphymurium. La infeccidn es zoonética y las aves de corral son la fuente de la
misma en cerca de la mitad de los casos. Las salmonelas se diseminan de la
came de las aves a los humanos si aquélla se consume mal cocida o cuando
gquienes la manejan no lavan de manera adecuada sus manos o los utensilios.
En el pasado las tortugas domesticas eran el principal origen de enteritis por
Salmonella en nifos. AUn mas, la tifoidea suele deberse a Salmonella
tiphymurium y casi siempre procede de una fuente humana, y se adquiere
cuando las personas consumen alimentos o agua contaminados con heces u

orina humana en la mayor parte de los casos (Walker, 2000).

Las salmonelas invaden ia luz del intestino delgado, donde se multiplican. Las
cepas invasoras, como S. tiphymurium, atraviesan la mucosa intestinal, pasan
al sistema linfatico y son englobadas por los fagocitos en cuyo interior se
multiplican, posteriormente vuelven a entrar a cormiente sanguinea. En una

enteritis, las nauseas, el dolor abdominal, el vomito y la diarrea se inician 8 a 24
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horas tras la ingestion de alimentos contaminados; en la fiebre entérica, los
signos y los sintomas de tifoidea comienzan a observarse de 7 a 14 dias
despues de la ingestion de saimonelas e incluyen anorexia, letargo, cefalea
frontal sorda, tos no productiva, estrefiimiento, dolor abdominal y temperatura
que aumenta en forma constante hasta 40° C (Walker, 2000). Ademas pueden
presentarse consecuencias cronicas tales como artritis, después de 3 o 4
semanas de haberse establecido los sintomas severos. La duracion de los
sintomas puede ser de 1 a 2 dias o prolongarse, dependiendo de factores
como el huésped, dosis infectiva y caracteristicas del biotipo. La dosis infectiva,
es baja aproximadamente de 15 a 20 células bacterianas, no obstante también
depende de la edad y salud del huésped, asi como de los biotipos de las

especies de Salmonella (Palao, et. al. 1998).

El ritmo del crecimiento de las salmonelas se reduce sustancialmente a
temperaturas <15° C, mientras que el crecimiento de la mayoria de las
salmonelas esta inhibido a temperaturas <7° C. La temperatura maxima de
crecimiento (49.5° C) es importante como valor por encima del cual deben ser
mantenidos ios alimentos almacenados calientes para impedir el crecimiento de
las salmonelas. Han sido detectadas salmonelas en productos que han estado
almacenados en congelacién durante afios. Algunos alimentos, (por ej. la carne
cruda, el pescado, el huevo liquido, el jarabe de maiz, el chow mein (*') de
pollo) proporcionan una proteccién considerable de las bacterias tante durante
la congelacion como durante el almacenamiento una vez congelados. La

actividad de agua (Aw) afecta en gran manera el crecimiento de las

(*!) Plato de la cocina china; se trata de un estofado de carne, en este caso de pollo, desmenuzada o
primorosamente cortada en dados, que contiene champifiones y hortalizas al que se afladen condimentos y
se sirve acompafiado de tallarines fritos.
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salmonelas. El limite inferior del crecimiento es 0.94. Las salmonelas son
capaces de sobrevivir durante un afio o mas en los alimentos que tienen una
Aw baja (chocolate, pimienta negra, manteca de cacahuate, gelatina en polvo).
El pH sefalado como minimo para el crecimiento es 3.8. A medida que el pH
sobrepasa el dptimo o desciende por debajo de é€l, el ritmo de crecimiento de
las salmonelas disminuye. Las salmonelas se comportan como bacterias Gram
negativas tipicas y no suelen ser insolitamente resistentes a los conservadores
que se utilizan en los alimentos. Su inhibicién se mejora mediante el uso de
varios factores conservadores asociados, por ejemplo, un conservante en

asociacion con pH y temperatura reducidos (ICMSF, 1996).

A pesar de que las salmonelas no forman esporas, son capaces de scbrevivir
durante mucho tiempo en los alimentos y en otros sustratos. Las salmonelas
sobrevivieron durante mas de 10 semanas en mantequilla alimacenada a
temperaturas entre -23 y 25° C, y durante 6 meses en leche almacenada a
temperatura ambiente o dentro de una caja de hielo. En una serie de hortalizas,
que incluian judias verdes, remolacha, col, zanahorias, apio, pepinos, lechuga,
pimientos, rabanos, espinacas y tomates, las salmonelas sobrevivieron
convenientemente durante mas de 28 dias a 2 — 4° C y aproximadamente la
mitad de ese tiempo a temperatura ambiente. Las salmonelas también
scobreviven perfectamente en superficies tales como la ceramica, el vidrio y el

acero inoxidable (ICMSF, 1996).

40




Escherichia coli.

Es representante de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos cortos Gram-
negativos, no esporulados, catalasa-positivos, citocromo oxidasa-negativos,
reducen los nitratos en nitritos, anaerobios facultativos y forma parte de |a flora
intestinal normal de animales y humanos; tiene movilidad y flagelos peritriquios;
fermenta la lactosa, tiene actividad de descarboxilasa de lisina; utiliza el acetato
como unica fuente de carbono e hidroliza el triptéfano para formar indol. Las
cepas de E. coli se pueden diferenciar serolégicamente unas de otras en base
a los antigenos somaticos (0O), flagelares (H) y capsulares (K). Ademas,
pueden hallarse fimbrias y estructuras emparentadas que desempedian un

papel en la patogenia (ICMSF, 1996; Walker, 2000).

Los signos y sintomas de enfermedad dependen del tipo de £, coli patégeno
intestinal que causa la infeccion. Existen cuatro tipos:

1. E. coli enteropatdégeno (EPEC): causan lesion caracteristica en el
intestino, enfermedad principalmente de nifios: diarrea, fiebre, vomito y
dolor abdominal, en adultos: diarrea severa y vémito no sanguinolientes,
nausea, jaqueca, fiebre escalofrios. Son serogrupos no relacionados
con enterotoxina termolabil, ni invasiva.

2. E. coli enterotoxigénica (ETEC): son la causa principal de la diarrea
infantil en los paises en desarrollo y son la primera causa de la diarrea
del vigjero en algunos paises desarrollados. Los sintomas son: diarrea
acuosa, fiebre ligera, calambres abdominales, nausea; de forma severa,

similar al célera, heces como agua de arroz y deshidratacién. Dosis
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minima infectiva de 10%'° de células. Los principales alimentos
contaminados son: comida tipo mexicana, queso brie, ensalada de
pavo, came de jaiba, hamburguesas, habiendo diferentes tipos de
enterotoxinas.

. E. coli enteroinvasiva (EIEC): tiene un parecido estrecho con Shigelia
en cuanto a su patologia. Es menos reactiva que las demas E. coli. Los
sintomas son escalofrios, fiebre, jaqueca, dolor muscular, contraccion
abdominal, diarrea profusa. La dosis minima infectiva es de 108 células.
Los principales alimentos contaminados son: salmén, ensalada de
papas, asociada con animales.

. E. coli enterohemorragica (E. coii 0157:H7): muestra 3 manifestaciones
clinicas, colitis hemorragica (dolor abdominal, diarrea sanguinolienta),
Sindrome de uremia hemolitica y Purpura trombética trombocitopénica
{sistema nervioso central, fiebre sin diarrea, perc hemorragia intestinal,
muerte). Los alimentos principales son carne molida, carne rojay leche

cruda, por lo tanto, origen animal.

La mayoria de estos brotes han sido relacionados con el consumo de came

picada de vacuno insuficientemente cocida o, en menor grado, con el consumo

de leche cruda. Existen pocos datos acerca del predominio de EPEC, de EIEC

o de ETEC en los alimentos, en gran parte por causa de la falta de pruebas de

laboratoric de facil ejecucidn. En los paises en desarrolio, han sido

identificados determinados alimentos como vehiculos de infecciones por

ETEC. Una investigacion prospectiva de |a diarrea del viajero en los médicos

que asistian a la Ciudad de México, reveld que ETEC explicaba
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aproximadamente el 45% de los casos de diarrea y que la enfermedad estaba
relacionada con el consumo de ensaladas que contenian hortalizas crudas. El
agua también ha sido identificada comao vehiculo de ETEC en varios brotes asi
como en las revisiones realizadas en paises en desarrollo. Las revisiones de
alimentos con respecto a £scherichia coli 0157:H7 en Wisconsin revelaron que
hasta el 3% de la carne picada de vacuno que se vende a! por menoryel 1 ~
2% de la came de cerdo y de aves de corral estaban contaminadas con el

organismo (ICMSF, 1996).

Algunas cepas de E. coli patdgenc son capaces de crecer a temperaturas tan
bajas como es la de 7° C y tan altas como la de 46° C, siendo la escala de
crecimiento optimo 35 — 40° C. Los estudios de la inactivacion térmica han
revelado que E. coli O157:H7 es mas sensible al calor que las cepas tipicas
de Salmonelfa spp. E! efecto del pH sobre el crecimiento depende del tipo de
acido presente. E. coli 0157:H7 es capaz de crecer en un medio conun pH 4.5
ajustado con HCI, pero no en un medio cuyo pH haya sido ajustado con acido
lactico. E. coli patégeno no crecera en los quesos fermentados a pH < 5.4,
Cada vez existen mas indicios de que E. coli O157:H7 puede sobrevivir, e
incluso crecer, en las hortalizas de las ensaladas. Cuando se conservaron a 5°
C, las poblaciones disminuyeron en la lechuga troceada, en el pepino cortado
y en la zanahoria troceada. A 12 y 21° C, las cifras de organismos aumentaron
rapidamente en la lechuga y en el pepino en atmodsferas compuestas por un 3%
de oxigeno y un 97% de nitrégeno, parecidas a las que se utilizan a escala
comercial. E£. coli O157:H7 puede sobrevivir durante mucho tiempo en los

alimentos acidos o fermentados (ICMSF, 1996).
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1.7.2 Bacterias Gram-positivas:

Staphylococcus aureus

Especie patdgena, son cocos Gram-positivos, que se presentan solos, en pares
0 racimos, no son moviles, ni esporulados, son anaerobios facultativos.
Algunos biotipos son capaces de producir una toxina altamente termoestable
que provoca enfermedad en los humanos. Su metabolismo es
oxido/fermentativo, catalasa-positivo y puede metabolizar una gran variedad de

carbohidratos en condiciones aerobicas.

Los estafilococos son comensales de las superficies corporales de los
animales de sangre caliente. Las enfermedades que causan incluyen
infecciones agudas, por ejemplo septicemia y toxemias agudas, por ejempio la
intoxicacion alimentaria estafilocécica (ICMSF, 1998). Generalmente esta
asociado a casos de artritis, osteomielitis, meningitis, neumonia y en algunos
casos puede llegar a ocasionar pérdida del conocimiento. El establecimiento de
los sintomas de la intoxicacion en los humanos se presenta rapidamente de
forma aguda. Los sintomas mas comunes consisten en nausea, vomito, dolor o
espamos abdominales y postracién; en casos mas severos, dolor de cabeza,
calambres musculares, asi como cambios intermitentes en la presion

sanguinea y pulso (Palao, et. al. 1998).

Staphylococcus aureus produce una gama especialmente amplia de sustancias

(agresinas y exotoxinas) asociadas con la infecciosidad y con {a enfermedad.




Varian desde componentes de la pared celular, por ejemplo acidos teicoicos,
hasta una amplia gama de exoenzimas que incluyen la estafiloquinasa,
hialuronidasas, fosfatasas, coagulasas, catalasas, proteasas, nucleasas y
lipasas, leucocidinas y hemolisinas y, por Gltimo, pero de ningun modo menos
importantes, las enterotoxinas que causan la intoxicacion alimentaria. Existen
cinco enterotoxinas conocidas como A, B, C, D y E, involucradas en

intoxicaciones alimentarias, siendo la “A” la mas nociva (ICMSF, 1996).

S. aureus es omnipresente, encontrandose en las mucosas y en la piel de la
mayoria de los animales de sangre caliente, asimismo, se encuentra también
en el aire, polvo y agua residual, y se encuentra principalmente en alimentos
de alto contenido proteico. Es un patdégeno oportunista y, si bien generalmente
es comensal, con frecuencia causara infeccién a través de una herida abierta o
como consecuencia de cambios en la fisiologia del hospedador llevados a
cabo, por ejemplo, por un desequilibrio hormonal. En algin momento, hasta un
50% de las personas seran portadoras de este organismo. El organismo es
resistente a la desecacién y puede colonizar el material que se utiliza en la
elaboracién de alimentos que resulta dificil limpiar y se deja hiimedo: por
ejemplo, se han encontrado cepas resistentes al cloro en las factorias de aves
de corral. Con frecuencia se encontrara en el polvo existente en los sistemas

de ventilacion y en los aspiradores (ICMSF, 1996).
Las tres condiciones necesarias para su 6ptimo crecimiento son: pH cercano a

la neutralidad, temperatura alrededor de los 30° C y ausencia de

microorganismos competitivos, ya que Staphylococcus aureus no es
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competitivo en presencia de ofros microorganismos. El namero de
Staphylococcus aureus necesario para producir suficiente toxina (1.0
microgramo) que provoque una intoxicacion en el hombre, se ha estimado que
debe ser superior a un millon de UFC (unidades formadoras de colonias) por

gramo de alimento. (Palao, et. al. 1998).

S. aureus al no ser competitivo con otros microorganismos rara vez causa
intoxicacion alimentaria en un producto crudo; una excepcion es la leche fresca
de una vaca con mastitis, en la que los niveles de Staphylococcus aureus
pueden ser muy elevados (ICMSF, 1996). Los alimentos perecederos tales
como cames crudas y procesadas, ensaladas, productos de pasteleria, asi
como pasteles rellenos de crema, pies de crema, coberturas de chocolate,
leche y sus derivados, rellenos para sandwiches y papas, son los mas

comunmente asociados con intoxicaciones estafilocécicas.

Los estafilococos son destruidos facilmente por la coccién, pero las toxinas que
producen resistiran este tratamiento. En los alimentos enlatados de baja
acidez, también parece ser que ias toxinas resisten el tratamiento de
esterilizacién. La intoxicacion alimentaria  estafilocéecica aparece muy
frecuentemente cuando un alimento cocido es contaminado por una persona
colonizada y después se guarda en un ambiente caliente (20 - 40° C) durante
varias horas. Con frecuencia estn implicados los productos de panaderia
rellenos de nata, las carnes cocidas (especialmente el jamén), el marisco y
otros platos preparados con mucha antelacion al consumo. Productos tales

como los quesos y los salami también pueden fermentar incorrectamente,
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permitiendo que los organismos de Staphylococcus aureus existentes en los
mismos crezcan y elaboren toxinas durante su maduracion. El organismo es
resistente a la desecacioén, por lo que puede crecer y producir enterotoxinas en
los productos que tienen una actividad acuosa tan baja como 0.85 (ICMSF,

1996).

Staphylococcus aureus es muy resistente a la congelacion y a la
descongelacion y sobrevive perfectamente en los alimentos que se conservan
a temperaturas < -20° C. En los alimentos que se conservan congelados, las
enterotoxinas estafilococicas son muy estables. El crecimiento del organismo
es optimo entre 35 y 40° C, hallandose sus limites aproximadamente en las
temperaturas de 7 y 48° C. A temperaturas mas bajas, el crecimiento es
limitado por las reducciones insignificantes de la actividad de agua o del pH y
ademas se reduce por la conservacidon en condiciones de anaerobiosis. El
organismo suele ser destruido facilmente a las temperaturas que se utilizan en
la pasteurizacién y en la coccidn de los alimentos; en los alimentos secos y en
los alimentos con elevado contenido de grasa, la resistencia aumenta. Bajo
condiciones por otra parte éptimas, S. aureus es capaz de crecer a pH < 4.3
con un &cido inorganico, por ejemplo con HCI, como acidulante. Sin embargo,
en presencia de acidos organicos, los limites del pH de crecimiento son mucho

mas elevados.
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Listeria monocytogenes

Son bacilos cortos, Gram-positivos, asporégenos, catalasa-positivos oxidasa-
negativo y anaerobios facultativos. Accidentalmente originan formas cocoides
o células aisladas de 10 um de longitud. Son mdéviles a 25° C, mostrando una
caracteristica movilidad de «volteo», pero no son méviles a 35° C. Fueron
identificadas siete especies de Lisferia, todas ellas emparentadas intimamente.
Una octava especie, anteriormente denominada Listeria denitrificans, ha sido
reclasificada como Jonesia denitrificans. Las especies L. innocuay L. murrayi
son consideradas no patdgenas, mientras que L. seeligeri, L. ivanovii y L.
welshimeri rara vez causan infeccion humana, reservando para L.

monocytogenes la consideracion de especie mas importante (ICMSF, 1996).

Aproximadamente una tercera parte de las infecciones humanas por L.
monocytogenes son perinatales, afectando a mujeres gestantes y a sus bebés
no nacidos o recién nacidos y las dos terceras partes restantes se presentan en
personas no gestantes de todas las edades. La mayoria de las infecciones por
L. monocytogenes se dan en personas cuya inmunidad ha sido menoscabada
por la edad, por enfermedades tales como el cancer, por el transplante de
érganos, por el uso de corticoesteroides o por el SIDA. Es capaz de sobreviviry
muitiplicarse fuera de hospederos animales y en medios nutritivos muy simples.
Cuando infecta a los animales o a las personas, se multiplica intracelularmente.
Parece ser que no todas las cepas de L. monocytfogenes son patégenas, pero
todas las cepas patégenas son hemoliticas y la produccion de hemolisina es

una de las propiedades asociada a la patogenicidad, ya que todas las cepas
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anhemoliticas son apatégenas. L. monocytogenes ha sido aislada en una gran
diversidad de habitats, entre los que se incluyen el suelo, el ensilado, las aguas
residuales, los ambientes donde se elaboran alimentos, las carnes crudas y las
heces de las personas y de los animales sanos, ademas causa infecciéon en

muchos animales a parte del hombre.

A veces L. monocytogenes es excretada en la leche. Se puede hallar en un
elevado porcentaje de pollos crudos y en otros tipos de carne cruda. En las
plantas de elaboracién de alimentos, las superficies himedas albergan listerias
y esto, unido a la capacidad para multiplicarse a temperaturas de refrigeracion,
se refleja en su hallazgo en las neveras y en las unidades de refrigeracién. El
organismo resiste bien durante varias semanas a -18° C en varios sustratos
alimenticios. En condiciones acidas y en los medios de laboratorio, la
supervivencia es mas corta. Es posible que en el almacenamiento en
congelacidén (temperaturas comprendidas entre 18 — 19.5° C) durante un mes
mueran pocas listerias. En el pescado o en los camarones que se guardan
envasados al vacio en hielo durante 21 dias, no existe un aumento del niimero

de microorganismos (ICMSF, 1996).

En presencia de microorganismos competitivos, y a los niveles de pH mas
bajos que predominan en la carne de vacuno picada y en el higado (5.5 -5.9),
el organismo a veces sobrevive sin multiplicarse a 4° C, aunque en la carne
picada estéril a 4° C, o en la camne picada contaminada de modo natural a 20°
C, el organismo crece bien. También se ha observado crecirﬁiento de 4 a4.4°

C en el huevo liquido pasteurizado y en varios productos carnicos cocidos al
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vacio, aunque en la clara de huevo liquida cruda L. monocytogenes muere
rapidamente a 4 y a 20° C. Por otro lado, aunque generalmente no se muttiplica
durante la fermentacién que se usa en la elaboracién de quesos y de
productos carnicos tales como el salami, varias semanas después de que la
fermentacion es completa, con frecuencia existe un nimero escaso de
supervivientes. Los quesos blandos madurados superficiaimente, mantienen el
crecimiento de L. monocytogenes, especialmente cerca de la superficie, en la
que el pH se eleva debido al crecimiento de los mohos de superficie. Entre las
bacterias vegetativas Gram negativas L. monocytogenes no es insdlitamente
termorresistente. A no ser que se hallen presentes en cifras iniciales muy
elevadas (por ej.10° - 10° UFC/ml) no deberia resistir el tratamiento comercial
de la pasteurizacién normal de la leche (71° C durante 15 segundos). La
resistencia en la nata es parecida a la correspondiente en la leche desnatada,
aunque en las carnes, incluyendo el salami, se observan valores mas elevados

y se indica que la grasa aumenta la resistencia (ICMSF, 1996).

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium

Son cocos, Gram positivos, se presentan en pares o en pequefias cadenas,
anaerobios facultativos, no formadores de esporas, quimiorganotrofos, el tipo
de peptidoglucano es lisina-D-asparagina para la mayoria de las especies del

genero, excepto E. faecalis en la cual el peptidoglucano es lisina-alanina2-3.
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Los requerimientos nutricionales son generalmente complejos. Las colonias

son circulares, pequefias, blancas-grisaceas.

Enterococus faecalis: a menudo es dominante en el intestino humano, también
ha sido aislado del intestino y de las amigdalas de perros y gatos. Se ha
descrito como una especie predominante del género Enterococcus en came de
cerdo. Es muy larga la lista de infeccidénes enterococales en humanos,
usualmente representan entre el 80 y 90 % de diferentes casos estudiados. Es
principalmente relacionado con endocarditis, infecciones del tracto urinario,

infecciones en tejidos blandos, infeccién biliar, dolores abdominales.

Enterococcus faecium: junto con Enterococcus faecalis son de las especies
mas frecuentemente encontradas en el tracto gastrointestinal, pero algunas
diferencias geograficas son evidentes. En aves de corral y ganado la incidencia
de este microorganismo decrece con fa edad. Este es frecuente en puercos, y
ocurre también en perros y gatos. Aunque esta especie es menos frecuente
que E. faecalis (alrededor del 10%). Esta especie ha recibido mucha atencién

recientemente, debido a su resistencia a multiples antibiéticos.

Por ofro lado, la cepa de Enterococcus faecium SF68, es una bacteria
comensal del tracto gastrointestinal que pertenece a una de ias especies mejor
documentadas y es considerada genéticamente estable y segura. El
Enterococcus faecium es resistente al ambiente acido durante el paso a través
del estdbmago. El Enterococcus faecium SF68 demuestra un tiempo de gene-

racion o multiplicacién muy corto (< 20 min) comparado con otras bacterias, lo
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cual es muy importante para la rapida colonizacion y competencia con especies
patogénicas de rapido crecimiento. El Enferococcus faecium produce grandes
cantidades de la forma “L" de &cido lactico, o cual disminuye el pH y le permite
tener una accidén bacteriostatica contra bacterias gram-negativas como la
Salmonella, E. coli y Shigelfa al inhibir su crecimiento. El Enterococcus faecium
SF68 produce sustancias como bacteriocinas, con efecto bactericida. Se ha
visto también que inhibe la adhesién de patdégenos entéricos. La especie SF68
promueve el crecimiento de Lactobacillus reuteri, un germen tipico que habita
el duodeno, después de un tratamiento antibiético. El Enterococcus faecium
SF68 produce la enzima lactasa, la cual es capaz de transformar a la lactosa
en azlcares de facil metabolizacion como la glucosa y galactosa; por lo que es
Util en intolerancia a la lactosa. La cepa SF68 estimula las funciones digestivas,
ya que produce lipasa; enzima que facilita la digestion de los lipidos presentes
en los alimentos. Se ha observado también que favorece la biosintesis
fisiologica de coenzimas, cofactores y vitaminas que tienen funciones
importantes en el organismo. Se ha encontrado en pacientes con encefalopatia
hepatica, que la cepa SF68 disminuye el amoniaco sanguineo al competir y
maodificar |a flora intestinal putrefactora en pacientes con cirrosis hepatica, e
incluso se ha visto que sus efectos persisten por mas tiempo en comparacidn
con el tratamiento con lactulosa, la cual es empleada también para disminuir el

amoniaco sanguineo y mejorar el estado mental del pacientezz.

2 hitp./f G mx/bmnd/plm/mex/productos/7543.
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1.7.3 Bacterias écido lacticas (BAL) relacionadas con Pediococcus acidilactici:

Lactobacillus plantarum

Pertenece a la familia Lactobacillaceae. Son bacilos rectos 0 curvos y se
presentan individualmente, en pares o en cadenas cortas, Gram-positivos, no
formadores de esporas rara vez son moviles, catalasa negativos, negativos ala
prueba de la benzidina, anaerobios facuitativos. La pared celular contiene
ademas ribitol o glicerol. Forman acido lactico como prqducto principal de la
fermentacion de los azlicares. Las colonias son blancas, pero en ocasiones son
amarillo claro, y muy pequefas. Crecen a pH 5.0 - 5.8, a una temperatura
entre 30 y 37° C, habitualmente no crece a 45° C requieren de altos contenidos
de carbohidratos como: lactosa, sacarosa, salicina, manitol, sorbosa, glucosa y
xilosa®. También puede fermentar la amigdalina, celobiosa y rafinosa. Necesita
algunos aminoacidos y vitaminas para crecer. Se encuentran en una gran
variedad de habitats, en membranas de mucosa de animales y humanos
(cavidades orales, intestinales), en plantas ¢ en materiales de origen vegetal,
en estiércol y abonos, y en habitat hechos por el hombre como aguas
residuales, y ademas en ia fermentacién de alimentos, como quesoy leche, se
aislan también de productos lacteos, ensaladas, entre otros; es uno de los

organismos responsables de la fermentacion de los encurtidos y de la

fabricacién de chucrut (Robinson, 1987).
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Forman parte de la flora intestinal normal y pueden predominar en lactantes e
individuos con ingestién elevadas de azicares, especialmente lactosa.
Anteriormente se creia que la flora intestinal de lactobacilo era preferible a una
flora proteclitica de coliformes, ya que tendia a inhibir los trastonos
degenerativos aumentando la vitalidad en personas de edad avanzada, y que
esa flora podia establecerse consumiendo leches fermentadas o leches
bligaras y acidofilos. De esta manera puede alterarse la composicion de la
flora intestinal, y también mediante el consumo de cantidades equivalentes de
leche azucarada, pero el cambio es pasajero, y no estd demostrado que esa

flora intestinal por si misma favorezca la salud®.

Los productos lacteos elaborados incluyen leche fermentada, queso y
mantequilla. Desde los albores de la civilizacibn se han elaborado estos
productos, dado que la fermentacién lactica ocurre naturalmente en la leche.
Se encontr6 después que el sabor acido era producido con mas rapidez y
uniformidad si se agregaban pequefias cantidades de producto fermentado a
leche fresca y se conservaba la mezcla a temperatura adecuada. Ello fue el
origen de los distintos tipos de "cuajos”, esto es, sustancias que inician o
desencadenan la coagulacion de ia leche. Tienen un papel prominente entre
los microorganismos asociados con la alteracién de alimentos en toda escala
de pH. Las cames con pH relativamente alto, experimentan putrefaccion debida
a gérmenes Gram negativos del grupo Pseudomonas — Acinetobacter —
Moraxella, durante al almacenamiento a temperaturas iguales o inferiores a 10
°C; no crecen sin embargo estos microorganismos a pH's iguales o inferiores a

5.3. A pesar de las considerables diferencias en la composicion de la pared

2 http://www.trabajos] 5/lactobacilos/lactobacitos. shtmi
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celular de los organismos Gram positivos y Gram negativos, sus limites de
tolerancia de pH son apenas ligeramente diferentes. Sin embargo, las bacterias
responsables del deterioro de los alimentos acidos (pH < 4.5) son todas Gram
positivas. Las especies mas frecuentemente implicadas pertenecen al genero
Lactobacillus y aparte de su importancia en fa alteracion, son las que se utilizan
como agentes de la fermentacidn en productos lacteos y vegetales. Entre los
organismos Gram positivos, hay algunos particularmente resistentes a la
presencia en el medio de altas concentraciones de acido no disociados; asi por
ejemplo, los lactobacilos, son resistentes al acido lactico y acético. Ademas,
algunos lactobacilos pueden producir acidos débiles lipofilicos en cantidades
suficientes para inhibir a las enterobacterias. Los lactobacilos no son
perjudiciales, al contrario, muchas veces inhiben el desarrollo de los gérmenes
nocivos, como el Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y tienen capacidad
de producir sustancias como la proteinosa y la peptidosa, y con respecto a la
acidificacion se encarga de regulario, rebajando el pH, por todas estas
caracteristicas, los lactobacilos forman la parte esencial de la flora bacteriana

tanto del queso como en la leche™.

Pediococcus pentosaceus

Es un miembro de la familia Streptococcaceae, pertenece al grupo de bacterias
Gram positivas, no encapsuladas, homofermentativas, inmoviles, anaerobios
facultativos, cuyas células esféricas forman principalmente tétradas, aunque

también se les encuentra formando pares. Todas las especies crecena 30°C.

2 hitp://www trabaios]5/actobacilos/lactobacitos shtml
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con un maximo tolerable a los 52° C. Se destruye por calentamiento a los 70° C
por 10 minutos. El rango de fa temperatura éptima es 25 - 40° C. El pH 6ptimo
es de 6.0 a 6.5. La mitad de las especies crecen a 4.2. Son catalasa negativos,
no forman indol, la mayoria no reducen nitratos, no hidrolizan hipurato de sodio
y no son patégenos a plantas ni animales. Son quimioorganétrofas requiriendo -
un medio rico, factores de crecimiento complejos, asi como de aminoécidos. Su
crecimiento depende de la presencia de carbohidratos y la glucosa es
fermentada por la ruta Embden-Meyerhoff a D(+) 6 L(-)-lactato, sin formacién

de gas (Manual Bergey's, 1984).

Pediococcus pentosaceus es aislado de cebada, malta, frutas citricas y en
otros materiales de plantas. Es usada en procesos de fermentacion, por
ejemplo, en leche de soya. Esta especie se utiliza como probiético, asi mismo,
se ha identificado qrue algunas cepas de esta especie producen pediocinas, las
cuales actuan contra algunos microorganismos descomponedores de
alimentos. Se han encontrado en las salmueras de los encurtidos en fase
fermentativa, siendo responsables de ciertas alteraciones en las bebidas
alcohdlicas, por ejemplo, cerveza; se ha usado también como cultivo iniciador

en los embutidos fermentados®.

28 http.//www.trabajos 1 5/micrococcaceae/micrococcaceae. shiml
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1.8 CRECIMIENTO BACTERIANO.

La célula bacteriana es esencialmente una maquinaria de sintesis capaz de
duplicarse a si misma. El proceso de sintesis para el crecimiento bacteriano
involucra unas 2000 reacciones quimicas (*) de una amplia variedad.
Una vez sintetizados los polimeros, el crecimiento continda con el ensambiajey
formacién de nuevas estructuras celulares que finalizan con la divisién en dos
células. En un medio apropiado fisica y nutricionalmente, un cultivo se
reproduce continuamente como células vegetativas, los nutrientes absorbidosy

metabolizados permiten crecer al microorganismo.

EL crecimiento es definido como un incremento ordenado de todos los
constituyentes y estructura celular. En muchos microorganismos, este
incremento continda hasta que la célula se divide en dos nuevas células: Fisién
binaria. El crecimiento microbiano conlleva usualmente a un incremento en el
namero de células. Es importante distinguir entre el crecimiento individual de

células y el crecimiento de poblaciones de células.

El crecimiento individual: es el incremento en el tamafio y peso, y es
usualmente un preludio a la divisién celular. El crecimiento poblacional: es el
incremento en el numero de células como una consecuencia del crecimiento y
divisién celular. La tasa de crecimiento: Es el cambio del numero de células o
masa por unidad de tiempo. La generaciéon es: el infervalo para la formacion de
dos ceélulas provenientes de una. El tiempo de generacion es: el tiempo que
tarda una poblacién en duplicarse. Se puede definir también como la cantidad

de tiempo requerida para completar un ciclo de division.
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Los factores que influyen el crecimiento microbiano son: Factores externos: 1)
Condiciones ambientales y de cultivo: pH, T°, Aw (actividad acuosa), O,, CO2y
2) Condiciones nutricionales: Tasa C/N 10:1, 12:1. Factores intermnos:

Capacidad metabdlica.

CICLO DEL CRECIMIENTO POBLACIONAL.
Si analizamos el crecimiento microbiano en el tiempo, éste describe una tipica

curva de crecimiento que puede ser dividida en diversas fases (figura 13):

c
\ ¢
Logde ™~
OTganismos b \
viables/m]
a3
tiempo

Figura 13. Curva de crecimiento microbiano. a) fase lag, b) fase exponencial, ¢)
fase estacionaria y d) fase de muerte.”’

a) Fase lag o de retraso.

Cuando una poblacién microbiana es inoculada en medio fresco, el crecimiento
generalmente no principia de inmediato sino después de un cierto tiempo,
llamado fase lag que puede ser breve o largo, dependiendo de las condiciones.

Si un cultivo que crece exponenciaimente es inoculado al mismo medio bajo las

7 hitp://www. geocities.com/roberto_raul/crecimiento html
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mismas condiciones de crecimiento no se observa la fase lag y el crecimiento
exponencial continua a la misma velocidad. Sin embargo, si el indculo se toma
de un cultivo viejo (fase estacionaria) y se inocula en el mismo medio,
generalmente se presenta la fase lag, aun cuando las células del indculo estén
vivas. Esto se debe a que las células generalmente agotan diferentes
coenzimas esenciales u otros constituyentes celulares y se requiere de cierto
tiempo para su resintesis. Un retraso también se presenta cuando el inéculo
esta formado por células dafadas (pero, no muertas) por tratamientos con
calor, radiacion o sustancias quimicas, debido al tiempo necesario para que las
células puedan reparar dicho dafio. También se observa cuando una poblacién
se transfiere de un medio de cultivo rico a uno pabre. Esto sucede debido a que
para que continde el crecimiento en un medio de cultivo en particular, es
necesario que las células tengan un complemento integro de enzimas para la
sintesis de los metabolitos esenciales que no estan presentes en dicho medio.
Cuando se les transfiere a un medio diferente, se requiere cierto tiempo para la
sintesis de nuevas enzimas. Es una fase de preparacion y adaptacion al medio,
su duracion depende del medio de cultivo y el estado fisioldgico de las células

vivas?®.

b) Fase exponencial.

Es una consecuencia del hecho de que cada célula se divide para formar dos
células, cada una de las cuales también se divide para formar dos células mas
y asl sucesivamente. La mayor parte de los organismos unicelulares crecen

exponencialmente. La velocidad de crecimiento exponencial varia mucho de un

28 http.//www.peocites. com/ro raul/crecimiento. html
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organismo a otro. Por ejemplo: Salmonella typhi crece muy rapidamente en
cultivo, con un tiempo de generacidén de 20 — 30 minutos, Mycobacterium
tuberculosis, crece muy lentamente, con sélo una o dos duplicaciones por dia.
Las condiciones ambientales, temperatura, composicion del medio de cultivo,
afectan a la velocidad de crecimiento exponencial asi como las caracteristicas
del microorganismo. En general, las bacterias crecen con mayor rapidez que

los organismos eucariotas. La tasa de crecimiento es exponencial®®.

c) Fase estacionaria.

El crecimiento exponencial se detiene, los nutrientes indispensables se agotan,
no hay incremento o decremento en el nimero de células © masa, hay
limitacion de nutrientes y acumulacidn de sustancias tdxicas. Los
microorganismos son fisiologicamente activos y viables. En un sistema cerrado
no se puede llevar a cabo indefinidamente el crecimiento exponencial. El
crecimiento exponencial se detiene. Lo que sucede es que algunos de los
nutrientes indispensables se agotan o algun producto de desecho fabricado en
el medio llega a un nivel en el que es inhibidor y cesa el crecimiento

exponencial. La poblacion ha alcanzado la fase estacionaria®.

d) Fase de muerte.

Si la incubaciébn continla después que una poblacidn alcanza la fase
estacionaria, las células pueden seguir vivas y continuar metabolizando, pero o
mas probable es que mueran. Si esto Gltimo sucede, la poblacion se encuentra

en la fase de muerte. Durante esta fase, el conteo microscopico directo puede

* hitp:/fwww.geocites. com/roberto_raul/crecimiento. html
* hitp://www. geocites.com/roberto_raul/crecimiento html
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permanecer constante pero ta viabilidad disminuye lentamente. En algunos
casos, la muerte se acompana por lisis celular, dando lugar a una disminucién

del conteo de viabilidad®',

1.9 METABOLISMO BACTERIANO.

En condiciones naturales, los microorganismos se desarrollan en diferentes
habitats y frecuentemente en poblaciones mezcladas o junto a otros seres
vivos. Sin embargo, la mayor parte de la informacién que poseemos de los
microorganismos se deriva del estudio de cultivos puros de los mismos. La
bioquimica de los microorganismos se centra fundamentalmente en el estudio
de sistemas constituidos por una biofase reducida a un conjunto de individuos
idénticos, el medio propiamente dicho y una fase gaseosa. El cultivo purc es un
sistema dinamico que puede caracterizarse en funcién del aumento de la
biomasa, de la formacién de nuevos productos que se acumulan en el medio y
de la desaparicién o consumo de componentes originales del mismo (Parés y

Juarez, 1997).

El metabolismo microbiano tiene un alcance mayor, abarcando la integracién
de la totalidad de las transformaciones quimicas que se realizan en el microbio.
A parte de la biosintesis y la regulacién metabdlica, dentro del metabolismo se

incluyen los fendmenos de permeabilidad, la diferenciacion celular y molecular,

A http://'www. geocites.com/roberto_raul/crecimiento. htmi
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el trabajo osmético, la motilidad, los tactismos, la luminiscencia y el
mantenimiento de la forma y estructura en ausencia de crecimiento. Estos
aspectos, junto a la reproduccién, el crecimiento celular y la adaptacién, son
parte del metabolismo por cuanto presuponen de algiun modo determinados

cambios quimicos (Parés y Juarez, 1997).

Las condiciones de cultivo y la actividad de los microorganismos difieren de un
caso a otro. De este modo puede reconocerse una diversidad importante de
microorganismos, cada uno con caracteristicas peculiares. Estos aspectos son
relevantes en relacién con la distribucién taxondémica de los diferentes
microorganismos, si bien la caracterizacién completa requiere del conocimiento
de otros aspectos relativos a su forma y estructura, propiedades antigénicas y
genéticas, caracteristicas de los acidos nucleicos y de otras moléculas

estructuraies.

El grupo taxondmico basico es la especie. En microbiologia la especie queda
generalmente definida por una cepa tipo. Todas las cepas [0 suficientemente
semejantes a una cepa tipo se incluyen en una misma especie, mientras que
las cepas lo suficientemente distintas de esta cepa tipo se comprenden en
otras especies. Esto siempre puede implicar criterios subjetivos que exigen un
cierto compromiso provisional. Las especies parecidas se incluyen en el mismo
género, y asi se forman sucesivamente categorias superiores. Por lo que
respecta a la relacidén entre actividad quimica y grupos taxondmicos, hay que
considerar que una misma actividad quimica puede hallarse en

microorganismos muy diferentes. No obstante, existe una relacidén significativa
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entre los grupos de microorganismos que presentan actividades quimicas
giobales equivalentes y fa proximidad taxondmica de los mismos (Parés y

Juarez, 1997).

El metabolismo microbiano comprende miles de transformaciones distintas,
incluso considerando exclusivamente las que se llevan a cabo en una sola
cepa bacteriana. El rasgo mas distintivo de la integracion del metabolismo es
que dichas transformaciones se llevan a cabo en una estructura altamente
organizada y que gracias a su actividad esta estructura organizada se perpetia

€ incrementa, manteniéndose fundamentalmente idéntica a si misma.

Otra caracteristica fundamental de la integracion de la actividad quimica es
que todas las reacciones aparecen ordenadas en secuencias muy bien
definidas en las que el producto final de una es el sustrato de la siguiente.
Estas secuencias de reacciones se llaman vias metabdlicas y algunas se
inictan en algin material del medio exterior, que debe pasar al protoplasma a
través de las envolturas celulares. Otras terminan en productos que se liberan

al medio exterior.

Muchas vias metabélicas tienen caracter ciclico, esto es: cualquier producto de
la misma puede considerarse el final y el punto de partida. Casi todas las vias
metabdlicas estén relacionadas unas con otras y un mismo intermediario

puede obtenerse por distintos caminos.
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Clasicamente, las vias metab6licas pueden tener una funcién catabdlica o
anabdlica. Estrictamente, las primeras serian aquéllas que partiendo de ciertos
materiales exteriores terminan en otros productos mas simples que se
devuelven totalmente al medio exterior, es decir, son procesos convergentes
que parten de un nimero amplio de macromoléculas, degradables a un niimero
menor de unidades constituyentes que, a su vez se transforman en otro
numero menor de intermedios metabdlicos, que continGan la degradacién
hasta llegar a una fraccion de dos 4&tomos de carbono (acetil CoA). La Gnica
finalidad de estas vias es la produccion de energia. Los productos finales son
de menor peso molecular y globalmente |a reaccién tiene caracter oxidante. La
secuencia bioquimica de caracter anabdlico conduce al incremento de
protoplasma y por lo tanto supone siempre un balance de materia positivo para
la fraccién celular. Sigue caminos divergentes utilizando usualmente vias
diferenciadas de las catabdlicas, lo que favorece la regulacién metabédlica.
Tiene caracter reductor y forma moléculas de mayor peso molecular que las de

partida (Parés y Juarez, 1997, Lozano, et.al, 2000).

En los microorganismos encontramos una gran diversidad de ofras vias
metabdlicas que conducen a la formacién de materia que no forma ninguna
estructura esencial para la célula bacteriana. Esta materia se encuentra en
proporcion variable y generaimente pueden ser reutilizados para la formacién
de subunidades destinadas a la biosintesis o para la obtencién de energia, sin
participacion de ningdn sustrato exterior. Se trata de los metabolitos de reserva

(Parés y Judrez, 1997).




En determinadas condiciones de crecimiento muchos microorganismos pueden
tambien dar lugar a la formacidn de grandes cantidades de algunos productos
qgue no tienen funcidn estructural ni de reserva. Generalmente se liberan al
medio exterior, pero no son productos finales de reacciones degradativas sino
de vias biosintéticas especificas. Entre ellos se encuentran antibidticos y otras
sustancias que pueden ser de utilidad para el hombre. En algunos casos
pueden ser artefactos metabdlicos, pero en otros pueden tener sentido
adaptativo. De forma general, estos productos se denominan metabolitos

secundarios (Pares y Juarez, 1997).

Las reacciones biosintéticas requieren suministro energético. Este suministro
suele flevarse a cabo generando un sustrato activo con el cual la reaccién
puede tener lugar espontaneamente. Para la formacién de sustratos activados
es esencial la produccion de dadores de energia libre cuyo tipo mas general es
el ATP. Las reacciones biosintéticas son muy parecidas no solo entre distintos
microorganismos sino incluso a las de los organiémos pluricelulares. Mucha
mayor diversidad encontramos en los sistemas suministradores de energia, los
cuales pueden ser divididos en tres grandes tipos: la fotosintesis, la oxidacion
de compuestos inorganicos y el catabolismo o el metabolismo degradativo de

sustratos organicos.
En general, la actividad quimica que conduce a la producciéon de energia es

cuantitativamente mayoritaria. Ademas, si se comparan las bacterias o las

levaduras con las células de los organismos superiores, en las primeras existe
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de modo caracteristico una proporcion aun mayor respecto de la actividad

quimica total.

La biosintesis es totalmente dependiente de la integridad metabélica, esto es,
de la estructura y del sistema quimico suministrador de energia. En cambio, la
actividad de este ultimo puede tener lugar en ausencia de biosintesis y se
mantiene en gran parte en los sistemas libres de céluftas. De acuerdo con el
segundo principio de la termodinamica, cuando una reaccion quimica libera
energia, solo una parte de la misma, llamada energia libre (AG), puede ser

utilizada para desarrollar trabajo. El resto se pierde en forma de calor.

En la biosintesis intervienen otros intermediarios que tienen un efecto activador
parecido al ATP. En su formacién participa generalmente el ATP, pero algunas
veces se forman directamente como resultado de reacciones catabolicas. A
este grupo pentenecen el GTP, UTP, CTP, dTTP (desoxitimidina trifosfato) y

acetil-CoA.

1.10 METABOLISMO PRIMARIO Y METABOLISMO SECUNDARIO.

La actividad metabélica microbiana no tiene siempre como consecuencia la
proliferacion celular. Si se considera la actividad metabélica de un cultivo
microbiano a lo largo de toda la curva de crecimiento, se diferencian aquellos

procesos metabélicos asociados al crecimiento celular {metabolismo primario)
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de aquéllos que tienen lugar en la fase estacionaria, una vez que ha cesado el

crecimiento de la biomasa (metabolismo secundario) (Parés y Juarez, 1997).

Es decir, considerando el c¢recimiento microbiano tal como ocurre en un
proceso industrial. Se refiere en primer lugar, a aquellos procesos en los que €l
producto deseado es un metabolito microbiano. Hay dos tipos fundamentales
de productos metabdlicos: primarios y secundarios. Un metabolito primario es
el que se forma durante la fase primaria del crecimiento del microorganismo,
mientras que un metabolito secundario es el que se forma cerca del final de la

fase de crecimiento, frecuentemente en la fase estacionaria (figura 14).

Metabolitos primarios microbianos. Un proceso microbiano tipico, en el que el
producto se forma durante la fase primaria del crecimiento, por ejempilo, el
alcohol (etanol) obtenido por fermentacion. El etanol es un preducto del
metabolismo andxico de la levadura y de algunas bacterias y se forma como
parte del metabolismo de ia energia. Debido a que el crecimiento sblo puede
tener lugar si puede producirse energia, la formacion de etanol tiene lugar en

paralelo con el crecimiento™.

Metabolitos _secundarios microbianos. Un tipo mas complejo de productos
industriales, es aquel en el que el producto deseado no se produce durante la
fase primaria del crecimiento sino durante la fase estacionaria. Los metabolitos
producidos durante la fase estacionaria se denominan metabolitos secundarios

y son algunos de los metabolitos mas comunes y méas importantes de interés
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industrial. Los mas conocidos y mas ampliamente estudiados son los
antibidticos. Mientras que el metabolismo primario es generalmente similar en
todas las células, el metabolismo secundario presenta claras diferencias entre
un organismo y otro. Las caracteristicas reconocidas del metabolismo
secundario son”>:

1. Cada metabolito secundario sélo lo forman relativamente pocos organismos.
2. Los metabolitos secundarios, aparentemente no son esenciales para el
crecimiento y la reproduccion.

3. La formaciéon de metabolitos secundarios es extremadamente dependiente
de las condiciones de crecimiento, especialmente de la composicién del medio.
Con frecuencia, se produce la represion de la formacion del metabolito
secundario.

4. Con frecuencia, los metabolitos secundarios se producen como un grupo de
moléculas estrechamente relacionadas. Por ejemplo, se ha visto que una sola
cepa de una especie del Strepfomyces produce 32 antibidticos distintos pero
relacionados, del tipo antraciclina.

5. Con frecuencia es posible obtener una espectacular superproduccién de
metabolitos secundarios, en tanto que los metabolitos primarios, ligados como
estan al metabolismo primario, usualmente no se pueden superproducir de una

manera tan espectacular.

% hitp://es. geocities, comfjoakinicw/apartado12b. htm
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e i T S s e L)
. ! |

| metaboitio primario |

Las células y ol metabollto s producan mis o menos
simultinesaments

Después de producidas las céiulas y el metabolito primario, las células
convierten el metabolito primario an un metabolito secundario

Precmimimimimi ey

Después de que se han producido las células, el sustrato se convierts
En un metabolito secundario durante un posterior crecimiento

Figura 14. Diferencias entre un metabolito primario y un metabolito
secundario.*
En el metabolismo secundario, las dos fases distintas del metabolismo se
denominan trofofase e idiofase. La trofofase es la fase de crecimiento (el prefijo

trofos, significa "crecimiento) mientras que la fase de produccion de

34 hitp://es.geocities. com/joakini 12b.htm
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metabolitos es la idiofase. Si estamos tratando con un metabolito secundario
debemos asegurar que durante la trofofase se proporcionen las condiciones
apropiadas para un excelente crecimiento y que las condiciones se alteren
adecuadamente y en el momento oportuno para que la formacién del producto
sea excelente. En el metabolismo secundario, la produccion en cuestion puede
no derivarse del sustrato primario del crec:imiento, sino a partir de un producto
que €l mismo formé a partir del sustrato primario del crecimiento. Por tanto, el
metabolito secundario se produce, generaimente, a partir de varios productos
intermedios que se acumulan, bien en el medio de cultivo o bien en las células,
durante el metabolismo primario. Una caracteristica de los metabolitos
secundarios es que las enzimas implicadas en la produccion del metabolito
secundario estan reguladas separadamente de las enzimas del metabolismo
primario. En algunos casos se han identificado inductores especificos de la
produccién de metabolitos secundarios. Por ejemplo, se ha identificado un
inductor especifico de la produccion de estreptomicina, un compuesto

denominado Factor A®.

Relacién entre el metabolismo primario y el secundario (figura 15). La mayoria

de los metabolitos secundarios son moléculas organicas complejas que para su
formacion requieren un gran nimero de reacciones enzimaticas especificas. Se
sabe, por ejemplo, que en la sintesis del antibidtico tetraciclina estan
implicados al menos 72 pasos enzimaticos separados y mas de 25 en la
sintesis de la eritromicina, y que ninguna de estas reacciones tiene lugar
durante el metabolismo primario. Sin embargo, las vias metabdlicas de estos

metabolitos secundarios arrancan del metabolismo primario porque los

%3 htip://es. geocities. com/joakinic a12b.
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Concentracion
de azucar o de
ailcohol, 0
numero de
células.

a)

Concentracion
de azucar o de
penicilina, o
nuamero de
células

b)

Células

Células
——
\\ Azlcar
Penicilina o

—

Tisvenps

(a)Metabolismo primario: formacidén de alcohol a partir del
aziicar. (b)lVet. secundario: formacién de penicilinna,
mostrando la separacién entre la fase de crecimiento
(trofofase) v la fase de producccidn (idiofase).

Figura 15. Metabolismo primario y metabolismo secundario.*®

% hitp://es. geocities.com/joakinicw/apartado12b.htm

materiales de partida para el metabolismo secundario vienen de las vias
biosintéticas principales. Muchos metabolitos secundarios estructuralmente

complejos, se originan a partir de precursores estructuralmente muy similares.
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2.0 HIPOTESIS
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 produce sustancias diferentes a bacteriocinas

que inhiben el crecimiento de microorganismos nocivos.

3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar el espectro antimicrobiano de sustancias producidas por Pediococcus

acidilactici ATCC 8042 en diferentes fases de crecimiento y medios de cultivo.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Analizar el espectro antimicrobiano contra:
< BAL relacionadas: Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
plantarum,
% Bacterias Gram-positivas: Sfaphylococcus aureus, Listena innocua,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis;,

% Bacterias = Gram-negativas:  Escherichia  coli, Salmonella

thyphymurium.

2. Evaluar el espectro antimicrobiano de las sustancias producidas en dos fases

de crecimiento y en dos medios de cultivo.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Cultivo de Pedjococcus acidilactici ATCC 8042

GCEPA: La cepa MIT-B-41 P-80 ATCC 8042 de Pediococcus acidilactici fue
abtenida en Agar MRS del cepario del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados (CINVESTAV), la cual se mantuvo en refrigeracién a 4° C, y se

realizd resiembra de la misma, asi comao Tincién de Gram.

MEDIOS DE CULTIVO: los medios de propagacion de Pediococcus acidilactici
son MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y CSTES (Caldo de Soya Tripticaseina,
Extracto de levadura, Sacarosa) (Llorente, 1998 y 2003), y la formula de cada

uno de ellos se presenta en la tabla 6.

MRS {gramost/litro) CSTES (gramosiiitro)
Sacarosa 10.0 | Sacarosa 10.0
Acido ascorbico 1.5 | Acido ascorbico 1.0
Polisorbato 80 1.0 | Polisorbato 80 1.0
Sulfato de magnesio 0.1 | Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.25 | Sulfato de manganeso 0.2
Citrato de amanio 2.0 | Extracto de levadura 10.0
Acetato de sodio 5.0 | Soya tripticaseira 10.0
Fosfato dipotasico 20
boteacio de feunnurs 5.0
Falrguhy de s 10.0
Fonfans rantenng 10.0

Tabla 6. Composicién de los medios nutritivos de MRS y CSTES. El Acido
ascorbico y la Sacarosa se eslerilizan por separado.
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DIAGRAMA DE PROPAGACION Y CULTIVO: en la figura 16 se muestra el

procedimiento seguide para la propagacion de inoculos y cultivo de

Pediococcus acidilactici, asi como los parametros fisicoquimicos evaluados.

Pediococcus
acidifactici
ATCC 8042

I

Cultivo de primer preinéculo
30 = 1° C, 24 hrs, sin agitacién
en MRS y CSTES

'

Cultivo de segundo preindculo
30+ 1° C, 24 hrs, sin agitacion

en MRS y CSTES
- l Curva de l -
Cultivo en Fernbach crecimiento en Cuttivo en Femmbach
30 + 1° C, 8 hrs, sin agitacion medio MRS y 30« 1°C, 24 hrs, sin agitacion
en MRS y CSTES CSTES. en MRS y CSTES

% | Pardmetros fisico-quimicos | ¢

Densidad éptica pH Acidez total Proteina
(Absorbancia a 600 nm) {mg/mi) {ma/mi)

Figura 16. Diagrama del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 y parametros fisico-quimicos evaluados.

Se partié de la cepa conservada en chaquiras, y se realizé un primer preinéculo
para ambos medios, agregando de 2 a 3 chaquiras en 30 ml de cada uno.
Ambos matraces se incubaron a 30 + 1° C, sin agitacion por 24 horas en una
incubadora Precision Gravity Convection Incubator modelo 4. Se realizé un
segundo pase a medio fresco inoculando el 1% del cultivo del primer

preindculo, incubando bajo las mismas condiciones este segundo preinéculo.

74




Se realizd una curva de crecimiento de Pediococcus acidilactici en CSTES
(grafica 2 en Resultados), tomando muestras del cultive en alicuotas de 2 mi
por duplicado a las 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas para poder determinar las fases
con las cuales se trabajara el espectro antimicrobiano, la curva se realizd
midiendo la densidad optica en un Espectrofotdmetro Milton Roy Modefo
Spectronic 21D a una longitud de onda de 600 nm. No se realizd curva de
crecimiento en medio MRS, pues ya se tenia un modelo realizado por Llorente
(1998) (gréfica 1 en Resultados), donde los datos reportados son
reproducibles. De esta manera se decidié realizar fermentaciones a las 8 horas
porque se encuentra en fase exponencial y a las 24 horas por que se encuentra
en fase estacionaria, y asi poder analizar el espectro antimicrobiano en base a

la hipotesis ya mencionada.

Posteriormente, en matraces Fernbach, también con medio MRSy CSTE_S, con
capacidad de 3.8 litros con un volumen de trabajo de 1.0 litro, se inoculd a
cada uno el 1% de cultivo de un segundo preinéculo de MRS y CSTES
respectivamente. Todos los matraces Fernbach se incubaron a 30 + 1° C, sin
agitacion, en incubadora Precision Gravity Convection Incubator modelo 4. Se
obtuvieron los cultivos a las 8 horas y a las 24 horas. Todo este procedimiento

se realizd por duplicado.
De los cultivos obtenidos de Pediococcus acidilactici en los medios de MRS y

CSTES a las 8 y 24 horas de cada uno, se midié absorbancia, en alicuotas de

2 mi, utilizando un Espectrofotémetro Milton Roy Modelo Spectronic 21D a una
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longitud de onda de 600 nm. Se empled un Potenciémetro Beckman Modelo
34pHMETER y alicuotas de 20 ml para determinar pH. Las mismas muestras
se titularon con NaOH 0.1 N para obtener el valor de acidez titulable y asi
calcular el acido total producido (mg/ml). Se cuantificé proteina soluble (mg/mi)
por Lowry Modificado -Manual Bio Rad- midiendo a una longitud de onda de
750 nm en el especiro ya mencionado. Es importante mencionar, que
exclusivamente para determinar proteina se utilizaron los sobrenadantes ya

procesados y liofilizados de los cultivos de MRS y CSTES de Pediococcus

acidilactici.
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4.2 Obtencién de los sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042,

DIAGRAMA DE OBTENCION DE SOBRENADANTES: en la figura 17 se

muestra el procedimiento de la obtencidn de los sobrenadantes de los cultivos
de Pediococcus acidilactici de MRS y CSTES a las 8 y 24 horas para cada

une.

Cultive en Fembach
30+ 1°C, 24 hrs, sin agitacion

Cultivo en Fembach
30+ 1°C, 8 hys, sin agitacion

en MRS y CSTES en MRS y CSTES
¢ I |
Centrifugacion Neutralizaciéon Filtracién
10,000 rpm pH7.0 Membrana
30 min. NaCH 0.1 N Millipore 0.22 ym
Almacenamiento Liofilizacién Congelacion
-20°C < < -70°C

Figura 17. Diagrama de la obtencién de los sobrenadantes
de los cultivos de Pediococcus acidilactici ATCC.

Para obtener los sobrenadantes, se centrifugaron los cultivos en botellas
estériles en una Centrifuga Beckmann Modelo J2-MC a 10000 rpm por 30
. minutos a 4° C, los sobrenadantes se decantaron y se neutralizaron a pH 7.0
con NaOH 0.1 N, posteriormente se filtraron en un sistema de filtracidén
Millipore estérii con membrana de 0.22 ym, estos sobrenadantes se

depositaron en botes de plastico estériles con una capacidad de 30a40 miy
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se sellaron con papel parafiim, se mantuvieron a congelacion a -70° C en
un Ultracongelador NUAIRE por 24 horas, posteriormente se liofilizaron las
muestras en una Liofilizadora Labconco Mod Freezer Dry System Freezone
4.5, y por Gltimo ios sobrenadantes ya liofilizados se mantuvieron a-20° C en

un congelador LAB-LINE instruments Inc. Modelo 3552-10.

4.3 Identificacién, caracterizacién y mantenimiento de las cepas
microbianas para realizar lag pruebas de espectro antimicrobiano.
Las cepas microbianas que se utilizaron para determinar el espectro

antimicrobiano son las siguientes:

1.BAL GRAM (+) estrechamente relacionadas con Pediococcus acidilactici
< Pediococcus pentosaceus (Cepario, UAM)
+% Lactobacillus planfarum (C. Wacher, F.Q. UNAM)

2.Bacterias GRAM (+)

< Staphylococcus aureus ATCC 6538p (A. Liorente, F.Q. UNAM)

% Listeria innocua ATCC 33099 (A. Llorente, F.Q. UNAM)

< Enterococcus faecium (Cepario, UAM)

< Enterococcus faecalis (Cepario, UAM)
3.Bacterias GRAM (-)

% Escherichia coli (C. Wacher, F.Q. UNAM)

% Saimonelfa tiphymurium (C. Wacher, F.Q. UNAM)
La caracterizacién y propagacion de estas cepas se muestra en la figura 18.
Cabe sefialar que para determinar el espectro antimicrobiano, no se utilizé
Listeria monocytogenes sino Listeria innocua, por cuestiones de salud y

condiciones de laboratorio.
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Cepas
microbianas

Cuitivo en
medio liquido

Siembra en
medio sélido
{agar)

Tincion
de Gram

Figura 18. Diagrama de la propagacién y caracterizacion de /as cepas

microbianas a prueba.

Cada una de estas cepas se cultivd en medio liquido y de ahi se hizo un pase a

medio sélido (agar) para corroborar que {a cepa no estuviese contaminada y

asi mismo, identificarlas por sus caracteristicas morfolégicas como al

microscopio Optico realizando Tincibn de Gram. Todas las cepas se

mantuviercn a — 20° C. Los medios nutritivos optimos para cada una de las

cepas microbianas son’’”:

%+ MRS (Man, Rogosa, Sharpe) marca DIFCO para Pediococcus

pentosaceus y Lactobacillus plantarum,

% BHI

(Infusidn de Cerebro Corazén)

marca BIOXON para

Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Escherichia coli y Salmonella

tiphymurium,

¢ ST (Soya Tripticaseina) marca BIOXON para Enterococcus faecium y

Enterococcus faecalis.

37 hup /iwww.atce. org/ , Llorente, 1998 y MERCK, 1994.
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4.4 Espectro antimicrobiano de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

DIAGRAMA PARA DETERMINAR EL ESPECTRO ANTIMICROBIANQ: la

figura 19 muestra el procedimiento que se llevd acabo para evaluar el perfil

antimicrobiano de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en diferentes cepas

microbianas.
Cepa 1° Pase 2° Pase
microbiana > Crecimiento en medio liquido —®| Crecimiento en medio liquido

24 horas; 37 £ 1°C*

3-4 horas; 37 £+ 1°C*

v

v

v

v

Cultiva en Cultivo en tubo con Cultivo en tubo con Cultivo en tubo con
tubo con §ml de medio 10 mi de 10 ml de
10 mi de nutritivo y 8 mi de sobrenadante sobrenadante
medio sobrenadante resuspendido en resuspendido en
nutritivo resuspendido en Agua Medio Nutritivo
24 horas; Agua 24 horas; 37 +1° C* 24 horas; 37 £ 1°C*
37+ 1°C* 24 horas; 37+ 1° C*
(Tratamiento 1) {Tratamiento 2) (Tratamiento 3} (Tratamiento 4}
A 4
Diluciones Sembrar en medic
decimales nutritivo sélido e ]
en Solucion | incubar L Eetesgg?r:u
Fisiologica 24 horas; 37 +1°C* o8
al 0.85 %

Figura 19. Diagrama para determinar el espectro antimicrobiano.
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Cada una de las cepas microbianas se cultivé en 10 ml de su respectivo medio
nutritivo ya mencionado, se incubé por 24 horas a 37 + 1° C" (Fig. 20, num.1)
en una incubadora Gravity Convection Incubator Modelo E-71. Se realizd un
segundo pase a medio fresco inoculando el 1% y se llevd a fase logaritmica (3

a 4 horas) bajo las mismas condiciones (Fig. 20, num. 2).

Del cultivo se realizd6 un factor de dilucidn 1:100 (Fig. 20 num. 3 y 4) y
posteriormente se inocularon 20 pl a cada uno de los tratamientos con los
sobrenadantes obtenidos del cultivo de P. acidilactici y se incubaron por 24

hrs. & 37 + 1° C (Fig. 20 num. 5, 6, 7y 8).

Figura 20. Diagrama que ilustra el procedimiento para determinar el espectro
antimicrobiano.

Num. 5 Cultivo en 10 ml de medio nutritivo para el microorganismo.

* La mayoria de las cepas microbianas se cultivaron a 37 + 1° C por ser la temperatura éptima
para su crecimiento; sin embargo para la cepa de Pediococcus pentosaceus su temperatura
dptima de crecimiento es de 30 + 1°C.
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(Tratamiento 1). El objetivo en este caso es evaluar el crecimiento en
condiciones optimas.

Num. 6 Cultivo en 10 ml de sobrenadante resuspendido en agua concentrado
10x y liofilizado.

(Tratamiento 2). El objetivo en este punto es evaluar el efecto del
sobrenadante sobre el microorganismo blanco.

Num. 7 Cultivo en 5 mi de medio nutritivo y 5 ml de sobrenadante

resuspendido en agua concentrado 10x y liofilizado.
(Tratamiento 3). El objetivo es ver si la dosis del sobrenadante tiene un efecto

en la respuesta.

Num. 8 Cultivo en 10 m| de sobrenadante resuspendido en medio nutritivo
concentrade 10x y liofilizado
(Tratamiento 4).

Para determinar el nimero de células viables (UFC-Unidades Formadoras de
Colonias-/ml) se prepararon diluciones decimales de los tratamientos de cada
microorganismoe a prueba, para el caso del Tratamiento 1 (Control), se eligio la
dilucion que permitiera contar entre 20 y 200 colonias; para los demas
tratamientos donde se aplican los sobrenadantes se decidi6 realizar solo hasta
cinco diluciones (Fig. 20 a, b, ¢, d y €) y de igual modo, se eligié la dilucién
gue permitiera contar entre 20 y 200 celonias. De cada dilucion se aplicaron
por triplicado 20 ul en placas de agar con medio nutritivo correspondiente para
cada cepa microbiana, incubando a 37 + 1° C por 24 horas. Para obtener las
UFC/mi se multiplicd el nimero de las colonias contables por el inverso de la
dilucién y se dividié entre la alicuota (en ml) y se obtuvo el icgaritmo (Log

UFC/mi).

El procedimiento que se muestra en la figura 20 se realiza para cada una de
las cepas microbianas a prueba (Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus

plantarum, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Enterococcus faecium,
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Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Salmonella tiphymurium) y para cada

uno de los tiempos de fermentacion de cada cultivo de Pediococcus acidilactici

(MRS 18, MRS t24, CSTES 18 y CSTES t24).

Cabe aclarar que los sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici
se resuspendieron en agua destilada estéril tras liofilizar, pues estudios
previos demostraron que se percibia mejor el efecto inhibitorio si los
sobrenadantes se concentraban 10X (Llorente, 1998). Se compard su efecto
contra el crecimiento obtenido en medio nutritivo &ptimo para los

microorganismos a prueba.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSIONES.

La primera etapa del trabajo consistié en cultivar el microorganismo de estudio
en dos medios de cultivo diferentes, de los que se cosechd en dos momentos

metabdlicos distintos para obtener la sustancia antimicrobiana.

Tanto el medio MRS como el medio CSTES contienen fa misma fuente de
carbono, en la misma cantidad; sin embargo, se diferencian en la fuente de
nitrégeno y minerales, habiendo mas en MRS. La fuente de nitrégeno de MRS
consta principalmente de extracto de levadura, extracto de carne y peptona
proteasa; mientras que CSTES consiste solamente de extracto de levadura y
soya tripticaseina. Ambos medios de cultivo tienen un factor de crecimiento
adicional, el acido ascorbico, el cudl existe en mayor cantidad en MRS,
proporcionando un mejor y mayor crecimiento de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 (Llorente, 1998). En cuanto a los minerales disponibles, MRS tiene
alrededor del doble que hay en CSTES (tabla 6), destacando el sulfatc de
magnesio, el sulfato de manganeso, acetato de sodio, fosfato dipotasico, entre
ofros. La composicibn de los medios nutritivos son esenciales para la
producciéon de la (s) sustancia (s) producidas por Pediococcus acidilactici ATCC
8042. El hecho es que, esta cepa produce sustancias distintas con un efecto

de inhibicion de crecimiento diferente, como se muestra en las siguientes

paginas.

En las graficas 1 y 2 se puede apreciar el perfil de crecimiento de
Pediococcus acidilactici en los dos medios. Con los resultados obtenidos en un

trabajo anterior con el medic MRS (Llorente, 1998), se reporta una fase
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exponencial aproximadamente iniciada a las 2.5 horas, y se logra una
absorbancia de aproximadamente 0.1, en tanto la fase estacionaria inicia
alrededor de las 10 horas, con una absorbancia por arriba de 0.7 (grafica 1). En
comparacion en una curva de crecimiento en medio CSTES (grafica 2), la fase
exponencial inicia aproximandose a las 5 horas de fermentacién, con una
absorbancia por debajo de 0.1, y la fase estacionaria empieza alrededor de las

10 horas con una absorbancia aproximadamente de 0.5.

g mwA o
gi 084 / o8
ig 08 %u
] L
L eonm T T T R w s
Tiempo thoras)
Gréfica 1. Crecimiento de Gréfica 2. Crecimiento de
P. acidilactici en MRS. P. acidilactici en CSTES.

(Liorente, 1998)

Esto quiere decir que el medio CSTES soporta menor cantidad de biomasa,
pues la densidad &ptica alcanzada es menor. También se obtienen diferentes
velocidades de crecimiento, y en el medio MRS en la fase estacionaria puede
apreciarse un incremento bajo y lento en densidad optica. Esto podria deberse
al uso de alguin nutriente 0 a la produccién de alguna sustancia, lo que no se

puede saber con el trabajo realizado aqui.
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Hay que recordar que se realizb una curva de crecimiento de Pediococcus
acidilactici solamente en CSTES, con la cual se determinaron las fases para
trabajar el espectro antimicrobfano. Por lo tanto, fue que se realizaron las
fermentaciones a las 8 y a las 24 horas para ambos medios, para poder asi
comparar y analizar la posible sustancia (s) producida (s) por Pediococcus

acidilactici ATCC 8042,

Como indicadores del estado metabélico, en la tabla 7 se muestran los
parametros fisico-quimicos evaluados a las 8 y 24 horas del cuitivo de

Pediococcus acidifactici en ambos medios.

 Sobrenadantes pH Acidez total (mg/mi) | Densidad éptica (000 nm) | Proteina (mg/mi)
MRSt8 | 563+.077 | 1.86:.206 | 0.5205:+.0063 1.103 + 022
MRS t24 | 85612028 |  1.94.438 L 0.565.048 | 1.204:.046
CSTESB | 452.049 | 2154.048 | 04675086 | 0.613:.011
| CSTES 124 | 458+ 318 | 209+ .156 | 0.577 + 108 0.74+ 077

Tabla 7. Paramefros evaluados en dos medios de cultivo a dos tiempos de
fermentacion.

La curva de crecimiento (grafica 1) indica que en MRS a las 8 como a las 24
horas se tienen dos etapas de crecimiento distintas, en cambio en la tabla 7 los
parametros fisicoquimicos evaluados son muy parecidos y constantes para
ambos tiempos de fermentacion, o que pareciera indicar que a las 8 horas ya
estaba en fase estacionaria. Para el medio CSTES dentro de los parametios

evaluados, la densidad &ptica y la proteina producida son mayores a las 24
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horas; sin embargo, el pH y la acidez se mantienen para ambos tiempos de

fermentacion.

Se genera mas acidez en el medio CSTES para ambos tiempos; sin embargo
se detecta casi el doble de proteina en medio MRS en ambos tiempos de
fermentacién. Los resultados indican que las dos condicipnes de cultivo
generan productos metabdlicos distintos, lo que puede incidir en la naturaleza o
el efecto bioconservador, e inciuso el sinergismo, de la o las sustancias

antibacterianas producidas por la cepa.

Con el fin de obtener mas informacién con respecto a la naturaleza de la
sustancia antibacteriana y al efecto que esas diferencias metabolicas pudieran
ejercer, se llevé a cabo el estudio del espectro de inhibicion de crecimiento,
utilizando los sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici en
MRS y CSTES a tiempos de 8 y 24 horas de fermentacidn para cada uno. Se
realizaron pruebas cuantitativas en agar contra los microorganismos ya
sefialados en materiales y métodos, que corresponden a bacterias acido
lacticas relacionadas, bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas de

interés en alimentos.

El efecto inhibitorio se evalud al contabilizar la disminucién de Log UFC/ml con

respecto al control en el crecimiento de cada microorganismo.

En la tabla 8 se muestra el espectro inhibitorio de diferentes bacteriocinas y
sustancias antimicrobianas contra diversos microorganismos de prueba
(Naidu, 2000), con el fin de emplearia como referencia en el anélisis de los

resultados obtenidos en el presente trabajo.
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Efecto sobre bacterias acido lacticas relacionadas.

Pediococcus pentosaceus y Lacfobacillus plantarum no son afectados por
ninguno de tos sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici MRS
y CSTES: 8 y 24 horas c/u). Y no se presentan graficas porque el resultado
muestra que alcanzan el mismo crecimiento logaritmico que el control. Este
resuftado permite dudar que la naturaleza de la sustancia inhibitoria
corresponda a una pediocina, en particular por la ausencia de efecto sobre
Pediococcus pentosaceus, que es la cepa filogenéticamente mas cercana.
Como ya se menciono antes, el concepto de bacteriocina implica que existen
propiedades antimicrobianas contra especies estrechamente relacionadas con
la cepa productora (Sablon, et al., 2000).

Efecto sobre bacterias gram-positivas.

Efecto del sobrenadante MRS t8: la bacteria que presenta mayor

susceptibilidad es Listeria innocua, pues tanto para el tratamiento T2 y T4
disminuye alrededor de 6 a 7 logaritmos; sin embargo el T3, que contiene
medio nutritivo, le permite recuperarse en su totalidad al microorganismo. Lo
mismo sucede con Staphylococcus aureus, pero disminuye alrededor de 3
logaritmos. En cambio Enferococcus faecalis y Enterococcus faecium son
afectados por el T2 y el T4 (cuando el scbrenadante se resuspende en el
medio nutritivo) ya que la poblacién se reduce airededor de 6 logaritmos.
Resulta paradéjico que el sélo uso del medio nutritivo (T2) no le permite a
ninguno de los dos enterococos alcanzar el nivel de la poblacidén control (T1)

(gréfica 3).
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Efecto del sobrenadante MRS t24: para el T3 Listeria innocua sigue creciendo
en su totalidad, pero Sfaphyfococcus aureus no. Sin embargo, a diferencia de
MRS t8, son un poco mas afectadas por el T2 y T4, incluyendo Enterococcus
faecium y Enterococcus faecalis. La respuesta para los tratamientos
provenientes de los dos tiempos de cosecha es muy similar, lo que apoyaria la
idea de que se produce una sola sustancia y que quiza algun componente dei

medio module ligeramente el resultado (grafica 4).

Efecto del sobrenadante CSTES t8. los resultados obtenidos con este medio
de cultivo son muy diferentes al caso anterior, ya que Listeria innocua presenta
una fuerte inhibicion por el T2, pero el T4 no le afecta en lo mas minimo, y lo
curioso es que el T3 no le da oportunidad de crecer sino todo lo contrarnio, la
poblacién disminuye hasta 7 logaritmos. Con Sfaphylococcus aureus tampoco
hay crecimiento en el T3, pero si hay inhibicién por el T4. Sin embargo,
Enterococcus faecalis solo presenta respuesta de inhibicion para el T2, crece
excelentemente en el T3 y el T4 no le afecta. A pesar de la cercania
filogenética, el comportamiento de Enterococcus faecium es diferente, ya que

en T4 se mantiene el nivel de la poblacién control (T1) (grafica 5).

Efecto del sobrenadante CSTES {24. en este caso Lisferia innocua no

responde diferente ante los tratamientos empleados. Como en el caso anterior,
ni Staphylococcus aureus, Enterococcus faeciumy Enterococcus faecalis son
afectados por el T4, pero Enterococcus faecalis también vuelve a crecer para
el T3. El microorganismo mas afectado es Staphylococcus aureus puesto que

la poblacién disminuye alrededor de 5 logaritmos (grafica 6).
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Con todo lo anterior se deduce la posibilidad de que se estan produciendo
sustancias distintas por parte de Pediococcus acidilactici ATCC 8042, tanto en
MRS como en CSTES. Asimismo, en el casc de CSTES la respuesta de
algunos microorganismos difiere ante sobrenadantes provenientes de los dos
tiempos de fermentacién. Se puede afirmar que en este medio se producen
sustancias distintas, porque el espectro de inhibicion es muy diferente en
ambos tiempos, a diferencia de lo que sucede en MRS, donde pareciera que a
tiempos de 8 y 24 horas se sigue produciendo la misma sustancia, porque el

espectro inhibitorio no muestra mayores cambios.

icroorpanismo JLFJLP ILZINI[PE [RE SA JALL JAS {AC
iylococous aurens * - W+ p o ¢+ H H
Listeria monocytogenestt an W H+ B
IListeria innocua - H -
\Bacillus cereus + B B H B B -
‘obacillus + B o ul H
laniarumn
Clostridium botulinum B n
Clostridium H- + B
ingens
\Micrococcus lutens |+ t -
Streptococeus bovis H H-
L euconostoc H -
[mesenteroides
Lactococcus cremoris
L actococcus lactis H
H B B H H- n
byphimariam
|Escherichia coli + b B  H - -
monas + H B o - -
inosa
ediococcus H
ﬁeﬁm ull +
Pediococcus damnosus H

Tabla 8. Espectro inhibitorio contra bacterias. LF= [lactoferrina,
LP=lactoperoxidasa, LZ=lisozima, Ni=nisina, PE=pediocina, RE=reuterina,
SA=sakacina, AL, L= dcido lactico y lactato, AS= écido sbrbico, AC= &cido
citrico (Naidu, 2000).




5.1

ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE SOBRENADANTES DE

Pedlococcus acldilactici ATCC 8042 EN BACTERIAS GRAM POSITIVAS.

Log UFC/mi

MRS 8

T1

T2 T3

T4

B Staphylococous
aureus

W Listeria innocua

0O Enterococous
faecium

O Enferococcus
faecalis

|

Gréfica 3. Espediru inhibitorio de cracimiento (log) a tas 24 horas a 37° C, bajo diferentes
tratamiertos de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
def culfivo en MRS a las 8 horas.
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Gréfica 4. Espediro inhibitorio de credimienio (log) a las 24 horas a 37° C, bajo diferentas
iratamienfos de los sobrenadanies de Pediococcus acidiiacticl
del cultivo en MRS a las 24 horas.
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Grdfica 5. Especiroa inhibiforio de oracimiento (log) a Ias 24 horas a 37° C, bajo diferertes
fratamnienios de jos sobrenadanies de Pediococcus acidifacticl
del cultivo en CSTES a las 8 horas.

CSTES 24

W Listena innocua

O Enterococcus
faecium

O Enterococcus
faecalis

Log UFC/mi

T T2 T3 T4

o

Gréfica 6. Especiro inhibiforio de crecimlerto (log) a las 24 horas a 37° C, bajo difsrentes
tratamienfos de los sobrenadanfes de Pediococcus acidifactici
del cultivo en CSTES a las 24 horas.




Efecto sobre bacterias gram-negativas.

Efecto del sobrenadante MRS t8: tanto Escherichia coli como Salmoneila
tiphymurium presentan una fuerte inhibicién en el T2y T4, donde disminuyen
hasta mas de la mitad de su crecimiento logaritmico. En cambio, en el T3 solo

logra crecer en su totalidad Escherichia coli (gréfica 7).

Efecto del sobrenadante MRS t24; sucede lo mismo que en MRS 18 (gréfica 8).

Efecto del sobrenadante CSTES t8: Salmonella tiphymurium y Escherichia coli

se afectan en forma similar por el T2 y el T4, y a diferencia de MRS, estos dos
microorganismos no pueden crecer en su totalidad en el T3; ademas, el efecto

de inhibicion es menor en este medio que en MRS (grafica 9).

Efecto del sobrenadante CSTES t24: Escherichia coli solo presenta efecto

inhibitorio para el T2 y Salmonella tiphymurium para el T2 y T3. Mientras que el

T4 no afecta a ninguno de los dos (gréfica 10).
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5.2 ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE SOBRENADANTES DE
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 EN BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.
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Gréfica 7. Espectro inhibitorio de crecimiento (log) a las 24 horas a 37° C, bajo diferentes
acidilactici

tratamientos de los sobrenadantes de Pediococcus

del cultivo en MRS a las 8 horas.
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Grdfica 8. Espedmhlrbmﬂodammrio(log) alas24horasa37'c bajodl!amdes
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tratamientos de los sobrenadantes de Padiococcus acidifactici
del cultivo en MRS a las 24 horas.
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Grafica 9. Especiro inhibitorio de crecimiento (log) a las 24 horas a 37° C, bajo difersntes
tratamientos de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici
del cultivo en CSTES a las 8 horas.
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Gréfica 10. Espectro inhibitorio de crecimiento (log} a las 24 haras a 37° C, bajo diferentss
tratamientos de los sobrenadantes de Pediococcus acidifacticl
del culthvo en CSTES a las 24 hores.




Las respuestas son similares a las presentadas en las bacterias gram-positivas,
pues se presentan diferentes efectos de inhibicion entre sobrenadantes
provenientes de MRS y CSTES; el efecto de los cultivos provenientes de
diferentes tiempos de cosecha en MRS es parecido y en ambos también
Escherichia coli se recupera en su totalidad en el T2. En cambio en CSTES no
es tan fuerte el efecto inhibitorio como en MRS, y de nuevo vuelve a surgir la
idea de que entre CSTES t8 y CSTES t24 se puedan producir sustancias
distintas, recordando que solo en CSTES t8 en el T2 es donde Escherichia
coli no se puede recuperar, y por otro lado, este mismo microorganismo no lo

afecta el T3 en el medio de CSTES 124.

Resumiendo lo relacionado a los efectos inhibitorios de las cepas de bacterias
lacticas relacionadas con Pediococcus acidilactici, diversos autores han
reportado que el espectro antimicrobiano de pediocinas incluye a:

Pediococcus acidilactici
Staphylococcus aureus
Lactococcus lactis
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus spp.
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Clostridium sporogenes
Clostridium tyrobutyricum
10. Bacillus cereus

11. Listeria innocua

12. Listeria monocytogenes

CONDIO R WM =

(Hoover et al., 1989)

En relacion con los resuitados obtenidos en esta tesis, se puede sefialar que
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 muestra el mismo espectro antimicrobiano,

contra Staphylococcus aureus y Listeria innocua que el obtenido por otros




autores (lista anterior, Hoover et al., 1989); esto pareceria indicar que se trata
de una pediocina, sin embargo el hecho de que no presente espectro
antimicrobiano contra Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus spp., que son
las cepas mas cercanas, descarta la posibilidad de una pediocina (Sablon, et

al., 2000).

Por otro lado Bhunia et al. (1981) observé inhibicién de crecimiento contra
varias especies y cepas de: bacterias Gram positivas: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus; y bacterias gram (-):
Salmonelia, Escherichia coli 0157:H7, Semratia liquefaciens, Pseudomonas sp.
Entonces se vuelve a apoyar la idea de que Pediococcus acidilactici ATCC
8042 produce otra sustancia que no es pediocina, puesto que inhibe el
crecimiento de Enterococcus para bacterias Gram positivas, pero no a
Pediococcus y Lactobacillus, y a bacterias Gram negativas como Saimonella y

Escherichiacoli.

También se descarta la idea de que sea una pediocina porque el plasmido
asociado a pediocinas es mas pequefio que el reportado, siendo de un peso
molecular de 2,700 KDa (73 Kb), que no habia sido reportado con anterioridad
para ofras cepas de Pediococcus acidilactici  (Llorente, 2003. Congreso

Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria).

Sin embargo, se sabe que algunas cepas de Pediococcus acidilactici tienen

enzimas proteoliticas como las proteasas, dipeptidasas, aminopeptidasas

dipeptidii y aminopeptidasas (Raccach, 1999), y esto representa oftra
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posibilidad sobre la naturaleza de la (s) sustancia (s) producidas por

Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Entre las posibles sustancias que ejercen efectos antimicrobianos estan las
lisozimas, las cuales son también producidas por microorganismos, aunque no
sea la fuente mas abundante de esta enzima, que comercialmente se produce
a partir de la clara de huevo. Las lisozimas son enzimas que lisan la pared
celular de bacterias Gram-positivas (Naidu, 2000), teniendo un mecanismo de
defensa natural endégeno para muchos alimentos, siendo asi especifico de
pared celular bacteriana. Las bacterias Gram-positivas son muy susceptibles
porque su pared celfular es cerca de! 90% de peptidoglicano. El efecto
antimicrobiano de las lisozimas se ejerce principalmente contra la mayoria de
las especies de las familias Micrococcaceae, Lactobacillaceae,
Streptococcaceae, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium, Bacillaceae, y
Clostridium de las bacterias gram-positivas; sin embargo, sobre las bacterias
gram-negativas, también actua, aunque la pared de éstas s6lo contenga de un
5 a un 10% de peptidoglucano, las principales familias afectadas son:

Enterobacteriaceae y Pseudomonadiaceae (Naidu, 2000).

Aunque la sustancia antimcrobiana que produce Pedjococcus acidilactici ATCC
8042, muestra efecto negativo contra cepas pertenecientes a las familias
Enterobacteriaceae, no afecta a las especies pertenecientes a la familia
Lactobacillaceae y Pediococcus. Esto sugeriria descartar la posibilidad de que
se trate de una lisozima convencional, pero se debe sefialar que no estan bien

caracterizadas enzimas liticas de bacterias lacticas que tienen un efecto
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importante en la autdlisis, por lo que podria ser una de ellas o semejante (Mora,
2003). Es importante sefialar que la enzima litica que ejerce el efecto

antibacteriano es extracelular, lo que no esta reportado.

Sobresale el hecho de que las bacterias Gram-negativas presentan un mayor
efecto negativo que las bacterias Gram-positivas, considerandose la principal
razén la composicidon de su pared celular. Dentro de las bacteria gram-
negativas el microorganismo mas afectado es Salmonella tiphymunium, y

dentro de las bacterias gram-positivas es Staphylococcus aureus.

De igual modo, la importancia del medio de cultivo para Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 ofrece la posibilidad de obtener la produccion de sustancias
distintas, enfatizando sobre todo, que el azicar disponible en ambos medios de
cultivo, al estar presente en iguales cantidades, no influye en la produccién de
diferentes sustancias, sino que se involucraria mas ia fuente de nitrégeno y los
minerales, recordando que son mayores en MRS que en CSTES. Y esto es lo
que podria permitir un espectro antimicrobiano distinto, incluyendo los tiempos

metabdlicos.

Los sobrenadantes que causaron un mas amplio espectro antimicrobiano son
los de MRS. De antemano no se sabe si influye el hecho de que MRS t24 y
MRS 18 hayan producido mayor cantidad de proteina, casi el doble de lo que
produjo CSTES, siendo la densidad optica relativamente parecida. Por otro
lado la acidez total producida por MRS y CSTES fue practicamente la misma, al

igual que el pH obtenido en todos los tiempos de fermentacion de ambos




medios. Lo mas interesante es el espectro que se presenta entre CSTES t8 y
CSTES t24, donde pareciera que se producen sustancias diferentes al actuar

como antimicrobianos distintos.

Finalmente, pareciera haber en MRS 8 y t24 un efecto bacteriostatico tanto
para bacterias gram-positivas y gram-negativas, porque hay recuperacion del
microorganismo. Mientras que en CSTES t8 parece haber un efecto
bactericida, porque hay una recuperacién muy baja, lo que no ocurre en

CSTES 24

Por ultimo, hay que resaltar que la actividad antimicrobiana que presentan los
sobrenadantes de los cultivos de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 son

neutralizados, por lo que no es atribuible el acido lactico u otros acidos

organicos.
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6.0 CONCLUSIONES

. Si existe un efecto antimicrobiano de Pediococcus acidilactici ATCC
8042, con un perfil distinto para cada uno de los sobrenadantes de los
cultivos en MRS y CSTES a los tiempos de 8 y 24 horas.

. Los sobrenadantes de los cultivos de MRS presentan un mas amplio
espectro que CSTES, pues la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos a prueba es mayor a 2 logaritmos referente al control.
En MRS 18 y t24 parece haber un efecto bacteriostatico tanto para
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, porque hay recuperacion
del microorganismo. Mientras que en CSTES {8 parece haber un efecto
bactericida, porque hay un crecimiento muy bajo; sin embargo, en
CSTES t24 es todo lo contrario.

. Pedijocccus acidilactici ATCC 8042 pareciera producir sustancias
distintas en los medios de cultivos de MRS y CSTES a diferentes
tiempos de fermentacién, considerando que MRS tiene mayor contenido
de nitrégeno y minerales.

. Posiblemente la (s) sustancia (s) que produce Pediococcus acidilactici
ATCC 8042 no se encuentren las pediocinas porque no hay un efecto
antimicrobiano contra Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus
plantarum por ninguno de los sobrenadantes.

. Las cepas mas afectadas son las que pertenecen al grupo de las
bacterias Gram-negativas: Escherichia coliy Saimonelia tiphymurium por
el sobrenadante de MRS, tanto a las 8 como a las 24 horas.

. Dentro del grupo de las bacterias Gram-positivas las especies mas
afectadas son Staphylococcus aureus y Listeria innocua, de igual
manera por €l sobrenadante de MRS, tanto a las 8 como a las 24 horas.
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