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RESUMEN

Las bacterias &cido 1acticas participan en la bioconservacién de alimentos por la
produccion de acidos u otros metabolitos utilizados en la industria. El objetivo del
presente trabajo fue identificar y determinar la actividad antimicrobiana de una cepa
de Lactobacillus tolerante al cloruro de sodio aislada de suero de queserias
artesanales. El aislamiento se realizé6 a partir de muestras de suero de leche,
incubadas con diferentes concentraciones de NaCl (1, 2, 3%) y a 42°C. Las
bacterias crecidas en medio selectivo SL se identificaron por pruebas bioquimicas
como API 50CH y por sus caracteristicas en medios de cultivos selectivos. La cepa
seleccionada, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei A25, se incubd a 42°C por
72 h en caldo MRS y se evalué la velocidad de crecimiento, pH y la produccién de
sustancias antimicrobianas. Estas ultimas se determinaron por:. a) técnica de
difusion con los sobrenadantes filtrados 0.22 ym y neutralizados a pH 6,2, contra
cepas bacterianas Gram positivas y negativas; b) técnica de doble capa en placas
con PCA inoculadas en superficie con una dilucién (10°) de cultivos de 16 h de la
bacteria en estudio. Luego de 48 h se agreg6 una sobrecaga de 5 mL de medio
minimo con 0,6% de agar previamente inoculado con 1 x 10° u.f.c/mL de bacterias
indicadoras (E. coli K12, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Pseudomonas fluorescens). Los
resultados. indican que L. paracasei subsp. paracasei A25 produce sustancias
antimicrobianas detectadas por la técnica de la doble capa, con halos de inhibicién
contra: E. coli K12, P. aeruginosa y P. fluorescens en condiciones nutritivas
minimas. La técnica de difusién en placa no reveld halos claros de inhibicion
posiblemente a causa de la diluciéon de los metabolitos producidos en el medio de
crecimiento liquido. El relevamiento realizado por la técnica de la doble capa
permitid determinar la produccién de sustancias antimicrobianas sin discriminar la
produccion de acidos o de bacteriocinas.

Palabras clave: Bacteria acido lactico, Bacteriocinas, Lactobacillus paracase

i
subsp. paracasei, acidificacion. 7y
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SUMMARY

The lactic acid bacteria take part in the food bioconservation for the production of
acids or other substances used in the industry. The target of the present work was to
identify and to determine the antimicrobial activity of a vine-stock of tolerant
Lactobacillus to the chloride of sodium isolated of whey of handmade dairies. The
isolation was realized from samples of whey of milk, incubated with different
concentrations of NaCl (1, 2, 3 %) and to 429C. The bacteria grown in way selective
SL were identified by biochemical tests as APl 50CH and by his characteristics in
means of selective cultures. The chosen vine-stock, Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei A25, incubated to 42°C for 72 h in broth MRS and the speed of growth
was evaluated, pH and the production of antimicrobial substances. The above
mentioned decided for: a) skill of diffusion with the leaked supernatants 0.22 ym and
neutralized to pH 6,2, against bacterial vine-stocks Gram prints and denials; b) skill
of double gelds in badges with PCA inoculated in surface with a dilution (10-3) of
cultures of 16 h of the bacterium in study. After 48 h a top layer of 5 joined mL of
minimal way with 0,6 % of agar previously inoculated with 1 x 105 u.f.c/mL of
warning bacteria (E. coli K12, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Pseudomonas fluorescens). The results
indicate that L. paracasei subsp. paracasei A25 produces antimicrobial substances
detected by the skill of the double layer, with auras of inhibition against: E. coli K12,
P. aeruginosa and P. fluorescens in nourishing minimal conditions. The skill of
diffusion in badge did not reveal clear auras of inhibition possibly because of the
dilution of the substance produced in the way of liquid growth. The report realized by
the skill of the double layer allowed determining the production of substances
antimicrobial without discriminating against the production of acids or of bacteriocins.

Key words: Lactic acid bacteria, bacteriocins, Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei, acidification.



INTRODUCCION

La habilidad de producir y conservar grandes cantidades de alimentos fue uno de
los factores mas importantes que permitié el establecimiento y desarrollo de las
civilizaciones. El almacenamiento de alimentos siempre se ha asociado con el
deterioro de los mismos. Se tienen registros de que miles de afos antes de Cristo,
el hombre ya utilizaba métodos biolégicos para procesar alimentos y obtener
productos de caracteristicas especiales mediante la fermentacién de carnes, leches,

granos y frutos (Lactic acid bacteria, 2003).

Las bacterias acido lactico (BAL) constituyen la microflora dominante en algunos
alimentos. Estos organismos pueden producir compuestos antimicrobianos contra
su flora competitiva, incluyendo contaminantes que deterioren alimentos y bacterias
patégenas. También las BAL producen una gran variedad de compuestos, los

cuales contribuyen al sabor, color, textura y consistencia de alimentos fermentados.

Actualmente, existe una inmensa variedad de productos obtenidos mediante la
fermentacion de materia prima por microorganismos. Estos productos son de gran
relevancia en la industria alimentaria y su comercializacion contribuye cada vez mas
al crecimiento de las economias (Sanjurjo, 2002). La busqueda de nuevas cepas
bacterianas para su utilizacién en la elaboracién de productos lacteos fermentados
ha generado un gran interés en el sector industrial. Esto es debido a que se procura
optimizar la calidad de los productos y evitar pérdidas econdémicas que ocurren
como consecuencia del uso de cepas sensibles a bacteriéfagos o que carecen de
las propiedades deseadas en el cultivo iniciador. El principal efecto antimicrobiano
realizado por las BAL es la produccién de acido lactico y reduccién de pH. También
las BAL producen varios compuestos antimicrobianos, clasificados como
compuestos de bajo peso molecular tales como: peréxido de hidrogeno, COg,

diacetilo y de alto peso molecular, tales como las bacteriocinas.

Pasteur, junto a Joubert, fueron y son los primeros recordados como observadores
de la interaccion antagénica entre bacterias (Martinez Magro y col., 2000). Las
bacteriocinas se descubrieron por primera vez en la industria lactea, cuando se

aprecié que algunas bacterias utilizadas en la fermentacion eran mejores que otras



para prevenir que el alimento se deteriore. En los ultimos quince afos, las
bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas han despertado gran interés
cientifico e industrial debido a su potencial como bioconservantes alimentarios
(Ralph y col., 1995). La frecuencia en reportes cientificos de bacterias productoras
de moléculas antibacterianas como las bacteriocinas aparece ahora en fase de
crecimiento. Estos organismos han sido ampliamente usados en la industria de
alimentos pero ahora ofrecen mas perspectivas en la aplicacion para mejorar la
preservacion de alimentos, existiendo gran interés en la aplicacién de éstos en la
interferencia bacteriana como una estrategia para la prevencién de algunas

enfermedades infecciosas.

A finales de los afos 20 y principio de los 30, el descubrimiento de la nisina inicio
las investigaciones en el campo de las bacteriocinas producidas por bacterias
lacticas (Gasser, 1994). Desde entonces se han identificado y caracterizado un gran
numero de estos polipéptidos antimicrobianos, particularmente durante la ultima
década. Las bacteriocinas se definieron como sustancias antimicrobianas de v
naturaleza' peptidica y activas frente a bacterias que guardan una estrecha relacion
taxonomica con la especie productora. Sin embargo, esta definicion estaba muy
influida por los estudios sobre las colicinas de E. coli, que fueron las primeras
bacteriocinas descriptas (Gratia, 1925) y las mas conocidas en aquel momento.
Actualmente se sabe que, si bien esta definicion es valida para algunas
bacteriocinas de las producidas por las bacterias lacticas, existen otras con
actividad bactericida frente a microorganismos taxondmicamente distantes de la
especie bacteriocinogénica. Bloom (1997) las definié6 como agentes antimicrobianos
de naturaleza peptidica cuya sintesis no es letal para la célula productora y
Aymerich (1996) como un grupo heterogéneo de compuestos antibacterianos de
naturaleza peptidica que varian en su espectro de actividad, modo de accidn, peso

molecular, determinantes genéticos y caracteristicas bioquimicas.

Debido a la fuerte demanda de alimentos naturales o minimamente procesados, ha
crecido el interés del uso de compuestos antimicrobianos producidos por BAL,

siendo éste un camino seguro y natural para la preservacion de alimentos.
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El presente estudio pretende identificar cepas BAL nativas de leche productoras de
sustancias antimicrobianas capaces de controlar el crecimiento de patégenos, como
una caracteristica de interés tecnoldgico (Ralph y col., 1995).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Bacte!'ias Acido Lécticas

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias Gram
positivas que comparten la caracteristica de generar acido lactico como producto del
metabolismo fermentativo. Esta caracteristica es lo que ha llevado a los taxdnomos
a agruparios en una misma categoria. El acido lactico producido por estas bacterias
es un excelente conservador de alimentos y nutrientes, ampliamente aceptado por
los humanos y los animales. Los estudios genéticos de bacterias de los géneros
Lactobacillus y Streptococcus, debido a su rapido desarrollo, permiten aislar,
modificar y transferir gran nimero de caracteres genéticos de interés tecnoldgico,
como ser: resistencia a fagos; produccion de aromas y sabores derivados del

metabolismo secundario de estas bacterias.

Las BAL pueden dividirse en subgrupos, de acuerdo a dos caracteristicas: sus
productos finales del metabolismo de fermentaciéon y su temperatura dptima de
crecimiento. Las homofermentativas comprenden bacterias que generan acido
lactico como unico o principal producto de fermentacién, mientras que aquellas que
ademas de &cido lactico generan etanol y anhidrido carbdnico, son incluidas en el

subgrupo de las bacterias heterofermentativas (Sneath y col. 1986).

Las bacterias lacticas gozan de gran importancia econémica ya que, bien de forma
natural o afadidas intencionalmente, desempenan un papel importante en la
fermentacion de una gran variedad de alimentos. En ellos sus actividades
metabdlicas no sélo contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas y
reoldgicas deseables, sino que, ademads, permiten conservar o aumentar el valor

nutritivo y la salubridad de la materia prima.

La capacidad de producir grandes cantidades de 4cidos organicos
(fundamentalmente acido lactico) por fermentacion de los carbohidratos presentes
en los alimentos y el consecuente descenso del pH son los factores primarios en los
que se basa la actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas. Sin embargo, en
los fendmenos de antibiosis de las bacterias lacticas también participan activamente

otros metabolitos, entre ellos las bacteriocinas (Martinez Magro y col., 2000).
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Son microorganismos Gram positivos, no esporulados, anaerobios aerotolerantes,
cuya unica forma de generar ATP es mediante la fermentacion de carbohidratos.
Dado que no producen compuestos de hierro porfina, no son capaces de sintetizar
la catalasa, enzima que producen y utilizan los microorganismos respiradores para
descomponer el peréxido de hidrégeno formado durante el crecimiento aerobio.

Nutricionalmente, las BAL son muy exigentes, requieren ademas de carbohidratos,
vitaminas y factores de crecimiento para su desarrollo, que varian segun la especie.
Las vitaminas B son requeridas por estas bacterias como cofactores enzimaticos
(Madigan, Martinko y Parker, 1999).

Caracteristicas de los diferentes géneros de BAL

Género Streptococcus )

‘

Bacterias cocos, Gram+, catalasa (), no esporuladas y principalmente metabolismo
homofermentativo.
Los trabajbs realizados sobre la composicion de ARNr 16S vy la hibridizacion ADN-
ARNFr indican que los Streptococcus pueden estar divididos en 4 géneros:
- Streptococcus comprende la mayoria de estas especies.
- Lactococcus pertenecientes al grupo serolégico N.
- Vagococcus pertenecientes al grupo serolégico N con proximidad
filogenética a los géneros Enterococcus y Carnobacterium.
- Enterococcus integra los estreptococos fecales del grupo
serolégico D.
Un ejemplo de este género son los Streptococcus thermophilus de gran interés
industrial, se agrupan en largas cadenas, son homofermentativos y producen acido

lactico L (+).

Género Pediococcus

Son homofermentativos y producen a partir de hexosas, DL o L (+) acido lactico.
Sus células son esféricas con formacion de tétradas, son raramente aislados y no
forman cadenas. La temperatura optima de crecimiento es entre 25 a 40°C. Este

genero se destaca por ser incapaz de utilizar la lactosa y de coagular la leche.

26.232
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Género Aerococcus

Son homofermentativos, poco acidificantes, los Aerococcus presentan similitud
bioquimica y fisioldgica con los pediococos, enterococos, lactococos y
estreptococos. Su identificacion fenotipica es confusa.

Género Leuconostoc

Su metabolismo es heterofermentativo, producen CO,, etanol y acido lactico D (+).
La disposicion celular es en pares o en cadena. Los cocos son alargados y se
confunden con bacilos cortos que se pueden diferenciar por pruebas fisioldgicas,

analisis de isdmeros de &cido lactico y por hibridizacion ADN-ADN.

Género Lactobacillus

Son bacterias Gram +, catalasa (-), (algunas pueden actuar sobre H,O, por una
pseudo-catalasa), forma de bastones aislados o en cadenas, no esporuladas,
anaerobios facultativos o microaerofilicos, incapaces de reducir los NO; y de

hidrolizar la gelatina.

Son homofermentativos con produccién de 85% de acido lactico a partir de glucosa,
los heterofermentativos producen acido lactico, acido acético y CO,. Los isémeros
de &cido lactico producidos son L (+), DL o D (-).

La subdivisién de Lactobacillus se detalla a continuacion:

Q Grupo l:
Lactobacillus homofermentativos estrictos

Especies de termdfilos:
L. delbrueckii lactis
L. delbrueckii bulgaricus
L. helveticus

o Grupo ll:
Lactobacillus heterofermentativas facultativas

a. L. plantarum

b. “grupo casei’. “L. casei spp. casei’ ATCC 393, actualmente son: L.
casei (especie unica) y dos nuevas especies L. paracasei con dos
subespecies paracasei o tolerans; y otra L. rhamnosus.

12



o Grupo lll:
Lactobacillus heterofermentativos estrictos.

Fermentan hexosas a acido lactico, acético, etanol y CO,, a las pentosas las
fermentan a acido lactico y acético. Las especies de L. brevis presentan diversidad
fenotipica importante. Es extremadamente dificil diferenciar L. brevis, L. buchneri, L.
kefir por las pruebas fisiologicas simples y es necesario recurrir a la biologia

molecular.

Importancia en la Alimentacion.

En la actualidad también se hace buen uso de estos ilustres aliados microbianos en
la elaboracion de una amplia gama de productos lacteos fermentados, ya sean

liquidos, como el kefir, 0 densos y semisdlidos, como el queso o el yogurt.

La ingenieria bioquimica de las fermentaciones lacticas ha desarrollado nuevas
técnicas para el disefo, control y operaciéon de los bioreactores que permiten
acelerar este tipo de procesos, mejorar su rendimiento y en consecuencia optimizar
la economia de produccion. Estos antecedentes indican la importancia de estudios
con bacterias lacticas ya que las fermentaciones en las cuales participan,
desempenaran un papel cada vez mas valioso en la industria alimentaria orientada
al procesamiento de leche, vino, cereales, carne y tUbércqus, asi como la
conservacion de gran numero de forrajes y alimentos de uso ganadero. Cuando
estas bacterias se desarrollan sobre alimentos provocan que el &cido lactico
generado como consecuencia de la fermentacion altere las caracteristicas de dichos
-alimentos, obteniéndose asi productos con propiedades organolépticas particulares,
como quesos, yogures, kefir, embutidos, vinos, panes y productos carnicos, entre

otros (Balows y col., 1992).

Las bacterias lacticas gozan de gran importancia econémica ya que, bien de forma
natural o afadidas intencionalmente, desempenan un papel importante en la
fermentacion de una gran variedad de alimentos. En ellos, sus actividades
metabdlicas no sélo contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas y
reologicas deseables, sino que, ademds, permiten conservar o aumentar el valor

nutritivo y la salubridad de la materia prima.
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Si por bioconservacion se entiende la extension de la vida util e incremento de la
seguridad sanitaria de los alimentos mediante la microflora natural o sus
metabolitos, entonces las bacterias lacticas son los candidatos ideales para su
seleccion como cultivos bioprotectores. Asi, no es de extraiar que se haya liegado a
definir bioconservacion como el empleo de bacterias lacticas, sus productos
metabdlicos o0 ambos para mejorar 0 asegurar la seguridad y calidad de los

alimentos (Martinez Magro y col., 2000).

En contraposicion con los aditivos quimicos, los consumidores perciben las
bacterias lacticas como algo “natural” y “beneficioso para la salud”, por lo que su

“empleo en la conservacién de los alimentos tiene gran aceptabilidad.

La accidon de estas bacterias desencadena un proceso microbiano por el cual la
lactosa (el azucar de la leche) se transforma en acido lactico. A medida que el &cido
se acumula, la estructura de las proteinas de la leche va modificandose (van
cuajando), y lo mismo ocurre con la textura del producto. Existen otras variables,
como la temperatura y la composicion de la leche, que influyen en las cualidades
particulares de los distintos productos resuitantes. El acido lactico es también el que
confiere a la leche fermentada ese sabor ligeramente acidulado. Los elementos
derivados de las bacterias acido-lacticas producen a menudo otros sabores o
aromas caracteristicos. El acetaldehido, por ejemplo, da al yogurt su aroma
caracteristico, mientras que el diacetilo confiere un sabor de mantequilla a la leche
fermentada. Pueden afiadirse asimismo al cuitivo de microorganismos, levaduras, a
fin de obtener sabores particulares. El alcohol y el diéxido de carbono producidos
por las levaduras, por ejemplo, dan al kefir, el koumiss y el leben (variedades de
yogurt liquido) una frescura y una esponjosidad caracteristicas. Entre otras técnicas
empleadas cabe mencionar las que consisten en eliminar el suero o anadir sabores,

que permiten crear una variada gama de productos.

En lo que concierne al yogurt, su elaboracion deriva de la simbiosis entre dos
bacterias, la Streptococcus thermophilus y la Lactobacillus bulgaricus, que se
caracterizan porque cada una estimula el desarrollo de la otra. Esta interaccion

feduce considerablemente el tiempo de fermentacién y el producto resultante tiene

14



peculiaridades que lo distinguen de los fermentados mediante una sola; cepa de
bacteria. Gracias a la elaboracién del yogurt y otros productos l‘écteos
fermentados, las bacterias acido-lacticas seguiran representando : un ful&\cwe
explotacion como cultivos probidticos. Estas se complementan con las bacterias
presentes en nuestra flora intestinal y contribuyen al buen funcionamiento del
aparato digestivo. Ante la creciente demanda de los consumidores, cada dia mas
preocupados por la salud, el mercado internacional de estos productos no cesa de

incrementarse.

Las bacterias acido-lacticas resultan excelentes embajadoras del mundo de los
microbios, tan poco apreciado por lo general. Su importancia no se limita al orden
econémico, sino que se debe ante todo a sus propiedades, que contribuyen a

preservar y mejorar la salud.

Este grupo bacteriano también es importante en la conservacién de productos
carnicos. La carne contiene grandes cantidades de aminoéacidos libres, pero sélo
unos pocos carbohidratos fermentables, esto significa que después de la glucdlisis
postmortem, la concentracion de éstos dificilmente excede el 0.3% y puede ser aun
mas baja en tejidos con un contenido inicial bajo de glucégeno o ricos en grasa y
colageno. Es por esto que las bacterias lacticas compiten pobremente en la carne
cruda fresca, al tiempo que el oxigeno molecular esta disponible para la
degradacion aerdbica de carbohidratos y aminoacidos (Lucke, 1996).

Hugas y col. (1996) realizaron un estudio con seis cepas productoras de
bacteriocinas, con el fin de evaluar su potencial anti-listeria en productos
manufacturados con diferentes tecnologias de fabricacién (salmuera con nitrato y
nitrito y salmuera elaborada tnicamente con nitrato), estas cepas se evaluaron en
comparacion a un control no inoculado y a un cultivo no productor de bacteriocinas.
Se establecio un efecto sinérgico de la bacteriocina y el nitrito en la reduccion de
Listeria, ademas de una accién diferencial de las distintas cepas en cada uno de los

tratamientos aplicados.

Jyven y col. (1998) estudiaron el efecto de la adicion de L. alimentarius en carne

molida de res envasada al vacio inoculada con L. monocytogenes. Los resultados
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indicaron una reduccion significativa de este microorganismo atribuyéndolo a la
produccién de acido lactico, ya que no se observé la produccién de ningun otro
metabolito. Anderson y Jelle (1999) estudiaron el efecto anti-listeria en salami y
peperoni de dos cepas productoras de bacteriocinas, encontrando que la mezcla de
ambas junto con Staphylococcus xylosus como cultivo iniciador, disminuian los
niveles de Listeria y producian buenas caracteristicas de fermentacion en estos

productos (Victoria y col., 2003).

Las Bacterias Acido Lacticas como probiéticos.

Nuestro intestino posee una compleja poblacion microbiana. De hecho, las células
bacterianas que contiene nuestro cuerpo son veinte veces mas numerosas que las
células humanas. Estas bacterias son esenciales para nuestra salud, ya que nos
protegen contra las infecciones intestinales, contribuyen a mejorar nuestra

alimentacion e influyen en nuestro sistema inmunolégico.

Las bacterias beneficiosas se denominan probiéticas y los ingredientes alimenticios
que estimulan su crecimiento en el intestino se llaman prebidticos. Los alimentos
que contienen organismos tanto probidticos como prebidticos se denominan
simbidticos. Asi, cada vez es mas frecuente incluir bacterias probidticas, tales como
determinados tipos de bacilos lacticos o bifidobacterias, en la composicion de

yogures y otros alimentos.

En nuestro intestino viven mas de 400 especies diferentes de bacterias. La mayoria
de ellas poseen numerosas cepas y a medida que envejecemos, se cree que la
composicidn del ecosistema bacteriano del intestino varia lentamente, haciéndonos
mas vulnerables a enfermedades del colon. (Las bacterias acido lacticas en la

alimentacion, 2003).

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser ingeridos en cantidades
adecuadas ejercen una influencia positiva en la salud o en la fisiologia del
hospedero (Chrezenmeir y col.,, 2001). La forma mas frecuente de consumir
probidticos es a través de alimentos lacteos que contienen especies intestinales de
lactobacilos y bifidobacterias; por los efectos benéficos adicionales a los nutritivos,
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estos alimentos se consideran en el grupo de los alimentos funcionales (Palou y
Serra, 2000).

Una forma de actuar de los probidticos para lograr alcanzar un buen estado de:
salud del individuo, es a través de la resistencia otorgada contra la invasion de
microorganismos patégenos, que se logra mediante la generacion de sustancias
antimicrobianas como acido lactico y otros acidos de cadena corta, y metabolitos
como peroxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas (Marteau y col.,, 2001;
Sanders, 2000).

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial para
la industria alimenticia, porque se pueden utilizar como conservadores biolégicos
puros que en un momento dado podrian reemplazar a los conservadores quimicos
ya que tienen la ventaja de ser proteinas, que al biodegradarse no forman

compuestos secundarios (Stiles, 1996).

Compuestos antimicrobianos producidos por BAL

Bacteriocinas

Las bacterias lacticas crecen en ambientes no aptos para el desarrolio de la
mayoria de los microorganismos y son responsables de muchas fermentaciones de
productos alimenticios de elevado consumo por el hombre. Este caracter le permite
controlar microfloras mixtas, eliminando bacterias indeseables como consecuencia
de la produccion de sustancias antimicrobianas: acidos organicos, peroxido de

hidrégeno y/o bacteriocinas.

Si se pudiera junta¥ los varios miles de millones de microorganismos que tenemos
en el cuerpo sano, pesarian mas de dos kilos; aproximadamente 1/3 de la
eliminacién cotidiana por las heces sélidas esta’formada por bacterias probidticas
vivas y muertas. Estas bacterias trabajan en protocooperacion con los seres

humanos (Las bacterias probidticas, 2003).

Las bacteriocinas son péptidos microbianos de reducido tamafo, con una actividad

antimicrobiana muy potente frente a bacterias zoondsicas y productoras de
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toxiinfecciones alimentarias en el hombre. Son resistentes al calor y son
hidrolizadas por las proteinasas gastricas, lo que permite su posible utilizacion como
conservadores naturales de los alimentos. Se sintetizan a nivel ribosémico, y
posteriormente pueden sufrir modificaciones (Martinez Magro y col., 2000).

Por otra parte, las bacterias lacticas de origen natural o genéticamente modificadas
productoras de bacteriocinas, podrian utilizarse en la elaboracién de alimentos
nutracéuticos o funcionales y como aditivos para consumo animal, lo que reduciria
el desarrollo de microorganismos alterantes y patégenos potenciando en los
animales el desarrollo de una flora intestinal competitiva frente a muchos patoégenos.
La utilizacidon de bacterias lacticas de origen natural o genéticamente modificadas
(OGM's) productoras de varias bacteriocinas, permitiria su utilizacion no solamente
como cultivos iniciadores, sino también como cultivos protectores en muchos
alimentos. La incorporacién de estas bacterias productoras de bacteriocinas a los
alimentos, permitiria eliminar o reducir la utilizacién de aditivos quimicos de sintesis.

Las bacteriocinas son resistentes al calor, acidez, baja ay (actividad agua), pueden
utilizarse para incrementar la seguridad y la vida util de muchos alimentos
tratdndose, ademas, de aditivos naturales, elaborados por microorganismos
considerados como seguros en los alimentos. Normalmente, su efecto
antimicrobiano se debe a su acciéon sobre las membranas celulares de los otros

organismos.

Una de las ventajas de las bacteriocinas en relacion con los antibiéticos elaborados
es que éstas suelen ser bastante especializadas. Su espectro de actividad es
estrecho y sélo inhiben uno o dos organismos. Otra ventaja para el consumo animal
es que las bacteriocinas son proteinas, por lo que cuando abandonan el rumen,
pueden ser digeridas por el animal, suplementando su alimentacion y no dejando

residuos.

En condiciones normales, las bacteriocinas de las bacterias lacticas son activas
unicamente frente a bacterias Gram positivas. La amplitud del espectro de especies
y cepas inhibidas depende de cada bacteriocina y oscila entre aquellas con un

espectro muy reducido, limitado a ciertas cepas muy relacionadas taxonémicamente
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con la productora y las que poseen un amplio espectro que incluye microorganismos
alterantes y patégenos. Ademas, las concentraciones inhibitorias minimas para las
células vegetativas y las esporas sensibles varian ostensiblemente dependiendo de
la cepa productora, el tipo de muestra y las condiciones del ensayo de actividad
antimicrobiana (Blom, 1997). Asimismo, conviene sefalar que dentro de una
especie generalmente sensible a una bacteriocina pueden existir cepas resistentes,
e incluso se pueden seleccionar células resistentes entre la poblacion de una cepa

sensible.

La estructura y composicién de las membranas externas de las bacterias Gram-
negativas, mohos y levaduras impiden el acceso de las bacteriocinas de las
bacterias lacticas a su lugar de accién, las membranas plasmaticas. Sin embargo,
aunque estos microorganismos no resulten afectados por las bacteriocinas en
condiciones fisiolégicas, se pueden sensibilizar si se les somete a tratamientos
subletales que alteren la permeabilidad de sus membranas externas, como Ila
congelacioén, el calentamiento suave, la exposicion a acido lactico y EDTA o la

presion hidrostatica (Martinez Magro y col., 2000).

A continuacion se presenta la clasificacion de las bacteriocinas propuesta por Ness

en 1996 en base a las caracteristicas bioquimicas y genéticas:

e C(lase | (lantibidticos): péptidos pequenos (< 5 kDa), termoestables y con
aminoacidos modificados. El prototipo de esta clase es la nisina, la bacteriocina
de las bacterias lacticas méas estudiada hasta la fecha.

e C(Clase Il No lantibiéticos: Son bacteriocinas de peso molecular variable, que
contienen aminoécidos regulares: péptidos pequefos (< 10 kDa), termoestables
y sin aminoacidos modificados en su estructura primaria.

e C(Clase Ill: proteinas de mas de 30 kDa, termolabiles y sin aminoacidos
modificados en su estructura primaria. Estas bacteriocinas son las que poseen

un menor interés industrial en la actualidad.

En la Tabla 1 se citan algunos ejemplos de la clasificacion de las bacteriocinas y el

microorganismo productqr descrito por Montville y col., 1998.

s
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Tabla1. Bacteriocinas y Microorganismos productores

Bacteriocina | Clase Microorganismo productor

| Lactococcus lactis subsp. lactis

Il |Pediococcus acidilactici y Lactobacillus plantarum
- |WHE92

Il Pediococcus acidilactici JD1-23

] L actobacillus sake 706

Il |Lactobacillus sake LTH673

I Lactobacillus curvatus LTH1174

| L euconostoc mesenteroides

Il |Lactobacillus plantarum C11

I" Lactococcus lactis subsp. cremoris e

Il |Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4

Il |Lactobacillus johnsonii

Il |Carnobacterium divergens LV13
Il |Lactobacillus helveticus §
*Citado por Montville y col., 1998 W
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El modo de acciéon de las bacteriocinas es complejo. La nisina en la clase | y la

Mbdo de accion

pediocina como representante de la clase Il, son las mas estudiadas en este
concepto y comparten algunas caracteristicas en comun. Por lo general, actian
destruyendo la integridad de la membrana citoplasmatica a través de la formacion
de poros, lo que provoca la salida de compuestbs pequerfios o altera la fuerza motriz
de protones necesaria para la produccion de energia y sintesis de proteinas o acido
nucleicos (Montville y col., 1998, Chikindas y col., 1993).

Es posible que las clases | y Il de las bacteriocinas compartan mecanismos de
accion semejantes. Al parecer, los péptidos se unen a la membrana citoplasmatica a
través de uniones electrostaticas con los fosfolipidos cargados negativamente,
luego se insertan a la membrana con una reorientacion que depende del potencial
de membrana, el cual esta influenciado por el pH y la composicion fosfolipidica. Los
mondémeros de bacteriocina forman agregados proteicos que resultan en la
formacion del poro con la consecuente salida de iones (principalmente potasio y
magnesio), pérdida de la fuerza motriz de protones (FMP), salida de ATP y
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‘aminoacidos. La fuerza motriz de protones juega un papel central en la sintesis de
ATP, en el transporte activo y el movimiento bacteriano, por lo tanto, se inhibe la
sintesis de macromgléculas y la produccion de energia dando como resultado la
muerte celular (Montville y col., 1998).

Actualmente se utilizan compuestos con actividad antimicrobiana como la nisina a la
reuterina producida por L. reuteri que inhibe a cepas de Escherichia coli (Daeschel,
1989).

Acidos orgdnicos

La fermentacion por las BAL es caracterizada por la acumulacion de acidos
organicos acompafada por la reduccién del pH. Los niveles y tipos de acidos
organicos producidos durante el proceso de fermentacion dependen de la especie
de organismo, composicién del medio de cultivo y condiciones de crecimiento
(Lindgren y Dobrogoz, 1990). El efecto antimicrobiano de los acidos organicos se
debe a la disminucién de pH, como también a la forma asociada de las moléculas.
Se ha propuesto que al disminuir el pH externo se acidifica el citoplasma celular,
mientras que el acido asociado, siendo lipofilico, puede ‘difundir pasivamente a
través de la membrana. El acido asociado puede alterar la permeabilidad de la
membrana con la consiguiente alteracién del sistema de transporte de sustrato. El
acido lactico es el mayor metabolito de las BAL donde esta en equilibrio la forma
disociada y asociada. Al bajar el pH, una gran cantidad de acido lactico esta en

forma asociada y es téxico para algunas bacterias, hongos y levaduras.

A pH 5.0 el &cido lactico es inhibitorio para el desarrollo de bacterias esporuladas
pero es inefectivo contra levaduras y hongos (Woolford, 1975). Lindgre y Dobrogosz
(1990) demuestran que a diferentes rangos de concentracion minima inhibitoria, el
acido lactico asociado fue diferente contra Clostridium tyrbbutiricum, Enterobacter
sp. 'y Propionibacterium freundereichii subsp. shermanii. También los
estereoisdmeros del acido lactico tienen diferente actividad antimicrobiana, L-acido

lactico es mas inhibitorio que el isémero D (Benthin y Villadsen, 1995).

La produccién de acido acético y propionico por parte de las BAL es a través de la
via heterofermentativa, pueden interactuar con la membrana celular y causar

21



acidificacion intracelular y desnaturalizacion de proteinas (Huang et al. 1986). Son
mas efectivos como antimicrobianos que el acido lactico debido a su alto valor pKa
(acido lactico 3.08, acido acético 4.75 y acido propidnico 4.87), y mayor porcentaje
de acidos asociados que el acido lactico a un pH determinado. El acido acético es
mas inhibitorio que el &cido lactico y citrico contra Listeria monocytogenes
(Richards et al. 1995), y crecimiento y germinacién de Bacillus cereus (Wong vy
Chen, 1988).

Peroxido de hidrogeno

El efecto bactericida resultante de estos metabolitos del oxigeno ha sido atribuido
no sélo a su fuerte efecto oxidante sobre la célula bacteriana, sino también a la
destruccion de estructuras bdsicas moleculares de acidos nucleicos y proteinas

celulares (Requena y Pelaez, 1995).

Diacetilo

Es un producto del metabolismo final de las bacterias lacticas, sintetizado a partir de
piruvato. Ciertas especies de los cuatro géneros (Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc y Pediococcus) tienen esta capacidad sintética. El diacetilo es
reconocido por su actividad antimicrobiana y se conoce por el aroma a mantequilla
que le imparte a los productos lacteos fermentados. Su utilidad como preservante
de alimentos es limitada porque se necesitan grandes cantidades para ese fin

(Fragoso y Fernandez, 2000; Holzapfel y col., 1995).

Acetaldehido

Es formado durante el metabolismo de carbohidratos por bacterias lacticas
heterofermentativas, es reducido a etanol por la reoxidaciéon de nucledtidos de
piridina. Ha sido reportado como inhibidor sobre algunos patégenos en

concentraciones de 10-100 ppm (De Vuyst y Vandamme, 1984).

Reuterina

Es un producto de bajo peso molecular, altamente soluble, de pH neutro, producido
por la especie heterofermentativa Lactobacillus reuteriy muestra un amplio espectro
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antimicrobiano, siendo activa contra bacterias Gram negativas, Gram positivas,

levaduras y hongos filamentosos (Helander y col., 1995).

23



OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar caracteristicas tecnoldgicas de cepas nativas de interés para la industria
lactea, bacterias acido lacticas provenientes de suero de queserias artesanales y
pertenecientes al género Lactobacillus.

2.2 Objetivos especificos

1) Aislar e identificar bacterias acido lacticas nativas a partir de suero de

cuajada.
2) Evaluar caracteristicas de interés industrial:
+ Temperatura de crecimiento en medio de cultivo liquido.

¢+ Velocidad de crecimiento de una cepa de Lactobacillus productora de

sustancias antimicrobianas.
+ Acidificacion en MRS durante la cinética de crecimiento.

¢+ Produccion de sustancias con actividad antimicrogbiana en una cepa de
Lactobacillus.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de la Unidad de Tecnologia de

Alimentos de la Facultad de Agronomia.

Se procesaron un total de 70 muestras provenientes de suero de cuajada de 3
queserias artesanales ubicadas en el departamento de Colonia. Las muestras se
transportaron refrigeradas en tubos de 50 mL de capacidad, estériles, con 1,2y 3 %
de NaCl, se incubaron durante 72 horas a 42°C (se tomaron alicuotas para los

estudios posteriores cada 24 horas).

Aislamiento de bacterias acido lacticas

Las muestras se procesaron antes de 8 horas posteriores a su extraccion. Fueron
_evaluadas cada 24 horas para el aislamiento de bacterias del género Lactobacillus,

resistentes a pH bajos y a la concentracion de NaCl.

Las muestras se homogenizan en vortex y se realizan diluciones hasta 10° en
solucion salina fisiolégica (0.85% NaCl). Utilizando 1 mL de las 3 ultimos diluciones
se sembré en Medio Agar SL (Atlas, 1993). La técnica de sembrado fue por
incorporacion del inéculo (1 mL) a 20 mL del medio, previamente fundido a 45°C. La
selectividad de este medio se logra por su bajo pH y la accién de la Azida de sodio,
la cual inhibe la sintesis de compuestos hierro-porfirinicos. Las bacterias del &cido
lactico no sintetizan ni utilizan estos compuestos, por lo tanto no son inhibidos por la
Azida de sodio. Las colonias se detectan por su coloracion rosada al rojo, luego de

incubarse en cdmaras con condiciones microaerofilicas a 41°C por 48 horas.

Se eligieron las colonias caracteristicas y se transfirieron 10 colonias por cada placa
a tubos de ensayo con MRS (de Man, Rogosa, Sharpe, 1960. OXOID), con el
objetivo de obtener mayor biomasa microbiana y poder discriminar diferentes
morfologias celulares. La seleccién de las colonias provenientes de Agar SL para
transferirlos a cada tubo se realizé con la ayuda de una lupa y con tubos capilares

estériles.
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Luego de la evidencia macroscépica de crecimiento en los tubos se procedié a la
tincion de Gram. El crecimiento en medios liquidos se manifiesta como una turbidez
distribuida uniformemente, aunque luego de que el crecimiento cesa, las células
sedimentan. La mayoria de las BAL tienden a crecer en la parte inferior de los tubos
por su relacién con el O, (microaerofilica 0 de anaerobiosis facultativa).

Se comprobé la pureza de los cultivos provenientes de los tubos con MRS por
siembra en superficie en placa con PCA (Plate Count Agar, OXOID), medio no
selectivo, y en medio selectivo SL. Se seleccionaron colonias y se identificaron por
medio de numeros, se incubaron a 422C en una camara de microaerofilia.

Identificacion bacteriana

La identificacion de los cultivos puros de cada cepa se realizé a través de diferentes
pruebas bioquimicas, medios selectivos y se complementé con el empleo de

sistemas comerciales de identificacion (API 50CH).

Se realizaron las siguientes pruebas:

1. Tincién de Gram para la observacién de la morfologia y coloracién diferencial
de los diferentes grupos de bacterias.

2. Prueba de catalasa a partir de colonias aisladas en PCA.

3. Prueba de crecimiento de todas las cepas a diferentes temperaturas (10, 15y
45°C) en MRS e incubadas durante 72 horas inoculados con 150 ul de un
cultivo de 12 horas en MRS.

4. Crecimiento en Bilis esculina. Es un medio diferencial, lo utilizamos para el
aislamiento e identificacién presuntiva de los cocos, ya que en este medio se
desarrollan estreptococos del grupo D, éstos hidrolizan la esculina, lo que da
un color marrén oscuro al medio. Se evidencia crecimiento después de 18-24
horas de incubacién a 37°C en camara de microaerofilia.

5. Los estudios de fermentacién de azucares se realizé utilizando API 50 CH,

que permitieron la identificaciéon de bacterias acido lacticas.
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Caracterizacion bioldgica de la actividad antimicrobiana

Se emplearon 2 métodos para la evaluacién de sustancias antimicrobianas con

varias cepas de Lactobacillus.
Técnica de la doble capa

‘Se utilizé el medio PCA en placa y se sembré en superficie por las cepas en estudio
de la actividad antimicrobiana incubadas por 24 horas en condiciones
microaerdfilas. Se cubrieron luego de la presencia de colonias con una sobrecapa
(6-8 mL) del medio minimo soft con 6 g/l de agar previamente inoculado con la
bacteria indicadora (inéculo de una noche de Escherichia coli K12, Lactobacillus

delbrueckii spp. bulgaricus, Pseudomonas aeruginosa 'y Enterobacter cloacae).

Técnica de difusion

Se realiz6 a partir de muestras obtenidas de la cinética de crecimiento de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (cepa 50). El medio utilizado con este fin
fue PCA, al cual se le incorporé un cultivo de 16 horas (100 ul) de las cepas
indicadoras. Se inocularon los pozos realizados en el PCA con 30 ul de las
muestras neutralizadas, centrifugadas y filtradas (0,22 ym) obtenidas de la cinética
que se detalla a continuacién. Se incubaron a 37°C durante 24 horas y tras el
crecimiento de la cepa indicadora se midié el diametro del halo de inhibicion

producido alrededor de cada muestra.

Cinética de crecimiento, acidificacion y produccion de sustancias
antimicrobianas

Se seleccioné el Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (cepa 50) de acuerdo a
los resultados obtenidos en relacion a su actividad antimicrobiana. Los estudios de
velocidad de crecimiento y acidificacion se realizaron con cultivos de 16 horas en
MRS, inoculando con 10 mL en matraces (Erlenmeyer de 250 mL) con 150 mL de
MRS, incubandose por 72 horas a 42°C. Los recuentos microbianos se obtuvieron
por siembra en superficie en agar MRS. Se evalud periédicamente hasta 72 horas el
recuento de bacterias viables en PCA, variacion de pH y la produccién de

sustancias antimicrobianas. El recuento de viables en agar MRS se realizé a partir

27



de las 3 ultimas diluciones de cultivos en SSF. Las placas de Petri se incubaron en

camara microaerofilica por 48 horas a 42°C.

La variacion de pH se determind en el transcurso de la cinética de crecimiento,
midiéndolo con un potencidmetro durante el periodo de muestreo (72 horas).
(’“La produccién de sustancias antimicrobianas se realiz6 a partir de los
' sobrenadantes obtenidos de las muestras extraidas durante la cinética de
| crecimiento en MRS. El cultivo fue centrifugado a 5°C y 10.000 rpm durante 15
minutos, el sobrenadante obtenido fue utilizado para determinar el efecto inhibitorio
sobre cepas indicadoras. Antes de filtrar (0.22 ym) se ajustod el pH de los cultivos a
un valor entre 6-6.2 agregando NaOH para que se produzca la maxima adsorcion

de moleculas de bacteriocinas. Las cepas identificadas se mantienen en una~y

coleccion por congelaciobn en medios especiales con crioprotectores en el j

Laboratorio.
PR P
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En el esquema 2 se detalla la metodologia realizada.

SUERO DE QUESERIA
ARTESANALES .
(1,2,3% NaCl)

Identificacién de colonias:

< Catalasa
Crecimiento: 10, 15 y 45°(

crecimiento, acidificag)
produccién de comp
antimicrobianos de |
seleccionada

Caracterizacién biolégica de.
la actividad antimicrobiana:;;

ol
v

Esquema 1. metodologia realizada
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de cepas BAL
De las 70 muestras procesadas se aislaron 120 cepas bacterianas Gram + de

diferentes morfologias y disposicion detectadas en los frotis observados. En la tabla
2 se detalla la morfologia del examen microscépico luego de realizada la tincion de

Gram y la resistencia a diferentes concentraciones de sales en 22 ejemplos:

Tabla 2. Cepas de BAL aisladas de suero de queserias

Numero de tubo Morfologia microscépica Conce;tar(a;':ién de
1-4 Cocos en cadena Gram+ 2g
5 Cocos en tétradas Gram + 3g
6 Cocos Gram + aislados 249
7 i Cocos y bastones 2g
8-11 Cocos y bastones 39
12 Cocos y bastones 2g
13-14 Cocos en cadena Gram+ 3g
156-20 Cocos aislados 2g
21-23 Cocos en tétradas Gram + 3g
24-25 Cocos aislados 29
26-35 Cocos en cadena Gram+ 3g
36-45 Cocos y bastones - 2g
46 Bastones en cadena Gram + 3g
47-49 Bastones en cadena Gram + 34
50 Bastones en cadena Gram + 2g
51-59 Bastones aislados 3g
60-68 Cocos aislados Gram + 29
69-78 Cocos y bastones 29
79-83 Cocos en cadena Gram+ 2g
84-97 Cocos aislados 2g
98-105 Bastones en cadena Gram + _ 3g
106-120 Bastones aislados 2g

Identificacion de cepas BAL

30



Se seleccionaron 36 cepas y se complementaron las pruebas para su identificacion.

—

En la Tabla 3 se detalla la morfologia microscopica de las cepas seleccionadas, el
resultado de la prueba de la catalasa y crecimiento en MRS a 10, 15 y 45°C:

Tabla 3: Cepas seleccionadas.

Numero de| Morfologia Crecimiento |Crecimiento|Crecimiento

tubo microscopica Catalasa a 45°C a10°C a15°C
Cocos en cadena
1-2 Gram + i * * ]
Cocos en tétradas
5 Gram + } * * ]
6 Cocgs Gram + ) + + )
‘ aislados
13-14 |Cocos en cadena ) + + )
Gram +
23 Cocos en tétradas ) + + )
Gram +
24-25 Cocos aislados - - + -
46 Bastones en ) + ) +

cadena Gram +

Bastones en
47-49 cadena Gram + ) + 3 +
Bastones en
50 cadena Gram +, - + - +

forma de espiral

51 Bastones aislados - - - +
Cocos aislados
60y 62 Gram + - + + .
79-82 Cocos en cadena ) . N ]
: Gram+
85y 86 | Cocos aislados . - + N
Bastones en

105-109 cadena Gram + - + - +
112-120 |Bastones aislados - + - +

En la Figura 1 se observan diferentes morfologias de bastonés Gram positivos, en
(a) las cadenas de bastones son tipicas de las BAL, en (b) las cadenas de los
bastones son pleomorficas con predominancia de bacilos enrollados en cultivos

jévgnes provenientes de caldo MRS.
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g ]

Figura 1. Tincion de Gram. (a) cadenas de bastones. (b) cadenas de"bastones._pleomérficos en
espiral. (x 1000x)

Crecimiento de cocos en bilis esculina agar

La interpretacion de los resultados se realiz6 a las 24 y 48 horas de incubacion, se
determind que 40 cepas pertenecian al género Enterococcus, luego de confirmarse

por pruebas bioquimicas comerciales.

Bacterias G+ cocos aisladas de suero de leche
en agar bilis esculina

Figura 2. Prueba en medio de cultivo agar bilis esculina, reaccion positiva (hidrélisis de la esculina).
Esta prueba permiti6 determinar la facultad de un organismo de hidrolizar el

glucésido esculina en esculetina y glucosa, en presencia de bilis (10 a 40%). Los

32



resultados permitieron realizar una identificacién presuntiva de los estreptococos del

grupo D, junto a éstos la tolerancia a la sal en concentraciones del 6.5%.

Identificacion de la cepa 50  Jutls }\ e m?,vw’ M }/\;\»’ »G e

Se selecciond la cepa 50 por sus caracteristicas morfolégicas en la tincion de Gram,
en donde predominan pleoformas de bacilos; y por su rapidez en la acidificacion del

medio de cultivo.
En la tabla 4 se detallan algunas de las pruebas bioquimicas utilizadas para la
identificacion de este Lactobacillus.

Tabla 4. Prueba de catalasa, crecimiento a diferentes temperaturas y fermentacion de azucares para
la identificacion primaria de la cepa 50.

PRUEBA Cepa 50
Catalasa -
Crecimiento a 45 °C +
Crecimiento a 15°C +
Gas a partir de +
glucosa

Fermenta Glucosa
Fermenta Maltosa
Fermenta Lactosa
Fermenta Fructosa

+ 4+ |+ +

Fermenta Inositol -

Fermenta Sacarosa -

Fermenta Rafinosa -
Bastones largos en
espiral

Concentracion de sal 29

Gram

La identificacion por las pruebas bioquimicas primarias, secundarias y el crecimiento
caracteristico en medios de cultivo selectivos se confirm6é por APl 50CH, y el
resultado fue Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, de acuerdo a los resultados
obtenidos por la fermentacion de los 49 azlcares presentes en este kit comercial.

En-la Figura 3 se observan las reacciones positivas y negativas en las galerias

correspondientes a los diferentes azucares de esta prueba. La interpretacion de los
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resultados se realizé a las 24 y 48 horas de incubacién, considerando positivas

aquellas que viraron su tonalidad hacia el amarillo.

Filogenéticamente L. paracasei subsp. paracasei se encuentra cercano a L.
rhamnosus, se diferencia de éste por la incapacidad de fermentar a la rhamnosa.
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Figura 3. Resultado AP| 50 CH

Cinética de crecimiento, acidificacién y produccion de sustancias
antimicrobianas

Las variaciones de pH indican que a las 7 horas de incubacion los maximos
recuentos de bacterias viables 2.5 x 108 u.f.c/mL de L. paracasei subsp. paracasei
se obtuvieron a pH= 4.21. El tiempo de duplicacion de esta bacteria es 1.43h. La
maxima acidez desarrollada fue a las 72 h de incubacién con un pH=3.76 y con
recuentos de 4 x 10° u.f.c/mL. Estos resultados permitieron establecer informacién
del proceso de acidificacion en relacion al crecimiento en medio MRS de la cepa

nativa de L. paracasei subsp. paracasei.
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El crecimiento y acidificacion de la cepa Lactobacillus paracasei subsp. paracasei se

detallan en el grafico 1.

Grafico 1. Cinética de crecimiento y acidificacion de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

incubado a 42°C.
Cinética de crecimiento y acidificacién
10 55
~ 8 5
E
~ 6 - 4,5
g 3
-~ 4 S 4
o
o
- 24 + 3,5
0 L3 '
I /og (ufc/ml)
0 2 4 6 7 8 72
ol
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En el Grafico 1 se observa que a las 8 horas del cultivo el nimero de células viables
se reduce 1 ciclo log y el pH a 3.9, estas condiciones limitan la velocidad de
crecimiento en esta cepa. El medio de cultivo que se utiliz6 esta clasificado dentro
de los medios enriquecidos permitiendo un rapido desarrollo de la cepa sin existir
una fase lag larga, y la fase exponencial dur6 5 horas de crecimiento con recuentos
de 2.5 x 10° u.f.c/mL.
a4e

Al comparar éstos resultados con otros estudios en leche donde también se
evaluaron caracteristicas de interés tecnolégico de cepas del género Lactobacillus
(Sanjurjo, 2002), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus fue la que obtuvo un
mayor crecimiento con respecto al inéculo, a la hora 0 el recuento fue 9.9 x 10°
ufc/mL y a la hora 8, 3.2 x 108 u.f.c/mL, con una velocidad de crecimiento de 38
minutos. Esta misma acidifico la leche hasta un pH de 4.73 y 3.75 a las 8 y 24 horas
respectivamente. La especie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus es
comunmente empleada en la elaboracién de yogur. Esta se utiliza como cultivo
iniciador junto con Streptococcus thermophilus, cuya simbiosis permite el desarrollo
de las propiedades organolépticas buscadas en el yogur. El crecimiento de estos
mic‘roorganismos esta directamente relacionado con la produccion de acido lactico y

por lo tanto cuanto mayores son los conteos, mas acido se produce.

26.232
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Caracterizacion biol6gica de la actividad antimicrobiana

La técnica de difusién no permitié establecer halos de inhibicion transltcidos en el
medio y posiblemente sea debido al efecto dilucion del medio de cultivo con
sustancias antimicrobianas presentes en los sobrenadantes provenientes de los

muestreos de la cinética de crecimiento. ? '(

Como se expres§ anteriormente no se evidencié claramente actividad
antimicrobiana aunque aparecen halos de inhibicién, éstos son de mayor tamafio
luego de 7 horas de incubacién. En relacidn a este punto, la inoculacion de los
pozos con el sobrenadante obtenido de las muestras de la cinética se realiz6 en el
mismo momento del sembrado de las bacterias indicadoras en PCA. Este medio de
cultivo permitio el crecimiento rapido de las cepas indicadoras y una difusion lenta

del sobrenadante evaluado.

Evaksacion de bocteriocina de Lactobacilkis
paracase/ paracase Enterobacter cloacoe
i)

/ con
—

Figura 4. Caracterizacién biologica por la técnica de difusion en placa. Efecto inhibitorio desarrollado
por los sobrenadantes de las muestras de la cinética de crecimiento de L. paracasei subsp.
paracasei sobre una cepa de Enterobacter cloacae.

?j La técnica de la doble capa permiti6 establecer en cepas indicadoras con

condiciones minimas nutritivas una de las propiedades de interés tecnoldgico en el
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control de microorganismos patégenos o que deterioran alimentos, el mismo puede
deberse a bacteriocinas o0 a la presencia de diferentes acidos producidos por las
BAL.

En este caso el efecto de la concentracion de acidos producidos por las BAL en la
cinética de crecimiento se neutraliz6 para discriminar la actividad antimicrobiana

desarrollada por éstos.

En la Figura 5 se observa la actividad desarrollada por L. paracasei subsp.
paracasei contra Pseudomonas aeruginosa y en la figura 6 se observa la inhibicion

producida contra Escherichia coli K12.

L3054

"soft" con

" agfiyinosa

" Colonias de
Lactobacillus

Figura 5. Caracterizacion biol6gica por la técnica de la doble capa. Efecto inhibitorio desarrollado por

las colonias de L. paracasei subsp. paracasei sobre una cepa de Pseudomonas aeruginosa.
W .
7( Los estudios realizados nos permitier'on determinar que una cepa que puede ser
utilizada en la fabricacion de productos lacteos, tambieén puede utilizarse para inhibir
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microorganismos contaminantes en el proceso de elaboracién. Ademas, en el '
campo de la conservacién de alimentos, resulta interesante analizar el uso de las |

bacteriocinas de las BAL como una alternativa para sustituir, al menos parcialmente, /

a los agentes quimicos.

\' "(f_os estudios realizados permitieron ampliar informacién y el nimero de cepas
| | nativas a la coleccion perteneciente al laboratorio relacionadas a las BAL de interés
' | en la industria. Aunque no se haya determinado en L. paracasei subsp. paracasei la

produccién de bacteriocinas, se caracteriz6 la produccion de sustancias

antimicrobianas.

Inhibicion de crecimiento de E. coli K12 por
Lactobacillus paracasei paracases

Figura 6. Caracterizacién biolégica por la técnica de la doble capa. Efecto inhibitorio desarrollado por

las colonias de L. paracasei subsp. paracasei sobre una cepa de E. coli K12.
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La produccién de acidos por este microorganismo indicada en la cinética de
crecimiento, es una causa posible del desarrollo de la actividad antimicrobiana, sin

descartar la produccién de bacteriocinas.

En el presente trabajo, no se purificé la bacteriocina, y por ello no se rechaza su

presencia.

Mientras que contra L. delbrueckii subsp. bulgaricus no demostré efecto inhibitorio,

como se observa en la Figura 7. ./WQ c Le M 25,

Figura 7 Caracterizacion biol6gica por la técnica de la doble capa. Sin efecto inhibitorio por las
colonias de L. paracasei subsp. paracasei sobre una cepa de L. delbrueckii subsp. bulgaricus.
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CONCLUSIONES

Las bacterias acido lacticas (BAL) producen una variedad de compuestos, los
cuales imparten a los productos fermentados caracteristicas propias de sabor y
color, y también mejoran la seguridad de los alimentos. En este estudio se
identificaron por sus caracteristicas fenotipicas varios géneros de BAL provenientes
de suero de queserias y se determiné en una cepa la caracterizacién biolégica y
produccién de compuestos antimicrobianos con el fin de hallar cepas BAL con

aplicacién potencial en alimentos.

Se aislaron e identificaron 120 cepas BAL nativas, y se selecciond L. paracasei
subsp. paracasei por su rapidez en el desarrollo de la acidificacién en leche. Los
estudios de cinética de crecimiento revelaron que el tiempo de duplicaciéon en medio
MRS fue de 1.43 horas y con una fase Lag corta, mientras que la fase log fue de 5

horas alcanzé recuentos de 2.8 x 108 u.f.c/mL.

Los compuestos antimicrobianos obtenidos de los sobrenadantes de las muestras
de la cinética de crecimiento y evaluadas por la técnica de difusion en placa,
demostraron halos parcialmente claros de inhibicién en el medio de cultivo PCA
utilizado con las cepas indicadoras. En estudios futuros esta técnica deberia
considerase con medios minimos o de estrés para las cepas indicadoras, como
también sugerir el uso de medios de cultivos con mayor didmetro de poros en la

malla del gel para facilitar la difusién de los compuestos.

La evaluacion de la produccion de sustancias antimicrobianas utilizando cepas
indicadoras de la actividad como: Escherichia coli K12, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae y Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus determinados por
la técnica de la doble capa utilizando un medio “soft” minimo (agar + agua) en la
sobrecapa, permiti6 detectar el efecto inhibitorio desarrollado por las colonias
previamente crecidas de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei sobre las cepas

indicadoras.

40



Futuros estudios sobre la conservacién de productos alimenticios, permitiran ampliar
la informacién en relacién a las alternativas biolégicas en el control de la microflora
patégena y del deterioro en alimentos con inéculos de L. paracasei subsp. paracasei

aislada en este trabajo.

Los resultados obtenidos demuestran que la cepa BAL identificada produce
compuestos inhibitorios del crecimiento microbiano, las técnicas utilizadas para su
evaluacion no permitieron discriminar si el efecto es debido a la produccion de

acidos o de bacteriocinas.
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