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RESUMEN

La contaminacion microbiolégica de coliformes fecales en alimentos y cultivos agricolas son
agentes importantes en enfermedades infecciosas en el ser humano. La resistencia a los
antimicrobianos es una alerta mundial debido a que el mal uso de los antibidticos por la
automedicacion crea una seleccion natural de bacterias infecciosas capaces de resistir a los
bactericidas, por lo tanto, esta seleccion natural generard genes resistentes a largo plazo
haciéndola mas compleja. Frente a esta situacion, se han encontrado alternativas para
solucionar este problema como la accion de las bacterias acido-lacticas (BAL) que producen
metabolitos antimicrobianos. El objetivo principal de esta investigacion fue identificar,
caracterizar y probar la eficiencia inhibidora bacteriana extraida del suero residual contra
patdgenos de Escherichia coli aislados de estiércol bovino. Esta investigacion sirvié para
conocer las aplicaciones de las bacterias acido-lacticas y como podrian funcionar como
aditivos, aislantes alimentarios o biofertilizantes. Se han probado tres cepas bacterianas,
durante los procedimientos experimentales fue posible caracterizarlas por micro y macro
caracteristicas. Ademas, se realizaron pruebas bioquimicas, fisicas y ensayos morfologicos y
dando como resultado de estos procedimientos la clase de género de las cepas. Esas bacterias
del género son (L1) Enterococcus, (L2) Carnobacterium y (L3) Lactobacillus
Heterofermentativo, se evaluaron y se determind la produccion de sustancias inhibidoras
similar a la bacteriocina (SISB), dando como positiva la cepa L3. La investigacion mostrd
que L3 SISB tiene la capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo de patégenos como E.
coli mostrando una zona libre en bacteriocina de concentraciéon 1:1 a las 8 horas de
incubacion con 9756.05 mm2/mL, 17362.67 mm2/mL a una concentracion 1:10, 27759.56
mmz2/ mL a una concentracion de 1:100, 29585,78 mm2/mL a una concentracion de 1:1000
y 18391,08 mm2/mL a una concentracién de 1:10000.

KEY WORDS: Bacteriocins, Whey, Fecal Coliforms, Inhibitory Effect, Escherichia Coli,
Lactic Acid Bacteria, Inhibitory Substances Similar to Bacteriocins.
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ABSTRACT

Fecal coliforms microbiologic contamination on food and agricultural crops are important
agents in infectious illnesses in the human been. The antimicrobe resistance is a global
warning due to the wrong use of antibiotics by the self-medication creates a natural selection
of infectious bacteria capable to resist bactericides, thereby, this natural selection will
generate resistant genes in long term making it more complex. Regarding this situation, it’s
been found alternatives to solve this problem like the action of acid lactic bacteria (ALB) that
produce antimicrobe metabolites. The main objective of this research was to identify,
characterize and test the bacterial inhibitory efficiency extracted from residual whey against
Escherichia coli pathogens isolated from bovine manure. This research worked to know the
acid lactic bacteria applications and how it could work as additives, food insulating or
biofertilizers. It"s been proved three bacterial strains, during the experimental procedures was
possible to characterize them by micro and macro characteristics. Besides, biochemical,
physical test and morphological essays were performed and giving the genus kind of the
strains as results of this procedures. Those genus bacteria are (L1) Enterococcus, (L2)
Carnobacterium and (L3) Lactobacillus Heterofermentative, they were evaluated and
determined the producing inhibitory substances-like bacteriocin (BLIS), giving the L3 strain
as positive. The investigation showed that L3 BLIS is capable to inhibit the pathogens growth
as E. coli showing a free zone in 1:1 concentration bacteriocin at 8 hours incubation with
9756.05 mm2/mL, 17362.67 mm2/mL at 1:10 concentration, 27759.56 mm2/mL at 1:100
concentration, 29585.78 mm2/mL at 1:1000 concentration and 18391.08 mm2/mL a at

1:10000 concentration.

KEY WORDS: Bacteriocins, Fecal Coliforms, Biol, Bio-Lac Biofertilizer, Residual Whey,
Lactobacillus, Bioreactor, Organoleptic Characteristics, Inhibitor Effect.
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INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa un preocupacion creciente en el
ambito de la salud publica global, Este fendmeno se refiere a la capacidad de
microorganismos, tales como bacterias, virus, hongos y parasitos, que resisten los efectos de
los medicamentos antimicrobianos que fueron disefiados para combatirlos todo esto es
causado por el uso excesivo e inapropiado de antibiéticos y otros agentes antimicrobianos ha
contribuido significativamente a la aparicion y propagacion de cepas resistentes, la existencia
de este tipo de bacterias con resistencia antimicrobiales es un Ilamado de alerta que afecta la
salud humana, animal y ambiental, éste problema sucede debido a que la poblacion abusa
con el uso de antibidticos y otros antimicrobianos sin el diagndstico de un profesional de la
salud, ademas de no seguir a pie de la letra las recetas medicadas, enfermedades como la
neumonia, la gonorrea y las infecciones postoperatorias, asi como el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), la tuberculosis y la malaria, son infecciones cada vez mas
dificiles de tratar debido a la Resistencia Antimicrobiana, estas malas practicas también
sucede en la crianza de animales, cultivos y el agua, ante todo ello, sino se busca una
alternativa para controlar ésta problematica, se prevé que la resistencia antimicrobiana tenga
consecuencias sociales, pérdidas econdmicas y consecuencias sanitaria, que perjudicara

gravemente el desarrollo sostenible de los paises (1).

En el Pert es uno de los pocos paises en los cuales se han podido encontrar investigaciones
relacionadas con la susceptibilidad de Escherichia coli productoras de diarreas en el ser
humano, en otros casos, la resistencia en Escherichia Coli para cepas provenientes de
infecciones urinarias ambulatorias es muy elevada, casos similares se presentan en paises de
Sudamérica (1).
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El otro panorama actual para el sector de la Agricultura no es muy alentador. El deterioro de
las tierras cultivables destinados a la agricultura estd cada dia incrementandose mas,
problemas con plagas y enfermedades producto del cambio climatico no se ha estabilizado,
sin embargo, productos como los agroguimicos que se utilizan para combatir estos problemas
conlleva a que los cultivos tengan una alta carga de agroquimicos dafiinos para el ser humano.
Practicas como la utilizacion de biofertilizantes, bio-conservantes o consorcios microbianos,
representa una oportunidad para potenciar la capacidad productiva de los suelos y mejorar la
calidad nutricional de los alimentos. Aun asi, existe un problema en el deficiente tratamiento
de los fertilizantes, la presencia de coliformes fecales como la Escherichia coli en altas

concentraciones, lo que amenaza la salud de quienes consumen estos productos agricolas.

En el Peru existe una poblacion Bovina de 5 125 743 ejemplares de las cuales se produce
lacteos y carne para el consumo de la poblacion. En el 2022, la produccion nacional de queso
alcanzo las 145.765 toneladas esto quiere decir que se produjo 1,457,650 litros de lactosuero
durante ese afio, el lactosuero es el mayor contaminante hidrico debido a que, sin previo
tratamiento, es descargado a los rios y alcantarillados incrementando la carga de

contaminantes del agua residual que discurre por dicho sistema (2).

Tanto los consorcios microbianos comerciales y el suero de leche, contiene bacterias acido
lacticas, bacterias probidticas y el uso de éste tipo de bacterias ha permitido un sinfin de
aplicaciones como la obtencidn de bio-conservantes, consorcio microbianos o medicamentos
a través de procesos de fermentacidn y aislamiento de su principio activo para usarlos con la

finalidad de combatir la contaminacion de patdgenos (3) (4).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto inhibitorio de las Bacterias Acido-LA4cticas de lactosuero residual sobre la

viabilidad de coliformes fecales

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la identidad taxonémica de las Bacterias Acido-LActicas provenientes de
lactosuero residual

o Identificacion de las Bacterias productoras de Sustancias Inhibitorias Similares a las
Bacteriocinas evaluando el efecto inhibitorio de las Bacterias Acido-LActicas nativas
del lactosuero sobre Escherichia Coli.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de las Sustancias Inhibitorias
Similares a las Bacteriocina provenientes de las Bacterias Acido-Lécticas nativas

sobre Escherichia Coli.
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HIPOTESIS

Dado que las Bacterias Acido-Lacticas poseen bacteriocinas; es probable que, estas inhiban

el crecimiento de patégenos como Escherichia Coli.
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2. MARCO TEORICO

2.1. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y SU IMPACTO EN EL CONTROL
DE ENFERMEDADES EN EL SER HUMANO
Uno de los descubrimientos mas importantes para la medicina moderna, fueron los
antibidticos, éstos son claves para combatir la morbilidad y la mortalidad de cientos de
enfermedades. Sin embargo, en los ultimos afios, los microorganismos han estado
desarrollando una resistencia a los antibioticos, esto es un problema dificil para la
medicina. Seguin los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC),
35000 personas mueren a causa de infecciones resistentes a los antibioticos ademas, los
colaboradores de la revista Lancet informaron que la tasa de mortalidad mas alta asociada
con la resistencia a los antibidticos se encuentra en el Sahara (27,3 por 100 000) y la mas
baja en Australasia (6,5 por 100 000) (Murray et al., 2022 ). La presencia de aislamientos
resistentes a maltiples farmacos (MDR) tiene algunas desventajas, que incluyen costos
mas altos, hospitalizacion prolongada y fallas en el tratamiento. La resistencia a los
antibidticos ha causado un aumento de la morbilidad, las estancias hospitalarias
prolongadas y los costos de atencion médica, es fundamental encontrar una forma viable

de combatir o incluso reducir la resistencia a los antibioticos (5) (6).

2.2. DEFINICION DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Se han utilizado microorganismos para la produccién de alimentos previamente
fermentados y métodos de conservacion de alimentos durante miles de afios, sin saber la
existencia de estos hasta la invencién del microscopio, por primera vez en 1668 por A.
Leeuwenhoek décadas posteriores en 1857 Louis Pasteur estudio la interaccion de los
microorganismos con la produccidon de estos alimentos. Asi empezd una linea de
investigacion basada en el estudio de microorganismos en alimentos (7) (8).

Las bacterias &cido-lacticas (BAL) son microorganismos propios de los alimentos los
cuales han sido estudiados desde su descubrimiento, estos microorganismos se estudian a
detalle sus aplicaciones en amplia variedad en produccion de alimentos, cultivo para

plantas, alimento para animales y su rol en el medio que se desarrolla. En el manual de
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Bergey“s de 1986 define al grupo de las “Bacterias Acido-Lécticas” como grupo
heterogéneo de microorganismos Gram positivos caracterizados por su produccion de
acido lactico a partir de la fermentacion de nutrientes como los carbohidratos el cual es su
principal producto metabdlico (9).

Muchas de estas bacterias tienen propiedades probioticas las cuales juegan un papel
crucial en la salud humana y se encuentran presentes en la alimentos fermentados como
yogures, quesos bajo proceso de maduracién, productos carnicos e incluso en ciertas
preparaciones de vegetales, también se encuentran microorganismos que coexisten en la
piel y la mucosa del tracto digestivo y genital tanto en humanos como en animales, todas
estas bacterias han sido identificadas con regularidad en estos lugares, mostrando
variabilidad en su presencia dependiendo del organismo del cual se han aislado otro dato
interesante es que este grupo bacteriano comienza a colonizar el sistema digestivo desde
el momento del nacimiento de un nuevo individuo, aungue esta colonizacién tiende a
disminuir con la edad debido a la baja adherencia a la mucosa intestinal.; por otro lado en
plantas y animales, estos microorganismos forman parte del microbiota y proveen
nutrientes esenciales para su desarrollo o proteccion, en humanos destaca su papel en
actividades antiinflamatorias, anti colesterol y propiedades antibacterianas, es por ello
que se necesita observar, aislar, purificar, identificar, clasificar, organizar y definir grupos
de bacterias con caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y fisiologicas similares, esto
incluyen el orden de las Lactobacillales y las Bifidobacteriales, gracias al nacimiento de
la filogenia molecular y la comparacion de secuencias de ARN ribosémico. Durante la
década de 1960, se pudo establecer un sistema evolutivo al analizar las secuencias de ADN
de dos bacterias lo que permitié separarlas en ordenes distintos, por un lado, el orden de
las Lactobacillales perteneciente a la clase Bacilli y por otro, las Bifidobacteriales en la
clase Actinobacteria (10) (11).

Durante buena parte del siglo XX, los lactobacilos y las bifidobacterias fueron clasificados
conjuntamente en el mismo esquema. Por esta razon, se utilizé el término "Bacterias-
Léacticas" para referirse a ambos grupos de microorganismos, principalmente debido a su
capacidad compartida para producir &cido lactico. Sin embargo, a principios de la década
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de 1930, comenzaron a surgir datos que indicaban que las bifidobacterias estaban mas
relacionadas con Actinomyces que con los lactobacilos. Aunque estos estudios no alteraron
la clasificacion de inmediato, los analisis moleculares en la década de 1960 revelaron
diferencias entre las bifidobacterias y otras bacterias lacticas, a pesar de las similitudes
fenotipicas estos analisis mostraron el contenido de G+C de las bifidobacterias supera el
50%, mientras que el de las Lactobacillales es inferior al 50%, lo que las acercaba al grupo
de los actinomicetos. Los analisis de la composicion de la pared celular también indicaron
caracteristicas distintivas en las bifidobacterias que las separaban de las demas bacterias
lacticas. A pesar de estas evidencias, la controversia persistio y no se consideraron
suficientes para cambiar la posicion de las bifidobacterias hasta que, en los afios 60 y 70,
se obtuvieron mas pruebas que indicaban que las bifidobacterias y los lactobacilos
constituian siendo grupos separados. Finalmente, el analisis filogenético de las secuencias
de ARN ribosémico contribuyé a confirmar esta distincion de manera convincente la
clasificacion de las Bifidobacterias como un orden separado dentro de la clase
Actinobacteria. En la actualidad el término *’Bacterias-Lacticas’’ engloba a bacterias del
orden Lactobacillales y bacterias del orden Bifidobacteriales. Por ello actualmente el
término bacterias lacticas puede referirse tanto a bacterias del orden Lactobacillales

exclusivamente como al conjunto de Lactobacillales y Bifidobacterias (12) (13).

2.2.1 ORDEN LACTOBACILLALES
Las Bacterias Acido Lactico pertenecen al filo Firmicutes, dentro de la clase Bacilli y el
orden Lactobacillales, incuidas 7 familias (Aerocococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae,  Lactobacillaceae, Leuconostocaceae,  Streptococcaceae vy
Acetoanaerobium) y distribuidas en méas de 19 géneros (Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus,
Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, entre otros). Las caracteristicas comunes
de la mayoria de estas bacterias son: la morfologia cocoide, bacilar o cocobacilar, Gram
positivos, no esporulados, aerotolerantes, microaeroéifilicos o anaerobios facultativos,
mesofilos, sin citocromos, catalasa negativos (en algunos casos pueden tener actividad de

pseudocatalasa), acidofilos o acidotolerantes, de metabolismo quimiorganotrofo vy
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estrictamente fermentativo, que producen acido lactico como principal producto de la

fermentacion (9).

Dentro de este grupo de Bacterias Acido-LActicas, existen géneros que destacan por su
relevancia en aplicaciones biotecnoldgicas. Estos géneros son fundamentales tanto en el
desarrollo de productos alimenticios donde se aprovecha su capacidad para mejorar
significativamente la calidad y funcionalidad de los alimentos, asi como avanzar en la
caracterizacion de metabolitos secundarios que poseen actividad antimicrobiana actividad

antimicrobiana.

Tabla 1: Taxonomia de la Bacterias Acidos Lacticas

Reino Bacteria

Filo Firmicutes
Clase Bacilli

Orden Lactobacillales

Familias  Aerocococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Streptococcaceae,
Acetoanaerobium

Géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Lactococcus, Streptococcus,
Vagococcus, Tetragenococcus, entre otros).

Lactococcus actualmente existen 12 especies descubiertas (L. fujiensis, L. garvieae, L.
lactis, L. piscium, L. plantarum, L raffinolactic entre otras) y es representado por la
especie tipo Lactococcus lactis, con tres subespecies lactis, cremoris y hordiniae. Las
bacterias de este géenero son esféricas o células ovoides se presentan individualmente, en
pares o cadenas de la cadena son a menudo alargadas, con caracter homofermentativo,
Gram-Positivo, no forman esporas, inmoviles y no son -hemolitico, facultativamente
anaerobico; catalasa negativa y son capaces de crecer a 10°C o menos. Generalmente crece
en NaCl al 4% (p/v) con la excepcién de Lactococcus lactis subsp. cremoris que solo
tolera el 2% (p/v) NaCl (9).

Leuconostoc actualmente existen 18 especies (L. mesenteroides, L. mesenteroides subsp.
mesenteroides, L. argentinum, L. pseudomesenteroides, L. carnosum, L. citreum, L
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amelibiosum, L. durionis, L. fallax, L. ficulneum, L. fructosum, L. gasicomitatum, L. inhae.
L. kimchii, L. lactis, entre otras.) Son Gram-positivas, inmdviles y asporogenas.
Generalmente son células elipsoidales hasta esféricas, a menudo alargadas, generalmente
en pares o cadenas, las células cultivadas en un medio de glucosa son alargadas y parecen
morfoldgicamente més cercanas a los lactobacilos que a los estreptococos. La mayoria de
las cepas forman células cocoides cuando se cultivan en leche. Las células pueden
presentarse individualmente o en pares, y formar cadenas de longitud corta a mediana.
Cuando se cultivan en un medio solido, las células se alargan y pueden confundirse con
bastoncillos. No se forman verdaderas capsulas celulares. Todo el género tiene caracter
heterofermentativo, anaerobio facultativo y Ciertas cepas de Leuconostoc mesenteroides

producen dextrano extracelular, a partir de sacarosa (9).

Pediococcus actualmente contiene 12 especies (P. damnosus, P. acidilactici, P.
dextrnicus, P. cellicola, P. claussenii, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentasaceus, P.
stilesii, entre otras.). Las células son inmoviles, esféricas, suelen disponerse en pares o
tétradas, y se dividen a lo largo de dos planos de simetria, pero nunca cadenas. Las células
pueden aparecer solas o en pares, especialmente durante el crecimiento exponencial
temprano o medio. Las células individuales miden de 0,5 a 1,0 pum. Las células son Gram
positivas, asporogénicas y oxidasas negativas. Estas células son estrictamente
homofermentativos produce &cido lactico, pero no CO2 a partir de la glucosa. Quimio-

organotrofico. Facultativamente anaerobico (9).

Lactobacillus Actualmente contiene mas de 180 especies (L. acidophilus, L. Ost, L.
paracasei, L. plantarum, L. salivarius, L. delbrueckii, L. acetotolerans, L. acidifarinae, L.
acidipiscis, L. agilis, L. algidus, L. alimentarius, L. amylolyticus, L. amylophilus, L.
amylovorus, L. animalis, L. antri, L. aviarius, L. bifermentans, L. brevis, L. buchneri, L.
coleohominis, L. collinoides, L. coryniformis, L. crispatus, L. curvatus, L. cypricaseli, L.

diolivorans, L. durianis, L. equi, L. farciminis, L. ferintoshensis, L. fermentum, entre
otros.). Las células varian desde forma de bastones largas y delgadas, a veces dobladas,

hasta cocobacilos cortos, coliformes, formando cadenas, con motilidad poco comun; no

formador de esporas y tincion Gram Positivo. Se caracterizan por tener un metabolismo
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homofermentativo, y en algunas especies, heterofermentativo; sacaroclastica. Al menos la
mitad del carbono del producto final es lactato. Los productos adicionales pueden ser
acetato, etanol, CO2, formiato o succinato. Facultativamente anaerébico; crecimiento
superficial en medio solido generalmente mejorado por anaerobiosis o presion de oxigeno
reducida y 5 a 10% de CO2. No digiere caseina, pero la mayoria de las cepas producen
pequefias cantidades de nitrogeno soluble. No se producen indol ni H2S. Las condiciones
estrictamente aerdbicas suelen inhibir el crecimiento; algunos son anaerobios en
aislamiento. Son aerotolerantes a pesar de la ausencia completa de la cadena respiratoria.
Catalasa y citocromo negativos (ausencia de porfirinas). Produccion de pigmentacion
amarilla o naranja a oxido o rojo ladrillo. El rango de temperatura de crecimiento 2 — 53 ©
C, 6ptimo generalmente 30 a 40 ° C. Su pH optimo por lo generales de 5.5 a 6.2; el
crecimiento generalmente ocurre a pH 5.0 0 menos; la tasa de crecimiento a menudo se

reduce en condiciones neutras o inicialmente alcalinas (9).

Enterococcus Actualmente contiene mas de 60 especies (E. faecalis, E. aquimarinus, E.
asini, E. avium, E. caccae, E. camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E.
cecorum, E. columbae, E. devriesei, E. dispar, E. durans, E. faecium, E. gallinarum, E.
gilvus, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E. italicus, E. malodoratus, E.
moraviensis, E. mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus entre
otros.). Son bacterias gran positivas, Las células son ovoides, aparecen solas, en pares 0
en cadenas cortas y a menudo se alargan. No formador de esporas. Algunas cepas pueden
ser maviles por sus escasos flagelos. Mientras que otras especies tienen pigmentacion
amarilla. Anaerobio facultativo. Algunas especies son carboxifilas (dependientes del
CO2). Catalasa negativa, pero algunas cepas muestran actividad pseudocatalasa cuando
se cultivan en agar sangre. La actividad hemolitica es variable y altamente dependiente de
la especie. Latemperatura 6ptima de crecimiento para la mayoria de las especies es de 35-
37 °C. Muchas especies (pero no todas) pueden crecer a 42 °Cincluso 45°Cy
(lentamente) a 10 °C. Muy resistente a la desecacion. Crecimiento quimio-organotréfico.

Requerimientos de nutrientes generalmente complejos. Metabolismo fermentativo.
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Fermentacién homofermentativa del acido lactico. El producto final predominante de la

fermentacion de la glucosa es el acido L (+)-lactico (9).

2.2.2 CLASIFICACION DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS SEGUN

SU METABOLISMO DE CADA CARBOHIDRATOS
La morfologia ha sido, durante afios, una de las caracteristicas mas importantes de la
clasificacion de las Bacterias Acido-Léacticas. Por ejemplo, los lactobacilos se diferencian
de los estreptococos, los pediococos y los leuconostocs, por no formar tétradas. La
morfologia sigue siendo importante, pero ahora es considerado como un indicador muy
bajo en lo que representa el parentesco. Esto es evidente a partir de géneros de Bacterias
Acido-Lacticas como Weisella que su morfologia varia en células en forma de cocos y
bastones (14).

Pruebas fisioldgicas simples, como crecimiento a diferentes temperaturas, acidas,
alcalinas y la tolerancia a la sal y la produccién de gas siguen siendo Utiles, pero cada vez
es mas dificil utilizar estos para la identificacion del género. Por ejemplo, en condiciones
estandar, la produccién de gas (CO2) a partir de los carbohidratos consumidos, se utiliza
para distinguir entre los dos principales modos de fermentacion que se producen: Las
Bacterias Acido-Lacticas homofermentativas que sintetizan una fermentacion
homolactica de la glucosa da como resultado la formacion de &cido lactico casi en su
totalidad como producto final, por la via Embden-Meyer — glicdlisis, ver figura. 1y las
Bacterias Acido-LActicas heterofermentativas que sintetizan una fermentacion
heterolactica que produce menor cantidad de acido lactico ademas de producir etanol o
acido acético y CO> a traveés de rutas alternativas como la del &cido-6-fosfogluconico ver
figura 2 (15) (16).
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Glycosa

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato +————— dihidroxi-acetona-fosfata
B

Acido pirtvico

Acido lactico

Figura 1: Fermentacion lactica homofermentativa (17).

Glucosa

acido-6-fosfogluconico

CO,; = ‘ »ribulosa-5-fosfato

gliceraldehido 3-fosfato acetil fosfato
Acida lactico etanol

Figura 2: Fermentacion lactica heterofermentativa (17).

Existe una clasificacion detallada de las bacterias lacticas con respecto al metabolismo de
los carbohidratos consumidos, todas estas clasificaciones las dividian en tres categorias
principales: Homofermentativas obligadas, Heterofermentativas obligadas vy

Heterofermentativas facultativas.

e Homofermentativas obligadas: Se incluye a las especies del grupo
Thermobacterium y otras especies nuevas descritas (18).
Sus celulas son alargadas, rectas y a menudo en forma de varilla, durante la
fermentacion acido lactico es su principal producto, estos microorganismos se
dividen en dos conjuntos de especies siendo el principal el Lactobacillus
Delbrueckii y Lactobacillus. Acidophilus. Dentro de Lactobacillus Delbrueckii, las

subespecies muestran una homologia de su ADN en mas del 80%, éste alto grado
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de homologia genética indica una estrecha relacion entre las distintas subespecies
de Lactobacillus delbrueckii (19).

Las subespecies como Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii que fermentan
sacarosa, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricucus que fermentan lactosa,
Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactic, Lactobacillus delbrueckii subsp.
leichmani, tienen la capacidad de producir 18 g/litro de &cido lactico en su forma
D (-), en cuanto a las especies de Lactobacillus. Acidophilus se describe como un
grupo muy heterogéneo que se organiza en tres subgrupos, cada uno caracterizados
por especies especificas. Lactobacillus. acidophilus, Lactobacillus. helveticus,
Lactobacillus. gasseri. Se destaca que Lactobacillus helveticus se considera una
derivada de Lactobacillus acidophilus y se caracteriza por su adaptacion a medios
acidos, como el lactosuero acido, ademas, se menciona que el Lactobacillus
helveticus es el productor més grande de acido lactico en su forma D (-) entre los
Lactobacillus, alcanzando hasta 27 g/litro (18).

e Homofermentativos facultativos: Este grupo incluye a Streptobacterium y
especies nuevas. En este caso participan en la fermentacion de hexosas siendo esta
homofermentativa. Las células de estos microorganismos son cortas, a menudo se
dispone de filamentos. Este grupo es muy diverso y se organiza en tres subgrupos
principales centrados en Lb. plantarum, Lb. casei, y el grupo de Lb. sake — Lb.
curvatus — Lb. bavaricus. Estos microorganismos se caracterizan por producir
cantidades relativamente bajas de &cido lactico que oscilan entre 3 a 13 gr/litro en
su forma L (+) o D (-) segun la especie. En particular Lb. plantarum es una especie
grande que incluye cepas con variabilidad genética. El conjunto de Lb. casei se
identifica tres genotipos: un grupo de tres subespecies Lb. casei subsp. casei, Lb.
casei subsp. pseudoplantarum y Lb. casei subsp. tolerans y el tercer grupo
constituido por Lb. casei subsp. Rhamnosus (18).

e Heterofermentativos obligatorios: Se incluye a los del grupo Betabacterium.
Estas bacterias como resultado de la fermentacion de las hexosas, que producen
acido lactico, acético, (o etanol) y CO2en una proporcion 1:1:1; la de las pentosas,

el producto de la fermentacion incluye acido lactico y acético. Estas bacterias
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tienen unas formas cortas, rectas y separadas. A pesar de su diversidad muestran
poca homologia entre ellas, la produccion de &cido por estas bacterias es
relativamente débil, alcanzando los 5 g/litro y el acido lactico producido es de la
forma D (-). Algunas especies mas destacables son Lactobacillus some,
Lactobacillus. buchneri y Lactobacillus. reuteri; Lactobacillus fermentum;
Lactobacillus brevis; Lactobacillus bifermentans, este Gltimo es capaz de producir

hidrogeno gracias a una enzima llamada formiato hidrogeno liasa (18).

Estas bacterias tienen requerimientos nutricionales complejos necesitando factores de
crecimiento que son sustancias esenciales que un organismo no puede sintetizar por si
mismo Yy que necesita adquirir del entorno para su crecimiento y reproduccion, para los
microrganismos como bacterias, algunos factores de crecimiento comunes incluyen:
vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Todas estas demandas
nutricionales se encuentran en la leche, siendo una razon clave por la cual pueden
desarrollarse en entornos nutricionalmente ricos. En el laboratorio para su aislamiento y
cultivo se utilizan medios selectivos como el caldo o agar MRS, agar Rogosa los cuales
estan disefiados para favorecer el crecimiento de ciertos grupos de microorganismos, en
particular, las bacterias lacticas como Lactobacillus y Streptococcus. Otra caracteristica
distintiva es su capacidad para tolerar al pH &cido generalmente alrededor de entre 5.0, 0
en rangos menores, pero conforme el medio se va acidificando, algunas especies pueden
ser inhibidas en mayor medida. Este rango de tolerancia al pH acido es un factor

importante para comprender su comportamiento y crecimiento en distintos entornos (17).

Las bacterias homofermentativas obligatorias y facultativas como Lb. caucasicus, Lb.
bulgaricus, Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb acidophilus y Lb. Delbrueckii estos
microorganismos tienen un rango de temperatura éptimo para su crecimiento que va desde
20 °C a 40 °C y variando entre géneros. Son microorganismos de rapido crecimiento lo
que sugiere que tienen una tasa de reproduccion relativamente alta, poseen genomas
pequefios lo que implica que tienen una cantidad limitada de material genético, esto
implicaria estar relacionado con su metabolismo simple y su rapida replicacion La

mayoria de los Lactobacillus producen Unicamente una forma isomérica de &cido lactico;
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las formas isoméricas de lactato deshidrogenasa presente en Lactobacillus determinan el
tipo de isomero de é&cido lactico producido, ya que la deshidrogenasa lactica es
esteroespecifica; las especies de los géneros Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Vagococcus y Tetragenococcus producen Unicamente isomeros D. Sin embargo, algunos
Lactobacillus producen formas racémicas donde el isomero predominante puede variar
debido a factores como la cantidad de oxigeno presente, la concentracién de cloruro de
sodio (NaCl), el tipo de fermentacién, cambios de pH y la concentracion de sustrato. Las
especies del género Lactobacillus producen ademas de las formas isomericas L (+) y D (-
), una mezcla racémica de ambos isomeros (20) (21).

La capacidad fermentativa de diferentes especies de Lactobacillus depende del tipo de
carbohidrato que desea fermentar: especies como Lactobacillus delbreuckii ssp.
delbreuckii fermentan la sacarosa; por otro lado, otras especies Lactobacillus delbreuckii
ssp. bulgaricusus fermentan lactosa; Lactobacillus helveticus es capaz de fermentar
lactosa y galactosa; especies como Lactobacillus amylophylus y Lactobacillus amylovirus
fermentan almidén; Lactobacillus lactis puede fermentar glucosa, sacarosa y galactosa,
por ultimo ejemplos tenemos a la Lactobacillus pentosus que puede fermentar licores ricos
en sulfitos (9) (22).

2.3. COMPONENTES ANTIMICROBIANOS PRODUCIDOS POR
BACTERIAS LACTICAS

En espacio determinado a menudo el medio ambiente es incapaz de sostener un gran
numero de organismos en ese espacio, incluso en medios nutritivos ricos, estos trataran
de alimentarse y desarrollarse en ese medio, lo que hara que los organismos compitan
entre si por ejemplo: entre animales de la misma o diferentes especies que no permiten a
otros invadir su territorio, plantas que producen y liberan al suelo sustancias toxicas para
otras plantas o especies. Los microorganismos también compiten en esta supervivencia
del medio, es tanta la abundancia y su comportamiento de dispersion de estos
microorganismos que con enorme frecuencia no es una, sino varias especies que invaden

un medio altamente nutritivo el cual compiten unas con otras para su supervivencia
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muchas de estas segregan sustancias como antibioticos o toxinas al medio para paralizar
0 causar muerte a otros microorganismos. En este sentido se ha estudiado a las Bacterias
Acido-LActicas en su accion conservadora, debido a su caracteristica de inhibicion de un
gran nimero de microorganismos patdgenos y dafiinos para la salud. Estas sustancias que
se producen incluyen acidos lactico y acético que contribuyen al sabor, la acidez y la
conservacion de los alimentos en la fermentacion, otra sustancias es peroxido de
hidrogeno, que tiene propiedades antimicrobianas, el diacetilo compuesto que contribuye
a los sabores y aromas caracteristicos, las bacteriocinas son moléculas peptidicas o
proteicas con actividad biol6gicamente activa y propiedades bactericidas, otros productos
secundarios generados por la accién de lactoperoxidasa, que es una enzima que al
interactuar con el peroxido de hidrégeno y tiocianato, puede generar productos
secundarios con propiedades antimicrobianas adicionales. Las bacteriocinas son
moléculas con mayor interés por su accion bactericida sobre receptores especificos de las
células bacterianas inhibiendo su crecimiento; ademas, estas sustancias tienen una
composicion quimica muy variada y un mecanismo de accion especifico, todas estas
caracteristicas han sido ampliamente investigadas debido por su actividad antimicrobiana
contra bacterias patégenas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella entre otras (23).

La acumulacion de acido lactico y otros &cidos organicos producidos por Bacterias Acido-
Lacticas conlleva a la reduccion del pH en su entorno, lo que ejerce un efecto inhibitorio
de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas entonces en ese sentido, la forma no
disociada del &cido lactico puede penetrar con mayor facilidad la pared celular
microbiana, especialmente en entornos donde el pH es més alto del contenido celular
promoviendo la disociacion, liberando iones hidrogeno y el anién correspondiente; de
modo que, ambos iones interfieren en el metabolismo e inhiben el crecimiento celular por
otro lado cuando el oxigeno esta presente; las Bacterias Acido-Lacticas pueden producir
perdxido de hidrégeno, el cual genera radicales hidroxilo que causan peroxidacién a los
lipidos de la membrana y susceptibilidad de la célula microbiana de muchos

microorganismos, ademas el dioxido de carbono es un subproducto de la fermentacion
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heterolactica y en ocasiones se obtiene por descarboxilacion de aminoacidos por Bacterias
Acido Lécticas, ademas el di6xido de carbono promueve un ambiente anaerébico, ayuda
a reducir el pH y puede destruir la integridad de la pared celular microbiana. Por otra parte,
el diacetilo es un compuesto producido por Bacterias Acido-Lacticas durante la
fermentacion de citrato y es sintetizado en el metabolismo intermediario del piruvato. Se
caracteriza por el aroma a mantequilla que estos productos lacticos cultivados producen.
(23) (24).

2.4. BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas representan Péptidos antimicrobiales de origen ribosomal que se
sintetizan y producen tanto por bacterias gran-negativas y gran-positivas, durante afios se
ha investigado descubriendo numerosas bacteriocinas obtenidas por microorganismo
(Bacterias Acido Lactica)s, estas bacteriocinas tienen la capacidad de tener espectros de
inhibicion especificos dirigidos contra ciertos microorganismos, de esta manera se
aprovecha en la industria de los alimentos por diversas aplicaciones en distintos procesos.
En determinadas circunstancias las bacteriocinas se utilizan para suprimir el crecimiento
de bacterias no deseadas; en alimentos, se aplican para inhibir el crecimiento de patégenos
especificos, como listerias, Escherichia coli. estafilococos esta aplicacién contribuye
significativamente a la conservacion de seguridad de los alimentos (25).

La mayoria de las bacteriocinas, tienden a tener un espectro de accion limitado,
principalmente en bacterias Gram positivo. Sin embargo, algunas bacteriocinas,
especialmente ciertos péptidos antimicrobiano pueden presentar un espectro mas amplio
en contra de algunas bacterias Gram negativas, por lo que existe un marcado interés por
estudiar mas cepas de Bacteria Acido-LAacticas, para encontrar estas caracteristicas (26).
Las bacterias del acido lactico son capaces de producir una amplia gama de sintetizados
ribosomalmente proteinas y péptidos que tienen actividad antimicrobiana para competir
con otras bacterias de la misma especie ‘’espectro estrecho’ o para contrarrestar las
bacterias de otros géneros espectro. Las bacteriocinas se clasifican considerando sus

propiedades bioguimicas y a sus caracteristicas genéticas (27) (28) (29).
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e Clase I. Lantibidticos: Estos son péptidos activos que ejercen su accién en la
membrana citoplasmatica, se distingue por la presencia aminoacidos poco comunes
en sus secuencias proteicas, como dihidroalanina, R-metillantionina y lantionina,
esto se forma mediante una alteracion posterior a la traduccién surge como resultado
de la deshidratacion de los aminoacidos treonina y serina, a los que posteriormente se
afiaden atomos de azufre, provenientes de la cisteina a los dobles enlaces de los
deshidroaminoacidos. La nisina representa un ejemplo caracteristico de bacteriocina
perteneciente a esta categoria (30).

e Clase Il. No lantibioticos. Estas bacteriocinas se distinguen por la presencia de
aminoacidos que comunmente se encuentran en las proteinas, su peso molecular

puede variar, y dentro de este grupo se han identificado tres subclases (31).

a) Subclase Ila. Se refiere a péptidos con actividad antagonista hacia Listeria,
comparten una secuencia en la region N-terminal TGNGVXC, Ejemplos
representativos de esta categoria incluyen la sakacina P y la pediocina PA-
1.

b) Subclase 11b: Se refiere a péptidos que inducen la formacion de poros en la
membrana citoplasmatica y estan compuestos por dos péptidos distintos.
La presencia de ambos péptidos es crucial para lograr una actividad
antimicrobiana efectiva. En este grupo se han caracterizado a la
lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.

c) Subclase llc: Incluye péptidos pequefios no modificados que exhiben
termoestabilidad y son transportados mediante péptidos lideres. En esta
clasificacion solo se han registrado las bacteriocinas, como la divergicina

Ay la acidocina B.

e Clase Ill. Las bacteriocinas identificadas en esta clasificacion incluyen la
acidofilicina A, las lacticinas Ay B y las helveticinas J y V. Se distinguen por tener

un peso molecular a 30 kDa (32).
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2.4.1. MECANISMOS DE ACCION DE LAS BACTERIOCINAS DE BAL
(BACTERIAS ACIDO LACTICAS)

La gran mayoria de las bacteriocinas producidas por las Bacterias Acido-Lécticas ejercen
su accion inhibitoria sobre el crecimiento bacteriano al inducir la formacion de poros en
la membrana celular, lo cual comienza con la atraccion de las bacteriocinas hacia la
bacteria objetivo mediante fuerzas electrostaticas, dicha atraccion se origina por la carga
positiva de las bacteriocinas que interacciona con los fosfolipidos de la membrana
bacteriana los cuales presentan carga negativa. Ademas, la naturaleza antipatica de las
bacteriocinas facilita su distribucion a lo largo de la superficie de la membrana celular
bacteriana (33) (34).

La unién de bacteriocinas con bacterias objetivo se produce a través de interacciones
electrostaticas entre la region N-terminal hidrofilica de la bacteriocina y la superficie polar
de la membrana celular. Una vez unida la bacteriocina a la bacteria, la region C-terminal
hidrofébica penetra hacia el interior no polar de la membrana celular, los poros formados
permiten el paso de moléculas desde el interior de la bacteria hacia el exterior todas estas
moléculas incluyen iones K, ATP, aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular, estas
consecuencias se traducen en la disminucion del potencial de membrana y en la escasa
disponibilidad de las reservas energéticas de la célula, lo que conlleva a la disminucion de
la sintesis de ADN, ARN y proteinas. Estas disminucion de la sintesis de proteinas
provoca la muerte de la célula (23) (34) (35).

Las bacteriocinas de clase I, como la nisina son péptidos de bajo peso molecular (<5 kDa)
que tienen estructura anfipatica. Esto significa que tienen una region hidrofilica y una
region hidrofébica. La region hidrofilica de la bacteriocina se une a la superficie polar de
la membrana celular de la bacteria diana. La region hidrofobica de la bacteriocina penetra
hacia el interior no polar de lamembrana celular. Esta penetracion de la region hidrofobica
puede provocar la formacion de poros en la membrana celular. Los poros permiten el paso
de moléculas desde el interior de la bacteria hacia el exterior. Ademas de la formacion de
poros, los bacteriocinas de clase | también puede unirse al lipido I, principal
transportador de las subunidades de péptidoglicano, esta unién impide la formacion de la
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pared celular, provocando su despolarizacion y con ello la muerte, por otro lado, las
bacteriocinas de clase 111, como la lisostafina, son péptidos que acttan directamente en la
pared celular de las bacterias diana Gram positivas, la unién de la lisstafina provoca la
hidrolisis del enlace beta-1,4 entre las subunidades de peptidoglicano, conduciendo a la

lisis de la pared celular conduciendo a la muerte de la bacteria (23) (32) (34) (36).

24.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE BACTERIOCINAS CONTRA
PATOGENOS PRESENTES EN QUESOS
Las Bacterias Acido-Lacticas pueden producir una amplia gama de compuestos
inhibidores para reducir la invasion de patogenos. Estos incluyen Péptidos
Antimicrobiales como bacteriocinas, acidos organicos como el acido l4ctico, etanol,

diacetilo, diéxido de carbono y peroxido de hidrogeno (37).

En la actualidad, los péptidos antimicrobiales como la nisina y pediocina PA-1 (producida
por fermentacion con Pediococcus acidilactici) que son bacteriocinas debido a su
capacidad de conservacién son atractivas para el uso en la industria de alimentos,
resaltando su capacidad para disminuir el conteo de Staphylococcus aureus en queso
fresco sin afectar las propiedades fisicoquimicas y caracteristicas sensoriales (38) (39)
(40).

El contenido de grasa en el queso puede afectar negativamente la actividad antimicrobiana
de la nisina. Esto se debe a que la nisina es una molécula anfipatica, lo que significa que
tiene una regién hidrofilica y una region hidrofdbica. La region hidrofilica se une a la
superficie polar de la membrana celular de la bacteria, mientras que la region hidrofdbica
penetra hacia el interior no polar de la membrana celular. El contenido de grasa en el queso
puede competir con la nisina por los sitios de union en la membrana celular de la bacteria.
Esto puede reducir la cantidad de nisina que puede unirse a la bacteria y, por lo tanto,
reduce su actividad antimicrobiana. Sin embargo, el NaCl puede ayudar a aumentar la
actividad antimicrobiana de la nisina. Esto se debe a que el NaCl puede ayudar a

estabilizar la estructura de la nisina y hacerla menos susceptible a la degradacion por los
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lipidos. En base a lo anterior, algunos estudios se han enfocado en el desarrollo de
estrategias que permitan aumentar la actividad de las bacteriocinas. Una de estas
estrategias es la encapsulacion de las bacteriocinas. La encapsulacion puede ayudar a
proteger las bacteriocinas de la degradacion por los lipidos y otros factores. Por ejemplo,
un estudio encontrd que la nisina Z encapsulada en forma de liposomas fue eficiente para
inhibir el crecimiento de Listeria innocua en queso Cheddar. Otro estudio encontrd que la
nisina encapsulada en forma de liposomas fue eficiente para inhibir el crecimiento de
Listeria monocytogenes en queso fresco Minas. Otra estrategia para aumentar la actividad
de las bacteriocinas es el uso de tratamientos fisicos. Un estudio encontré que el
tratamiento con alta presion hidrostatica aplicado en quesos para la inactivacion de esporas
de Bacillus cereus fue mas eficiente cuando se incluyo nisina como agente antimicrobiano.
Estos estudios sugieren que el desarrollo de estrategias para aumentar la actividad de las
bacteriocinas puede ser una forma efectiva de controlar el crecimiento de bacterias
patogenas en alimentos. (41) (42) (43) (44).

La actividad antimicrobiana de la nisina también ha sido probada en suero de queso. Los
resultados de los estudios han sido positivos, mostrando que la nisina es eficaz para inhibir
el crecimiento de bacterias patdgenas en el suero de queso. En un estudio, la adicion de
nisina en la elaboracion del queso Feta redujo el conteo de Listeria monocytogenes en un
80%. La nisina también modificé la flora microbiana normal del suero, favoreciendo el
crecimiento de bacterias beneficiosas, como los lactobacilos. En otros estudios, se ha
reportado que la aplicacion de bajas temperaturas, campo eléctrico pulsado y la aplicacion
de MicroGARDTM (cultivo lactico pasteurizado como bio-protector natural) también
favorecid la accién antimicrobiana de la nisina contra Listeria inocua en suero de queso.
Las bajas temperaturas pueden ayudar a estabilizar la estructura de la nisina y hacerla mas
efectiva. EI campo eléctrico pulsado puede ayudar a permeabilizar la membrana celular
de las bacterias, lo que facilita la accién de la nisina. MicroGARDTM es un cultivo lactico
pasteurizado que produce bacteriocinas y otras sustancias con propiedades
antimicrobianas. Estos estudios sugieren que la nisina es una herramienta prometedora

para el control de bacterias patdgenas en el suero de queso. La nisina puede ser utilizada
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en combinacion con otros métodos de conservacion, como el frio, el calor o los
tratamientos fisicos, para mejorar la seguridad y la calidad del suero de queso (45) (46)
(47) (48).

Tabla 2: Actividad Antimicrobiana de Bacteriocinas en Quesos (38) (32).

_ o _ Espectro de
Tratamiento Bacteriocina Tipo de queso o
inhibicion
Encapsulacion en . ]
) Nisina Queso fresco Minas | L. monocytogenes
liposomas
) =1. Enterocina Queso fresco y
Pelicula polimérica L. monocytogenes
416K1 suave
Encapsulacion en 3 ]
) Nisina Z Queso Cheddar L. innocua
liposomas
Bacteriocina libre + o )
Nisina Queso blanco L. innocua
calor
Bacteriocina libre Nisina Queso Minas S. aureus
Pelicula de e )
) i Nisina Queso L. innocua
caseinato de sodio
Bacteriocina libre Nisina Queso Minas S. aureus
Acido caprilico + o Queso fresco
] ] Nisina y L. monocytogenes
cinamaldehido Hispano
. K. rhizophila ATCC
Grasa + NaCl Nisina Queso
9341
Alta presion i~ B. cereus ATCC
) . Nisina Queso
hidrostatica 9139

2.4.3. PRODUCCION DE COMPUESTOS INHIBIDORES
Estos péptidos antimicrobiales llamados bacteriocinas producidas por las BAL (bacterias

Acido-Lacticas) suelen tener una desventaja la cual es carecer de aspectos citotoxicas y
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estan dotadas de funciones antagonicas, asi como de atributos beneficiosos adicionales.
Las bacteriocinas de las BAL estan emergiendo como una nueva ola de antibioticos con
potentes actividades in vitro e in vivo (49) (50) (51) (52) (53) (54) (55) (56) (57) (58).

A diferencia de los antibidticos tradicionales, las bacteriocinas de las BAL se dirigen a
especies especificas y no afectan a otras poblaciones dentro del mismo ecosistema. Se
sabe que las bacteriocinas LAB ejercen actividad bacteriostatica o bactericida frente a

organismos sensibles. Sus modos de accion han sido ampliamente investigados, pero no a
fondo (59) (51) (60) (61) (62).

2.5. SUERO LACTEO

El suero de leche es un subproducto lacteo con un alto valor nutricional, es una fuente de
proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas, minerales y lactosa. Las proteinas del suero
de leche son ricas en aminoacidos esenciales, incluyendo triptéfano, lisina y aminoacidos
azufrados. Estas proteinas tienen una calidad equivalente a las del huevo y no presentan
deficiencias en ninglin aminoacido, también una buena fuente de minerales, especialmente
potasio, calcio, fosforo, sodio y magnesio. También contiene vitaminas del grupo B, &cido

ascorbico y lactosa.

Las investigaciones recientes han revelado la diversidad de usos nutricionales del suero
de leche. Se ha demostrado que el suero de leche puede ser beneficioso para la salud de
los huesos, el sistema inmunoldgico, el sistema nervioso y la salud digestiva. Algunos
ejemplos especificos de los usos nutricionales del suero de leche incluyen a los
suplementos nutricionales estos se pueden utilizar para elaborar suplementos nutricionales
gue pueden ayudar a mejorar la salud y el rendimiento. Los alimentos funcionales se
pueden utilizar para elaborar alimentos funcionales que tienen beneficios para la salud.
Por ejemplo, el suero de leche se puede utilizar para elaborar yogur, bebidas deportivas y
otros alimentos que pueden ayudar a mejorar la salud dsea, el sistema inmunoldgico o la

salud digestiva, se puede utilizar también para elaborar alimentos para bebés que son
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nutritivos y faciles de digerir. El uso del suero de leche es una forma beneficiosa de utilizar
este subproducto lacteo. El suero de leche puede ayudar a mejorar la salud y el
rendimiento, y puede ser utilizado para elaborar una variedad de alimentos nutritivos (11)
(63).

2.5.1. CARACTERISTICAS DEL LACTOSUERO
El lactosuero es un liquido claro, de color amarillento o ligeramente verdoso translucido,
presenta un sabor ligeramente acido agradable, aunque es el subproducto mas abundante
que se produce en la industria lactea, sus caracteristicas lo hace que sea menos rentable en

el mercado (64).
2.5.2. TIPOS DE SUEROS

a) Suero Dulce

El suero de leche dulce se obtiene de la produccién de quesos mediante el uso de enzimas
proteoliticas 0 cuajo. Las enzimas proteoliticas son proteinas que pueden romper otras
proteinas. En la produccion de queso, la leche se calienta a una temperatura de entre 15y
50 grados Celsius. Luego, se agregan las enzimas proteoliticas o los cuajos estos actlian
sobre la caseina de la leche, fragmentandolas. Esto hace que las caseinas se desestabilicen
y precipiten. La precipitacion de las caseinas forma un coagulo de queso. El suero de leche
dulce es el liquido que queda despueés de que se ha formado el coagulo de queso. El suero
de leche dulce tiene un pH ligeramente acido, Esto se debe a que las enzimas proteoliticas

0 el cuajo también producen acido lactico (64) (65) (66).

b) Suero Acido
El suero &cido se genera mediante la precipitacion acida de la caseina. La precipitacion
acida de la caseina se logra disminuyendo el pH de la leche a un valor de 4.5 0 4.6. A este
pH se alcanza el punto isoeléctrico de la mayoria de las caseinas presentes; en este punto,
la carga eléctrica neta de la proteina es igual a cero, lo cual produce que la micela de
caseina se desestabilice y precipite, dejando en solucion solamente las proteinas de tipo
séricas (65) (66).
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2.6. COLIFORMES

2.6.1. BACTERIAS COLIFORMES COMO INDICADORES DE
CONTAMINACION FECAL
El grupo de microorganismos coliformes se considera un indicador considerable de
contaminacion fecal debido a que estos microorganismos viven en el tracto
gastrointestinal formando parte del microbiota del lugar, pueden encontrarse tanto en el
tracto intestinal del ser humano como de los animales homeotermos. Los microorganismos
coliformes comprenden un grupo heterogéneo de amplia diversidad en términos de género

y especie. Todos los coliformes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (67) (68).

2.6.2. ESCHERICHIA COLI
Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es una bacteria Gram
negativa, anaerobia facultativa con apariencia en forma de bastén, no forma esporas y
crece en un rango de pH 4.4 — 6.7, son parte natural de la microbiota intestinal tanto en
seres humanos como en animales homeotermos, y representan una de las bacterias
anaerobias facultativas méas abundantes en el intestino como en la heces fecales estas se
excreta diariamente, dentro de las heces podemos encontrar entre 108 -10° Unidades
Formadoras de Colonias “UFC” g™ de heces, y debido a sus caracteristicas, es uno de los
indicadores de contaminacion fecal mas utilizados actualmente. Entre las enterobacterias,
son la Unica especie que contiene la enzima R-D-glucuronidasa “GUD”, que degrada el
sustrato 4-metilumberiferil-3-D-glucurénico “MUG”, formando 4- metilumbeliferona.
Son bacilos tiene la capacidad de producir indol a partir de triptéfano, en 21 + 3ha 44 +
0.5 ©° C. Ademés, poseen la enzima R-D-galactosidasa “GAL”, que reacciona
positivamente en el ensayo del rojo de metilo y pueden descarboxilar el &cido L-glutamico,
aungue no son capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono o ni crecer en un

caldo con cianuro de potasio (69) (70) (67).
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Figura 3. Esquema general de las caracteristicas y composicion de la Escherichia Coli
(72).

2.6.3. PROBLEMAS RECURRENTES CON LOS COLIFORMES

Uno de los riesgos de que enfrenta la poblacion humana es el consumo de agua
contaminada con coliformes fecales y la mas comun de todas es Escherichia Coli que trae
consigo infecciones entéricas, diarrea y gases abdominales, aparte esto empeora mas por
el problema mundial de la resistencia a antibiéticos. En nuestro pais, Per( existe evidencia
de resistencia antimicrobiana en cepas comensales de Escherichia Coli en nifios
proveniente de zonas urbanas o periurbanas tales como en Moyobamba y Urubamba (72)
(73) (74) (75).

2.7. APLICACIONES DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS
En la industria alimentaria, farmacéutica, quimica y cosmética se ha investigado una
amplia variedad de aplicaciones del &cido lactico, todo este trabajo se enfocd a disminuir

los costes de produccion a través estudio de nuevos sustratos, nuevas tecnologias de
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fermentacion y separacion que facilitaran la labor en produccion y nuevos
microorganismos capaces de alcanzar altas concentraciones de acido lactico, con un alto
rendimiento y productividad ademas de este procedimiento de obtencion de &cido lactico
producen diferentes derivado como sales, ésteres, calcio y hierro que son ampliamente
utilizados en la industria alimenticia como acidulante y conservante, en la industria
guimica como solubilizador y agente controlador de pH , en la industria farmacéutica para
produccion de drogas, en la industria del plastico se aplica como precursor del acido
plilactico (APL), en la industria textil ayuda en el tefiido e impresion, en la industria
agropecuaria se utiliza como acidulante y en la alimentacion animal, en las curtiembres es
utilizado para remojar los cueros, en la industria de produccion de pinturas y resinas,
puede ser utilizado como solvente biodegradable entre otros. Todas estas aplicaciones de
las Bacterias Acido Lécticas ha aumentado considerablemente su demanda (22) (76) (77)
(78).

Las bacterias del &cido l4ctico tienen capacidades para modificar el entorno en el que se
han entregado, mediante la produccion de diferentes metabolitos entre los cuales se
encuentra una gran variedad de sustancias inhibidoras e incluso exclusion competitiva.
Cabe sefialar que los probidticos LAB pertenecen a diferentes especies
Lactobacillus (Lb.), Pediococcus (Ped.), Lactococcus (Lc.), Enterococcus (Ent.),
Streptococcus (Str.) y Leuconostoc (Leuc.). Sin embargo, las especies de
Lactobacillus siguen siendo las méas estudiadas y utilizadas. Los mecanismos de
inhibicién de patégenos por BAL-probidticos incluyen (I) produccion de compuestos
inhibidores, (1) prevencion de la adhesion de patégenos, (111) competencia por nutrientes,
(IV) modulacion del sistema inmunoldgico del huésped, (V) mejora de la digestibilidad
de nutrientes, conversion alimenticia y (V1) reduccion de la biodisponibilidad de las
toxinas (Figura 4) (79) (80).
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Figura 4. Mecanismos de inhibicion de patégenos por BAL-probidticos

(81).

2.7.1. MODULACION DEL SISTEMA INMUNE DEL HUESPED
Los estudios que se realizaron de las bacterias provenientes del acido lactico se describen
por sus capacidades para mejorar el sistema inmunoldgico animal, esto afecta
positivamente la respuesta inmune innata (propia del animal) y adaptativa al ayudar a
proteger de trastornos patdgenos. El sistema inmunitario innato induce una defensa
inmediata contra la infeccion, pero también activa una inmunidad adaptativa de larga
duracion. Los componentes del sistema innato reconocen los patrones moleculares
asociados con los patdgenos a traves de los receptores de reconocimiento de patrones
(RRP). El reconocimiento de estos patrones por RRP conduce a la induccion de respuestas
inflamatorias y defensas innatas del huésped. Varios tipos de células inmunitarias,
incluidos los granulocitos, los macréfagos, las CD vy los linfocitos T y B, participan en las
respuestas inflamatorias que estdn mediadas por varias citoquinas como las interleucinas
TNFo, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-15. Las respuestas antiinflamatorias/supresoras estan
mediadas por su parte por IL-10, IL-12 y TGFp. Las BAL tienen diferentes propiedades
inmunomoduladores asociadas con sus capacidades para inducir la produccion de
citoquinas, impactar la inmunomodulacion por respuestas inmunes innatas o
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adaptativas. Esas habilidades de inmunomodulacion se consideran un criterio crucial para
la evaluacion de probidticos, a través de varios mecanismos (82) (83) (84) (85) (86) (87)
(88) (86).

2.7.2. MEJORA DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA

Se ha demostrado que las cepas probidticas tienen efectos beneficiosos relacionados con
la funcion nutricional del epitelio intestinal. También mejoran la funcién de barrera
intestinal al estimular: (i) la produccion de moco antimicrobiano y péptido como las
defensinas, (I1) el aumento de las respuestas inmunitarias, (I11) la expresion y/o
localizaciones mejoradas de las proteinas de union estrecha, (IV) la prevencion de la
apoptosis de las células epiteliales y (V) la induccion de moléculas cito protectoras. En
pollitos, Lb. plantarum LTC-113 (1 x 10 ° CFU) puede regular las uniones celulares para
impedir la colonizacién de patdgenos como Salmonella (89) (90) (91) (92) (93) (94).

Ademas, otros componentes celulares del sistema inmunitario innato, como los monocitos
y los macréfagos, previenen la invasion de patdgenos al secretar citoquinas
proinflamatorias y moléculas citotoxicas. Las células Natural Killer (NK) producen
citocinas como el interferén (IFN-y) y diversas interleucinas (IL): IL-10, IL-3, etc. En
lechones al destete, la administracion de Lb. brevis ZLB004 (2 x 10 ° CFU/kg) de alimento
aumentd el nivel de IFN-y. Cepas de lactobacilos como L. fermento, L. salivario,
L. crispatus y L. gasserise ha informado que modulan positivamente el nivel de secrecién
de las interleucinas pro y antiinflamatorias IL-6, IL-8 e IL-10 para regular la inflamacion
y restaurar el equilibrio fisiologico de los animales productores de alimentos. La cepa de
L. acidophilus estimul6 las propiedades antiinflamatorias en lechones infectados con E.
coli enterotoxigénica (ETEC) cuando se administr6 a 1 x 108 UFC en la
alimentacion. Esta cepa también fue capaz de regular a la baja las citocinas
proinflamatorias IL-8 y TNF-a in vivo segin los experimentos con animales. La misma
tendencia en los niveles de IL-8 también se observé en carpas infectadas con Aeromonas
hydrophila (Cyprinus carpio Huanghe var.) cuando se alimentaron con 1 x 10 ' CFU
g/L L. delbrueckii. Por el contrario, la combinaciéna 1 x 10 * CFU cada uno/g de granulos
de alimentacion de Lactococus lactis BFE920 y L. plantarum FGL0O001 indujo un
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aumento de IL-8 e IL-6 en peces lenguado japonés infectados con Streptococcus iniae
y sostienen que las discrepancias en los efectos de inmunomodulacién se atribuyeron a las
cepas de Lactobacillus seleccionadas, su dosis y también a las condiciones de los
animales establecieron que L. delbrueckiia 1 x 10 7 UFC g/L aumentd los niveles de
citocinas antiinflamatorias IL-10 y TGF-B en el intestino y mejoré la inmunidad
de Cyprinus carpio Huanghe var. Infectado con A. hydrophila (95) (96) (62) (97) (98)
(99) (100) (101) (102) (103).

2.7.3. MEJORA DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

La respuesta inmunitaria adaptativa depende de los linfocitos B 'y T, que inducen una
respuesta especifica de antigeno. Asociacion de L. plantarum (1 x 10 'CFU/kg de
alimento) y Clostridium butyricum (1 x 10 ® CFU/kg de alimento) sobre el rendimiento
productivo y la funcién inmunolégica en pollos de engorde revelé el aumento de los
niveles de 1gG e IgA en pollos alimentados con estos probidticos beneficiosos. La
cepa, L. plantarum B2984 demostré estimular la produccion de inmunoglobulinas (IgM e
IgA) contra la infeccion por Salmonella en cerdos durante ensayos con animales
expuestos por via oral. La alimentacion de lechones con una cepa de L. ramnoso ATCC
7469, a una concentracion de 10 °® CFU/mL, previno la diarrea infecciosa aguda al
estimular el sistema inmunitario adaptativo para producir posteriormente un aumento en
la concentracion de células T CD3 +CD4 + CD8 -de la lamina propia. En pollo,
suplementar el alimento con 1 x 10°UFC/kg de L. acidophilus LA5 aument6 la
produccion de células T CD4 +, CD8 +y TCR1 + en el tracto Gl, pero también en la
sangre periférica. La administracion de 10 ° UFC/mL Lactobacillus spp. Podria activar
eficientemente la inmunidad de la mucosa en pollos al aumentar los niveles de IgA e
IgG. En terneros jovenes, se ha demostrado que la administracion de 1,85 x 10 " CFU/L
de especies de Lactobacillus mejora la ganancia de peso y la inmunocompetencia. En
resumen, se informé que las BAL mejoran la resistencia del huésped y el rendimiento de
la produccion, como se describe en la seccion "Rendimiento de la produccion™, al mejorar
la respuesta inmunitaria (104) (105) (106) (107) (108) (109).
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2.7.4. MEJORA DE LA DIGESTIBILIDAD DE LOS NUTRIENTES Y
CONVERSION ALIMENTICIA
La digestibilidad del alimento refleja la cantidad de alimento absorbido y la disponibilidad
de nutrientes utilizados para el crecimiento y reproduccién animal. Los probioticos BAL
mejoraron la digestibilidad de los nutrientes debido a sus actividades altamente
fermentativas. De hecho, pueden mejorar todo el proceso digestivo, la utilizacion
metabdlica de nutrientes y mejorar la eficiencia del alimento mediante la produccion de
enzimas digestivas (p. ej., amilasas, quitinasas, lipasas, fitasas, proteasas) o simplemente
generando &cidos grasos Vvolatiles y vitaminas B: riboflavina, biotina, vitamina
B12. Ademas, los probidticos-BAL pueden modificar indirectamente el microsistema intestinal
ayudando en la asimilacion de nutrientes a través de la activacion de las células inmunitarias del

huésped y aumentando la cantidad de anticuerpos que conducen a una mejora del bienestar animal
(110) (1112) (37) (112) (113) (114).

2.7.5. REDUCCION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE TOXINAS
Los efectos protectores de los probidticos de las BAL pueden resultar en la inhibicion de
la expresion de toxinas en los patdégenos. También se informé que las BAL pueden
constituir barreras naturales contra las micotoxinas consideradas como compuestos
potencialmente dafiinos para los animales. Varios investigadores informaron
que L. plantarum, L. acidofilo, L. paracasei y Ent. faecium podria mitigar el efecto de las
aflatoxinas para mejorar la salud humana y animal (37) (83) (115) (116) (117) (118) (99).

Estos microorganismos actlan como una barrera biologica en el tracto intestinal,
disminuyendo la disponibilidad de micotoxinas ingeridas y neutralizando sus efectos
adversos. Las capacidades desintoxicantes de las BAL estdn asociadas con sus
capacidades para unir y secuestrar micotoxinas, o que aumenta su excrecion por el
sistema digestivo en las heces. Las micotoxinas pueden unirse a la superficie bacteriana
viable y no viable mediante la adhesién a sus componentes de la pared celular, y la
aflatoxina B1 (AFB1), por ejemplo, se uni6 a las BAL mediante interacciones no
covalentes. Se han realizado pruebas encaminadas al control de micotoxinas
con L. casei DSM20011, L. casei Shirota, L.rhamnosus LGG 'y LC 705,
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Lb. acidophilus 24, y L. plantarum L. breve, L. sanfranciscensis, en las cuales sugirieron
qgue la union a las micotoxinas, particularmente a la ocratoxina, se atribuyd a las
propiedades hidrofdbicas de la pared celular, y también a las interacciones donador-
aceptor de electrones y acido-base de Lewis.Las BAL tienen mecanismos
antimicotoxinas adicionales basados en un estudio realizado en ratones en los que la dieta
se complementd con L. plantarum C88 (1 x 10 ¥ UFC/mL). Esta suplementacion debilitd
el estrés oxidativo inducido por la aflatoxina AFB1. Asimismo, esta cepa disminuyo la
peroxidacion lipidica en suero e higado debido al dafio hepético causado por la toxicidad
de AFB:1. Las LAB producen exopolisacaridos, que son compuestos importantes capaces
de inhibir las toxinas bacterianas para las interacciones entre L.rhamnosus GG
contra Bacillus cereus. Se han informado otros mecanismos que incluyen la disminucién
del pH y el blogueo de QS durante la coexistencia de C. perfringens tipo A y BAL,
particularmente L. acidophilus CGMCC 11878 vy L. fermentum CGMCC12029 (119)
(120) (121) (122) (123) (124) (125) (126) (127).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

CAPITULO Il1lI

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

3.
3.1.

MATERIALES Y METODOS
MATERIALES

3.1.1. Muestras y/o unidades bioldgicas:

Heces de animal bovino.

DE SANTA MARIA

Lactosuero proveniente de la Asociacion de Productores Agropecuarios Majes —

ASPAM.

3.1.2. Material de laboratorio:

Guantes.

Asa de Kohle.

Matraz de 100 ml.
Bureta.

Frascos de laboratorio.
Micropipeta de 1000 ul.
Micropipeta de 5 - 50 ul.
Puntas.

Probeta.

Mechero.

Placas Petri

Tubos de Ensayo

Tubos Falcon.

3.1.3. Insumos y reactivos quimicos:

Agua destilada.

Agar M.R.S Agar Man, Rogosa y Sharpe (Pronadisa).

Agar Mac Conkey.
Agar Mac Conkey Sorbitol. (HIMEDIA)
Agar Muller Hinton
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Bateria de Tincion Gram
Agar T.S.1.

Azul de tetrazolio

3.1.4. Equipos e instrumentacion:

Incubadora (BIOBASE).

Autoclave (BOECO).

Campana Extractora (Frontier Acela)
Balanza digital (Sartorius).

Vernier
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3.2. METODOLOGIA.

3.2.1. DETERMINAR LA [IDENTIDAD TAXONOMICA DE LAS
BACTERIAS  ACIDO LACTICAS PROVENIENTES DE
LACTOSUERO RESIDUAL.

Para determinar la identidad taxondmica se caracterizaron las colonias provenientes del
lactosuero, aisladas en agar MRS, se realizaron pruebas de catalasa, resistencia a pH,
resistencia a diferentes temperaturas, coloracion de Gram y pruebas bioquimicas

convencionales descritas en el siguiente flujograma.

Colonies grown on MRS culture plates

(-) Gas production from glucose (+)

(C) Gram reaction (R) (C) Gram reaction (R)
(+) Catalase (-) Leuconostoc/
v v Weissella
Brochothrix/ Homof.
Homof. Lactobacillus  Lactobacillus (L) Lactic acid (D / DL)
(+) Tetrad formation (-) ‘ isomer ‘
v v (+) Growth at (-) Heterof.
(+) Growth in (-) (-) Growth at 10°C (+) ‘ pH4.5 ‘ Lactobacillus/
‘ 18% NaCl l * ‘ Weissella
’ Heterof. Carnobacterium
Tetragenococcus Streptococcus () Growth at 45°C (+) I acrobacillus
(+) Growth at pH 4.4 (-) v
# * Vagococcus/ Enterococcus
Pediococcus Aerococcus ~ Lactococcus

Figura 5: Diagrama de flujo para la identificacion de géneros de Bacterias Acido-
Lécticas por caracteristicas fenotipicas. C: cocos; R: varillas; (-): negativo; (+): positivo;
L, Dy DL: isémeros (128).

3.2.1.1. Aislamiento de las Bacterias Acido-Lacticas de lactosuero residual

Antes de tomar de la muestra de suero de leche se debera asegurar la disponibilidad
de todos los equipos, materiales y reactivos que se utilizaran, tanto los equipos e
instrumentos que se utilizard en el procedimiento de muestreo, tantos los

instrumentos como el procedimiento tienen que estar en condiciones de limpieza, sin
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particulas himedas y esterilizacion antes de proceder a la toma de la muestra
destinada al analisis fisicoquimicos y microbiologicos.

Para esterilizar se debe usar uno de los métodos siguientes:

o Esterilizacion por medio de secado a la estufa a una temperatura de 175 ° C, durante
minimo 30 minutos.

e Esterilizacion por medio de la utilizacion de la autoclave a 121 ° C de temperatura,
15 Ibs de presion por 15 minutos.

e Para la esterilizacion del material se sumergira en una solucion de etanol al 70%
(VIv).

e Flameando a Ilama directa del mechero buchner las superficies que tendran
contacto las muestras.

e Ignicion con etanol de 96% (v/v) de las superficies que tendran contacto con las
muestras.

e Sumergiendo los materiales en una solucidn desinfectante de amonio cuaternario.
La seleccion del método de esterilizacion dependera de las caracteristicas como la
forma y tamafio del instrumento, asi como en las condiciones de la toma de la
muestra. No se guardaran materiales esterilizados por periodos superiores a dos
semanas, transcurrido este tiempo se debera someter nuevamente a esterilizacion

antes de su uso (129).

Se realiz6 la recoleccion del suero de leche proveniente de la Asociacion de
Productores Agropecuarios Majes — ASPAM. Considerando que las muestras de
lactosuero pueden contaminarse mediante corrientes de aire, fumar, hablar mientras
se realice este proceso, por ello se debe evitar en lo m&s minimo estos incidentes. La
recoleccion de la muestra de lactosuero se dio en frascos limpios y/o esterilizados de
borosilicato el cual fueron cerrados herméticamente para evitar la contaminacién por
ultimo los frascos fueron etiquetados, rotulados o marcados con la identificacion de
la muestra. Posteriormente se mantuvo las muestras refrigeradas a una temperatura

entre (2 a 8) °C hasta la llegada al laboratorio, las muestras no deben congelarse
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porque de ser asi los microorganismos sufriria una ruptura celular por las bajas

temperaturas y se perderia la muestra.

Posterior a la toma de muestra, en el laboratorio se aisl las bacterias Acido-Lacticas,
se agregd 50 ml de muestra de lactosuero en un matraz de 250 mL, el cual fue
incubado a 37 °C por 48 horas, en un tubo de ensayo de 100 mL con medio MRS
liquido se inoculo 1 mL de la muestra de lactosuero incubada y se llevo a incubar en
ambiente anaerdbico por 48 horas. Posteriormente los microorganismos se
sembraron en placas con agar MRS extendiéndolo con un asa de khole por estria
sobre la superficie del agar luego las placas se sellaron con parafilm para evitar su
contaminacion e incubaron a 35 °C en una atmosfera anaerobica, durante 48 horas
(130) (131).

Finalmente se identifican los microorganismos que crecieron en las placas
observando su morfologia y posteriormente, cada microorganismo, que se identifico,
se aislo en diferentes placas con Agar MRS para que crezcan independientemente y

asi poder repicar hasta tener una cepa pura.

3.2.1.2. Crecimiento de colonias en Agar M.R.S.

El medio de cultivo M.R.S fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, la cual por
su formulacion permite el adecuado desarrollo de lactobacilos y otras bacterias acido-
lacticas a partir de muestras clinicas y alimentos (especialmente productos lacteos)
es por ello que se utilizé para el aislamiento identificacion de Bacterias Acido-

Léacticas nativas del lactosuero (132).

3.2.1.3. Fermentacion de glucosa para la produccién de gas.
Se preparé medio T.S.1. donde su Unica fuente de carbohidratos fuera la glucosa y se
realiz6 en tubos de ensayo donde el medio estaria en forma inclinada, se sembré y

tapo con un algodon y gasa los tubos de ensayo para que no salga el gas que se
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producira en la fermentacion del medio si el agar se rompe en el tubo de ensayo

entonces el microorganismo sera positivo a produccién de gas.

3.2.1.4. ldentificacién macroscopica y microscopica de los microorganismos
aislados.

Primero se identific a las colonias aisladas en medio M.R.S segun su forma, a simple
vista se seleccion0 las colonias que se diferenciaban una de otras, repico cada colonia
por separado en medios M.R.S. Para poder identificar la forma y estructura de cada
microorganismo aislado en los medios M.R.S se realizé una tincion gram, la cual
cada muestra se colocé en un portaobjetos limpio agregando una gota de agua
destilada, posteriormente se tomd una parte de una colonia de muestra a analizar con
la ayuda de un asa de siembra, mezclando con la gota de agua destilada, dejando
secar y fijando con la flama de un mechero. Se cubri6 con la solucion de cristal
violeta durante 1 min, hasta que se seque el colorante y lavar ligeramente con agua,
posteriormente se aplico la solucion de yodo durante 1 minutos, se desecho y lavo
con agua. Con el portaobjetos inclinado, se agreg6 gota a gota la solucién de alcohol-
cetona y se mantuvo por unos segundos, se lavo con agua. Por ultimo, cubrir con
safranina durante 10 a 20 segundos. Desechar el colorante y lavar con agua.
Posteriormente se podrad observar la forma del microorganismos que se identifico
(133).

3.2.1.5. Crecimiento a temperaturas de 10 °C y 45 °C.

Cada especie o cepa de bacterias tiene una temperatura basal diferente, por lo que la
temperatura optima de una bacteria puede ser mas alta que la temperatura maxima de
otra bacteria o inferior a la temperatura minima de una tercera bacteria. Dependiendo
del rango de temperatura en el que puedan crecer las diferentes Bacterias. Se cultivo
bacterias en medio M.R.S. en una incubadora, a temperaturas 10 °C y 45 °C.

3.2.1.6. Prueba para saber el tipo de isomero del Acido Lactico producido por

una bacteria acido-lactica
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Las bacterias lacticas fueron caracterizadas por la produccion de diferentes isomeros
del &cido lactico mediante la fermentacion de la glucosa, este tipo de bacterias pueden
producir &cido lactico L (+) o D (-), o la mezcla racémica de ambos DL. La
determinacion de isomeros del &cido lactico se realiz6 siguiendo la metodologia
basada en una reaccion de éxido-reduccion enzimatica estereoespecifica catalizada
por la enzima lactato-deshidrogenasa, esta enzima oxida el lactato en piruvato
reduciendo simultdneamente el isémero L (+) a D (-) a una forma NAD (NADH),
produciendo una reaccion de acople pues reduce el azul de tetrazolio en presencia de
diaforasa. El azul de tetrazolium es una sal que se reduce formando un compuesto
insoluble azulado entonces con este método, utilizando el D (-) es posible diferenciar
las cepas productoras de acido lactico D (-) de las que producen los dos tipos de acido
lactico (DL) por la aparicién de un halo azulado mas intenso; las cepas productoras
exclusivamente del isomero L (+) se distinguen por la ausencia de color (134).

3.2.1.7. Tolerancia a pH 4.5.
Se sembraron en medio M.R.S. ajustado con HCI 1 N a un pH de 4.5 para ver si el

microorganismo crecia en un ambiente de pH bajos.

3.2.2. SUSTANCIAS INHIBITORIAS SIMILARES A LAS
BACTERIOCINAS EVALUANDO EL EFECTO INHIBITORIO DE
LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS NATIVAS DEL LACTOSUERO
SOBRE ESCHERICHIA COLL.
El ensayo de difusion en disco en agar se utilizo para detectar cepas de Bacterias
Acido-Lacticas productoras de SISB sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas.
La cepa indicadora fue una coliforme fecal, especificamente la Escherichia coli la
cual se aislo de estiércol bovino en Agar E.M.B. durante 24 h a 37 °C se repico en
Agar MacConkey Sorbitol especifico para Escherichia Coli durante 24 ha 37 °C. La
densidad microbiana de cada cepa indicadora se ajusté a 107 UFC/ml y cultivadas en

placas de agar Mueller Hinton (AMH).
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Cada una de las 3 cepas provenientes de lactosuero residual, previamente identificada
como Bacterias acido-lacticas, se cultivaron en caldo M.R.S. durante 24 h en
condiciones anaerobicas a 37 °C. Se tomd 10 mL de la alicuota del caldo y se llevo
a pH 3.5 con écido clorhidrico a 5N para evitar la adsorcion de moléculas y calentar
a 78 °C en bafio maria por 5 minutos con el fin de Inactivar las proteasas,
posteriormente se filtrd a través de membranas de filtro de poro de 0,22 um. La
alicuota filtrada se centrifug6 a 3500 rpm a 4 °C por 3 minutos para liberar de células
luego se traspaso a otro falcon y se ajustd a pH 6 utilizando NaOH 1,0 N por Gltimo
para eliminar el perdxido se traté con 1 mg/mL un tratamiento con catalasa (Sigma-
Aldrich) a 37 °C por dos horas para eliminar la posible accion inhibitoria de H202.
Los discos de papel filtro de 9 mm de diametro se colocaron en cada placa de agar
sembrada con la cepa indicadora (Escherichia Coli). En cada disco, se afiadieron 60
pL del Sobrenadante libre de células (SLC) neutralizado tratado con catalasa de un
aislado de Bacteria Acido-LActica aislada del lactosuero, y las placas se incubaron
durante 12 h a 37 °C en condiciones 37 % de humedad disponible, si se ve la
formacién de halos de inhibicion es que la bacteria que se hizo la prueba es
productora de SISB sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas (135) (136).
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Figura 6: Flujograma del proceso obtencién de suero libre de células de las BAL y
el ensayo de difusion en disco de agar se utiliz para detectar cepas de Bacterias

Acido-Lacticas productoras de sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas.
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3.2.3. DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE
LAS SUSTANCIAS INHIBITORIAS SIMILARES A LAS
BACTERIOCINAS PROVENIENTES DE LAS BACTERIAS
ACIDOLACTICAS NATIVAS SOBRE ESCHERICHIA COLL.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de las bacterias las
cuales se pudo detectar que son productoras de SISB Sustancias Inhibitorias
Similares a las Bacteriocinas se realizaron la misma prueba de ensayo de
difusion en disco en agar. La cepa indicadora fue una coliforme fecal,
especificamente la Escherichia coli la cual se aislo de estiércol bovino en
Agar E.M.B. durante 24 h a 37 °C se repico en Agar MacConkey Sorbitol
especifico para Escherichia Coli durante 24 h a 37 °C. La densidad
microbiana de cada cepa indicadora se ajusté a 107 UFC/ml y cultivadas en
placas de agar Mueller Hinton (AMH).

Las cepas de Bacterias Acido-Lécticas previamente identificadas como
productoras de SISB Sustancias Inhibitorias Similares a las Bacteriocinas se
cultivaron en caldo M.R.S. durante 24 h en condiciones anaerdbicas a 37 °C.
Se tom6 10 mL de la alicuota del caldo y se llevé a pH 3.5 con acido
clorhidrico a 5N para evitar la adsorcién de moléculas y calentar a 78 °C en
bafio maria por 5 minutos con el fin de Inactivar las proteasas, posteriormente
se filtr a través de membranas de filtro de poro de 0,22 um. La alicuota
filtrada se centrifugo a 3500 rpm a 4 °C por 3 minutos para liberar las células
luego se traspaso a otro falcon y se ajusto a pH 6 utilizando NaOH 1,0 N para
volver a pH neutro, se tratd con 1 mg/mL un tratamiento con catalasa (Sigma-
Aldrich) a 37 °C por dos horas para eliminar la posible accion inhibitoria de
H202.

Se hizo diluciones seriadas a 1/10 de la muestra diluyendo con suero
fisiolégico tomando 1 mL de la muestra depositandolo en un tubo de ensayo
y se lleva a un volumen de 10 mL con suero fisiolégico, esta accion se hara
lo mismo en diferentes tubos de ensayo por lo menos 3 veces mas hasta tener
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5 tubos de ensayos con concentraciones al 100 % y 4 diferentes
concentraciones diluidas, como se muestra en la tabla 3.

Los discos de papel filtro de 9 mm de didmetro se perforaron en cada placa
de agar sembrada con la cepa indicadora (Escherichia Coli). En cada disco de
papel filtro, se afiadieron 60 pL con la solucion respectivamente diluida de
Sobrenadante libre de células (SLC) de un aislado de Bacteria Acido-Léactica
aislada del lactosuero, y las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C en
condiciones 37 % de humedad disponible y 0.5 CO2 disponible, esta
actividad se hard por triplicado dependiendo de la dilucion que se hizo
previamente con la solucién de sobrenadante libre de células (véase tabla 3
para mas detalle). La zona de inhibicion (ZI) producida por las cepas de BAL
se midié en mm con un vernier, las cepas que mostraron resultados positivos
(Z1) se consideraron productoras de Sustancias Inhibidora similar a
Bacteriocina SISB (135) (136).

La actividad de las sustancias inhibidoras similares a las bacteriocinas (SISB)
se determind mediante el ensayo de difusion de disco de agar utilizando
sobrenadantes de cultivo libre de células. Las alicuotas de los sobrenadantes
se colocaron en discos de papel filtro (9 mm de didmetro) en placas de agar
Muller Hinton enfriado (15 ml) previamente sembradas con un coliforme
fecal que es la Escherichia coli O157:H7 (107 UFC/ml) en crecimiento
activo. Las placas se incubaron a 37 o C durante 8 horas para el crecimiento
de los microorganismos. A las 8 horas se midieron los didmetros de las zonas
de inhibicion del crecimiento y se definio la actividad antimicrobiana de
sustancias inhibidoras similares a las bacteriocinas (SISB) como AU
(expresada en mm?/mL), que es la unidad de area de la zona de inhibicion por
unidad de volumen. La actividad de las sustancias inhibidoras similares a las
bacteriocinas (SISB) se calculd utilizando la ecuacién: (137).

_ Lz-Ls

Actividad (SISB) = (%) = 1=

Donde;
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Lz = area de zona libre (mm?)
Ls = &rea del disco (mm?)

V = volumen de muestra (mL)

Tabla 3. En la siguiente tabla de Diluciones seriadas que se utiliz6 para la prueba del efecto
Inhibidor de las bacterias acido-lacticas sobre e.coli se puede notar como desde el recipiente
Madre se mezcla con el tubo 1y luego del tubo 1 al tubo 2 y asi consecutivamente hasta

llegar a la solucidn que se necesite.

Cantidad Cantidad Dilucion Porcentaje de
de solucion | de suero Obtenida concentracion
madre fisiol6gico
Recipiente 10 0ml 0 100 %
madre

Tubo de 1mL 9mL 1/10 1/10 de 100% = 10%
ensayo 1
Tubo de 1mL 9mL 1/100 1/100 de 100% = 1%
ensayo 2
Tubo de 1mL 9mL 1/1000 1/1000 de 100% = 0.1%
ensayo 3
Tubo de 1mL 9mL 1/10000 | 1/1000 de 100% = 0.01%
ensayo 4

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

CAPITULO IV
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4. RESULTADOSY DISCUSION
4.1. DETERMINAR LA IDENTIDAD TAXONOMICA DE LAS BACTERIAS
ACIDO LACTICAS PROVENIENTES DE LACTOSUERO RESIDUAL.

4.1.1. AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS DE
LACTOSUERO RESIDUAL

El agar M.R.S. se utiliza como medio de cultivo solido selectivo, utilizado para
el aislamiento y recuento de bacterias acido lacticas, especialmente del género
Lactobacillus, siendo especifico para este proposito (132).
Transcurrido una semana del crecimiento del cultivo a 37 ° C se observaron
colonias como en la figura 6, de las cuales se aislé 3 cultivos en placas de Agar
M.R.S, las que se nombraron con el rétulo de “’L1, L2 y L3”’, los cultivos se
diferenciaron a simple vista, segun sus caracteristicas macroscépicas. Las
colonias aisladas presentaron caracteristicas macroscopicas mas pequefias
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos descritas por
Boone et al 2001 (7) con respecto a las colonias que presentaban tamafios mas
grandes y forma de ovoide en forma de limén, piriforme, cilindrica, triangular,
e incluso alargada formando un verdadero micelio pertenecientes al género de
las levaduras. Luego de su incubacion a las 48 horas se realiz6 sus respectivas
pruebas macroscopicas y microscopicas para poder verificar la especie de

bacteria que se encontraba en la muestra de suero lactico.
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Figura 7. Colonias observadas en el cultivo de agar MRS.

4.1.2. PRUEBAS MACROSCOPICAS

Cada colonia fue aislada en medios M.R.S. por separado, hasta tener una cepa pura
de cada colonia, se observaron sus caracteristicas macroscopicas a simple vista de 3

colonias diferentes:

Figura 8. En el cultivo de la muestra L1 se observan colonias pequefias y esparcidas por
el medio por estria, lisas de borde uniforme, de color crema, blanco u opacos.
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Figura 9. En el cultivo de la muestra L2 se observan colonias grandes y esparcidas por
el medio por estria, papilada, rizoide y de borde redondeado, de color blanco.

Figura 10. En el cultivo de la muestra L3 se observan colonias grandes y esparcidas por
el medio por estria, planoconvexa, rizoide y de borde ondulado, de color blanco cremoso
y beige.

Durante la incubacion de las cepas en medio s6lido M.R.S. (Man, Rogosa y Sharpe) se
pudo observar el crecimiento de las cepas segln la estria que se hizo en la placa, cuyas
caracteristicas macro morfologicas eran semejantes a las bacterias acido lacticas, todas
estas caracteristicas descritas por G, Boone et en su libro BERGEY’S MANUAL OF
Systematic Bacteriology (9).
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4.1.3. PRUEBAS MICROSCOPICAS

4.1.3.1. TINCION GRAM

Se realizé una tincion Gram en las 3 cepas provenientes de lactosuero que se aislaron
en Agar M.R.S y posteriormente se purificaron, las cuales se observaron en un
microscopio. Las 3 bacterias se presentaron como bacilos y cocos Gram-positivos, de
borde redondeado, con una disposicién en cadena o individuales. Las caracteristicas
morfoldgicas evidenciadas en microscopio, fueron reportadas como propias del grupo
de BAL descritas por G, Boone et en su libro BERGEY’S MANUAL OF Systematic
Bacteriology (9).

4 by }
’ B, .| X100
Figura 11. En el cultivo de la muestra L1 se observaron pequefios Cocos, Gram positivo
de una de las cepas aisladas del lacto suero residual.
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Figura 12. En el cultivo de la muestra L2 se observaron bacilos largos, Gram positivo
de una de las cepas aisladas del lacto suero residual.

Figura 13. En el cultivo de la muestra L3 se observaron bacilos pequefios, Gram
positivo de una de las cepas aisladas del lacto suero residual.
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4.1.4. CARACTERIZAR BACTERIAS ACIDO LACTICAS MEDIANTE
PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

4.1.4.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

4.1.4.1.1. FERMENTACION DE GLUCOSA PARA LA PRODUCCION DE
GAS.

Las bacterias inoculadas en los medios T.S.I. presentaron reaccién a las 48 horas,
dando como resultado que el cultivo de la muestra L1, no presentd ruptura en el
medio de cultivo, a comparacion de los cultivos de las muestras L2 y L3 que, si,
presentaron ruptura en el medio de cultivo en la parte inferior del tubo de ensayo, lo
que significa que el cultivo L1 no es productora de gas mientras que los cultivos L2
y L3 si son productoras de gas porque hubo consumo del carbohidrato (glucosa) en
el medio. Los resultados se siguieron segun descritos por Lehman D. en el protocolo
Triple Sugar Iron Agar Protocols (138).

4.1.4.1.2. PRUEBA PARA SABER EL TIPO DE ISOMERO DEL ACIDO
LACTICO PRODUCIDO.

Las bacterias lacticas de los cultivos de la muestra L2 y L3 fueron caracterizadas por
la produccion de diferentes isomeros del acido lactico mediante la fermentacion de
la glucosa, debido a que presentaron una produccién de gas positiva.

Las cepas reaccionaron al azul de tetrazolio mostrando diferenciacién en los
resultados, mientas que la cepa de la muestra L2 dio como resultado ninguna
coloracion dando a entender que esta cepa es exclusivamente productora de acido
lactico con isomero L (+). La cepa de la muestra L3 dio como resultado una
coloracion un halo azulado tenue dando a entender que esta cepa es productora de
dos tipos de acido lactico con isdbmero (D/L), esto ayudo a identificar el género de la
cepa como Lactobacillus Heterofermentativo. Esta prueba se realizé siguiendo la
metodologia de Botero SPB en su investigacién Detection of lactic acid isomers:

Metabolites of lactic acid bacteria isolated from Colombian sourdough. Lo cual es
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comparado segun los reportes descritos por G, Boone et en su libro BERGEY’S
MANUAL OF Systematic Bacteriology (134), (9).

4.1.4.2. PRUEBAS FISICAS

4.1.4.2.1. CRECIMIENTO A TEMPERATURAS DE 10°C Y 45 °C.

Se escogi6 para esta prueba la cepa proveniente del cultivo de la muestra L1, debido
a que no se identificd la formacién de tétradas en la identificacion microscopica para
ello se cultivo en un medio M.R.S a temperaturas de 10 °C para poder identificar si
pertenece al género Streptococcus por su inhibicién a temperaturas de 10 °C y si
muestra sefiales de crecimiento, al realizar la prueba de temperaturas altas, véase en
la Figura 4.

La cepa mostrd un crecimiento positivo a temperaturas cercanas a 10 °C a 8 horas de
su inoculacion en el medio de cultivo, lo que llevo a realizar la siguiente prueba a
altas temperaturas para poder identificar si pertenece a los generos
Vagocccus/Lactococcus por su inhibicién a temperaturas de 45 ° C o si pertenece al
género enterococcus por su crecimiento a esta temperatura, véase en la Figura 4.

La cepa mostré un crecimiento positivo a temperaturas cercanas a 45 ° C a 8 horas de
su inoculacion en el medio de cultivo, lo que daria como resultado a la identificacion
de la cepa L1 siendo del género enterococcus, lo cual es comparado segun los
reportes descritos por G, Boone et en su libro BERGEY’S MANUAL OF Systematic
Bacteriology (9).

4.1.4.2.2. TOLERANCIA ApH 4.5.

Se escogid para esta prueba la cepa proveniente del cultivo de la muestra L2, debido
a que se identifico que la cepa no genera gas, su morfologia presenta una forma de
baston y la prueba del isomero acido lactico dio como resultado &cido lactico L (+)
por lo que se realizd una prueba de tolerancia a pH sembrando la cepa en el medio
M.R.S. ajustado con HCI 1 N a un pH de 4.5 para ver si el microorganismo crecia en

ambientes de pH bajos véase en la Figura 4.
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La cepa mostr6 un crecimiento negativo a las 24 horas de su inoculacién en el medio
de cultivo, y esto es debido a que la bacteria no pudo desarrollarse en un medio donde
el pH sea acido, lo cual daria como resultado a la identificacion de la cepa L2 siendo
del género carnobacterium. y comparado segun los reportes descritos por G, Boone
et en su libro BERGEY’S MANUAL OF Systematic Bacteriology (9).

Tabla 4. Resultados de la Identificacion de las Bacterias Aisladas del Suero Lactico
Residual.

Cepas provenientes de Lactosuero

L1 L2 L3
Crecimiento en MRS Positivo Positivo Positivo
Produccion de Gas a Negativo Positivo Positivo
partir de Glucosa
Tincion Gram Positivo Positivo Positivo
(Cocos o0 Bastones) Coco Bastones Bastones
Tamafio Pequefios Grandes Largos Pequefios

Formacion de tetradas Negativo - -

Isomero de Ac. Lactico

(L) Isomero de Acido

Isomero de Ac.

Isomero de Ac.

Lactico (D/DL) Lactico (D) Lactico (L) (DIL)
Crecimiento a 10 C Positivo - _
Crecimiento a 45 C Positivo - _

Crecimiento en pH 4.5 - Negativo -
Enterococcus Carnobacterium Heterofermantiva

Lactobacillus/Weissella

En la prueba de fermentacion de glucosa para la produccion de gas, las cepas que
dieron positivo a la prueba fueron las de cepas L2 y L3 a comparacion de la L1 donde
dio resultado negativo. En las caracteristicas microscépicas se realizd una tincion
Gram en las cepas que se aislaron en Agar M.R.S, que nos demuestra que la tincion
es Gram Positiva en las cepas aisladas del Lactosuero, en el microscopio se observé
que la cepa L1 presentaba una morfologia en forma de coco donde no formaba
tétradas, mientras que la cepa L2 y L3 mostraron una morfologia en forma de bastén.
Viendo las caracteristicas de la cepa L1 se optd usar una prueba de crecimiento a
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temperaturas cercanas a 10 °C y a 45 °C donde la cepa pudo crecer a diferentes
temperaturas, lo que daria como resultado que la cepa L1 pertenece al género
Enterococcus. Las cepas L2 y L3 presentaron caracteristicas similares por lo cual se
tuvo que hacer una prueba sobre el tipo de isdbmero del &cido lactico producido, las
cuales mostraron diferenciacion, dicha prueba mostré que la cepa L3 producia acido
lactico con isdbmero D/L, lo que daria como resultado que la cepa L3 pertenece a los
género Lactobacillus Heterofermantiva /Weissella, mientras que la cepa L2 producia
acido lactico con isdbmero L (+), esta cepa tuvo que ser sometida a una prueba de
tolerancia de pH acido donde se sembr6 en un medio con pH 4.5 dando como
resultado un nulo crecimiento en el medio de cultivo lo que daria como resultado que
la cepa L2 pertenece al género Carnobacterium. El diagrama de flujo de todas las
pruebas que se hicieron se puede observar en la Figura 4. Todas estas caracteristicas
para la identificacion de las bacterias aisladas se pudieron comprobar en los reportes
descritos por G, Boone et en su libro BERGEY’S MANUAL OF Systematic
Bacteriology (9).

4.2. IDENTIFICACION DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE SISB
SUSTANCIAS INHIBIDORAS SIMILARES A BACTERIOCINAS
EVALUANDO EL EFECTO INHIBITORIO DE LAS BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS NATIVAS DEL LACTOSUERO  SOBRE
ESCHERICHIA COLI.

La prueba de difusion en disco en agar para detectar cepas de Bacterias Acido-
Lacticas productoras de SISB sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas de
las 3 cepas aisladas e identificadas del lactosuero residual dieron como respuesta
un solo resultado positivo de las 3 cepas aisladas del lactosuero, las cuales se

muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultado de la identificacion de bacterias productoras de SISB Sustancias
Inhibidoras Similares a Bacteriocinas.

Resultado Negativo
del ensayo de
difusion en disco en
agar donde no se
detectd la presencia
de SISB sustancias
inhibidoras similares
a bacteriocinas.

L1

Resultado Negativo
del ensayo de
difusion en disco en
agar donde no se
detectd la presencia
de SISB sustancias
inhibidoras similares
a bacteriocinas.

Cepas
provenientes
de L2

Lactosuero

Resultado Positivo
del ensayo de
difusion en disco en
agar donde se detecto
la presencia de SISB
sustancias
inhibidoras similares
a bacteriocinas.

L3
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El método de difusion permitié una evaluacion inicial del potencial antimicrobiano
de las cepas estudiadas. Segun la identificacion taxondmica de las Bacterias
Aisladas del Suero L&ctico Residual de las tres bacterias aisladas, la bacteria L1 se
identifico con el género Enterococus sp., la bacteria L2 se identificé con el género
Carnobacterium sp. y la bacteria L3 se identifico con el género Lactobacillus
heterofermentativo, esta Gltima se caracteriz6 por una actividad antimicrobiana
muy alta hacia el microorganismo indicador utilizado en el estudio que se ilustra
en la Tabla 5. Segun antecedentes de este género tiene una capacidad de inhibir
patdgenos como la Escherichia Coli. Muchos autores ya han demostrado la
actividad antibacteriana de Bacterias Acido-Lacticas segun los reportes de T
Kaewchomphunuch et al, 2022 en esta investigacion utilizaron el mismo método
para Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus plantarum y Pediococos
pentosaceus que pudieron inhibir el crecimiento de patégeno de la Escherichia
Coli aislada de cerdos en Tailandia. En la investigacién de R Georgieva at al 2015
se observaron la capacidad antimicrobiana y susceptibilidad antibiotica de 13 tipos
Lactobacillus homofermentativas, 10 tipos Lactobacillus heterofermentativas y
tres tipos Bifidobacterias frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus cereus y Candida albicans dando como resultado que la Lactobacillus
Bulgaricus tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de la Escherichia Coli,
(135), (139).

En la Tabla 5 muestran una zona de inhibicién del crecimiento del microorganismo
indicador observado (Escherichia Coli) para las cepas L1 (Enterococcus), L2
(Carnobacterium) y L3 (Lactobacillus Heterofermentativo) examinadas en el
estudio y la cepa indicadora utilizadas (Escherichia Coli). La actividad
antimicrobiana de la cepa L3 (Lactobacillus Heterofermentativo) examinada fue
diversa, lo que confirma que las propiedades antimicrobianas son especificas de la
cepa como lo indican varios investigadores. Los sobrenadantes de la cepa de L3

(Lactobacillus Heterofermentativo) de lactosuero residual mostraron actividad
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antimicrobiana, lo que sugiere la capacidad de estas cepas para sintetizar
bacteriocinas. Esta propiedad no se observo en las cepas de L1 (Enterococcus) y
las cepas de L2 (Carnobacterium) o en otros casos la actividad antimicrobiana que
se media por los halos de inhibicion de estas cepas fue demasiado baja, el diametro
de medicidn de los halos era minuscula casi nula en comparacion con la cepa L3
(Lactobacillus Heterofermentativo) esta actividad antimicrobiana de la cepa L3 es
debido a la produccién de bacteriocinas que  expresan una actividad
antimicrobiana frente a la e.coli, esto se atribuye a que la cepa L3 ha generado
mecanismos de defensa frente a la e.coli la cual puede haber estado en el medio
que se aislo (lactosuero residual), este medio es un ambiente propicio para el
desarrollo de los Lactobacillus a comparacion de otras bacterias Acido-Lécticas
encontradas como Enterococcus y Carnobacterium esto es comparable a la
investigacion de A. Oldak et al, 2017 en la que se trabajé con cepas de
Lactobacillus Plantarum provenientes de dos tipos de quesos polcas tradicionales
Oscypek y korycinski, con el objetivo principal de evaluar propiedades
antimicrobianas de estas utilizando cepas indicadoras que eran la Listeria
Monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis y
Enterococcus faecium. Los resultados finales de esta investigacion mostraron que
la cepa de Lactobacillus plantarum, proveniente de quesos Korycinski,
desarrollaron mayor actividad antagénica contra la E. coli en comparacion con Lb.
Plantarum proveniente de quesos Oscypek, otros resultados similares se mostraron
en la investigacion de R. Kashyap en la cual se trabajé con cepas de Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus Casei aisladas de Calostro Bovino evaluando su
capacidad antimicrobiana frente varias especie de E.coli obteniendo resultados
significativos en la cepa de Lactobacillus rhamnosus frente estas especies de
e.coli. Todo estos datos sugieren que los Lactobacillus puede haber sido inducidas
por la presencia de estos microorganismos en el ambiente, y por lo tanto

desarrollaron un mecanismo de defensa contra Escherichia Coli (140) (141).
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4.3. DETERMINAR LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE LAS

SUSTANCIAS

INHIBITORIAS SIMILARES A LAS BACTERIOCINA

PROVENIENTES DE LAS BACTERIAS ACIDOLACTICAS NATIVAS
SOBRE ESCHERICHIA COLLI.

Se realizaron 3 repeticiones de cada dilucién del ensayo de difusién en disco en

agar para detectar la concentracién minima inhibitoria de las cepas de Bacterias

Acido-Lacticas productoras de SISB dando como resultado una zona libre por

inhibicion midiéndose los diametros, se saco el radio y el promedio de las 3

repeticiones. Con este promedio se calculé el Area de zona libre, con este dato se

pudo calcular el resultado en AU (expresada en mm?/mL), que es la unidad de area

de la zona de inhibicién por unidad de volumen como se muestra en la Tabla 6

Tabla 6. Cuadro de resultados del ensayo de difusion en disco en agar.

Y., Diametro Radio Pche);r:jei(;io Area_de Actividad
Dilucion |  Zona libre, _ Zona Zona libre. | ZoNa libre (S1SB), mm?
mm libre, mm oo A mm? mL!

109A 33 16.5
10°B 34 17 17.3 934.346 9756.08
10°C 36.5 18.25
101tA 46 23
101B 43 ey 22.2 1542.874 17362.67
101C 44 22
102 A 52 26

Placas | 102 B 58 29 275 2374.625 27759.56
102C 55 27.5
103 A 62 31
103B 54 27 28.3 2520.722 29585.78
103C 54 27
104 A 415 20.75
104B 50 25 22.8 1625.146 18391.08
10+4C 45 22.5
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Se hizo concentracion minima inhibitoria de las sustancias inhibitorias similares a
bacteriocinas en diferentes diluciones dando como mejor resultado la dilucion 10
-3. Kaewchomphunuch T. realiz6 la misma prueba con cepas de Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus frente a la E.coli
arrojando datos similares a los vistos en este ensayo incluso los datos obtenidos
resultaron mayores a los presentado por Kaewchomphunuch T. En la investigacion
de R. Kashyap en la cual se trabajo con cepas de Lactobacillus rhamnosus y
Lactobacillus Casei aisladas de Calostro Bovino evaluando su capacidad
antimicrobiana frente varias especies de E.coli concluyendo que las cepas méas
sensibles requirieron menos concentracion de Sustancias Inhibitoria parecidas a
Bacteriocitas para la inhibicion Por otra parte, la mayoria de las cepas patdgenas
requieren niveles mas altos. Nuestra cepa de Lactobacillus aislada del lactosuero
residual requiri6 una dilucion relativamente alta para poder determinar su
concentracion minima inhibitoria, esto deduciria que la cepa de e.coli que se aislo

de la muestra de estiércol bovino era una cepa patogena (135), (141).

En nuestro estudio se revelaron diferencias estadisticamente significativas en la
actividad antimicrobiana de la cepa de Lactobacillus Homofermentativo frente a
bacterias de coliforme fecal en este caso especies como la Escherichia Coli. El
valor F del ANOVA nos indica que, si existe una diferencia significativa entre los
niveles de la variable independiente que en este caso es la bacteria acido lactica
aislada del lactosuero residual. A partir de los analisis de ANOVA encontramos
que los valores (Valor F = 22.3515385, Valor P = 5.66318E-05 < 0.05), por lo que
cuando la probabilidad es 5.66318E-05 es menor a 0,05 y el valor F que es
22.3515385 es mayor al valor P esto indicaria que las variables de tratamiento

tienen diferencias significativas.
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Tabla 7. Tabla resumen del Andlisis de Varianza

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 242.1416667 4 60.5354167 22.3515385 5.66318E-05
Dentro de los
grupos 27.08333333 10 2.70833333
Total 269.225 14

Se realiz6 el método de Tuckey con los datos obtenidos del estudio, esto permite
comparar pares de medias a fin de determinar si existen diferencia 0 no
significativamente entre esos pares

ICs simultaneos de 95 %de Tuckey

Diferencia de las medias

5-3 i
51 _- o

4-2 ——i

Diluciones

2-1—- -

T & T ¥ T = T > 1

-10 -5 0 5 10 15
Diferencia de medias

Figura 14. Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son
significativamente diferentes
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Las medias de los datos obtenidos de las diluciones de 2-1, 3-1, 3-2 4-1, 4-2, 5-3
y 5-4 son significativamente diferentes y en la grafica de ’Diferencia de Medias”’
estos datos no contienen cero a diferencia de las medias de 5-2 y 4-3 que contienen
intervalos a cero o cercano a cero estos ultimos datos no son significativos sus

medias son iguales.

Tabla 8. Cuadro Comparando de los Resultados Obtenidos con otras Investigaciones
relacionadas.

Cuadro Comparativo de Resultados

« Sedetermind la identidgdtaxonémica e G, Boone identific6 todas estas
de las bacterias Acido-Lacticas mismas caracteristicas en su libro
provenientes del lactosuero BERGEY’S MANUAL OF

encontrando todas sus caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas.
« Se ldentifico a las Bacterias .

Systematic Bacteriology

A. Oldak et al, 2017 trabajé con

productoras de Sustancias Inhibitorias
Similares a las Bacteriocinas entre las
3 cepas aisladas la cual resulto ser
Lactobacillus Heterofermentativo la
que produce este tipo de Sustancias.
Este dato sugiere que el Lactobacillus
puede haber sido inducido por la
presencia de estos microorganismos
en el ambiente y por lo tanto
desarrollaron un mecanismo de
defensa contra Escherichia Coli.

Bacterias Acido Lécticas aisladas de
Quesos nativos, comparando la
capacidad antimicrobiana de las cepas
aisladas frente a bacterias indicadoras
de contaminacion alimentaria entre
ellas estaba la E.coli,

R. Kashyap investigo con cepas de
Lactobacillus aisladas de Calostro
Bovino evaluando su capacidad
antimicrobiana  frente  varias
especies de E.coli obteniendo
resultados significativos.

Tanto la investigacion de A. Oldak
como la de R. Kashyap concluyen la
existencia de este tipo de sustancias
en Bacterias Acido-Lécticas que
tienen propiedades antimicrobianas
frente a bacterias patogenas para el ser
humano.

Se hizo concentracibn minima
inhibitoria de las  sustancias
inhibitorias similares a bacteriocinas
en diferentes diluciones dando como
mejor resultado la dilucién 1/1000.

Kaewchomphunuch T. realizdé la
misma prueba con Bacterias Acido
Lécticas del mismo género frente a la
E.coli arrojando datos similares a los
vistos en este ensayo incluso los datos
obtenidos resultaron mayores a los
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El  Lactobacillus aislado  del
lactosuero residual requirié una
dilucion relativamente alta para poder
determinar su concentracion minima
inhibitoria, esto deduciria que la cepa
de E.coli que se aisl6 de la muestra de
estiércol bovino era una cepa
patdgena.

presentados por Kaewchomphunuch
T.

En la investigacion de R. Kashyap en
la cual se trabajo6 con cepas de
Lactobacillus aisladas de Calostro
Bovino evaluando su capacidad
antimicrobiana frente varias especies
de E.coli concluyeron que las cepas
mas sensibles requirieron menos
concentracion Sustancias Inhibitoria
parecidas a Bacteriocinas para la
inhibicién. Por otra parte, la mayoria
de las cepas patdgenas requieren
niveles mas altos.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se Aisld bacterias &cido lacticas provenientes del lactosuero y luego se
escogieron 3 cepas, la cuales se caracteriz6 mediante pruebas macroscopicas y
microscépicas para encontrar el género de las cepas aisladas y se prosiguié a una
caracterizacion mas especifica de las bacterias &cido lacticas mediante pruebas
bioquimicas y pruebas fisicas dando como resultado tres tipos de especies identificadas
(Enterococcus, Carnobacterium, Lactobacillus Heterofermentativo). Ademas, las
investigaciones bibliogréaficas de estos tipos de microorganismos sefialan que estas
especies se utilizan para la produccion de diferentes tipos de quesos y productos lacteos,
en el caso de los Enterococcus constituyen parte del microbiota autctono de quesos
artesanales y contribuyen con el desarrollo del aroma y maduracion de los quesos. Existen
antecedentes de la existencia de Carnobacterium tanto en quesos como en leche
pausterizada la cual confirmaria la existencia de formar parte de su microbiota. Por ultimo,
se tiene antecedentes desde hace varias décadas que los Lactobacilos son cominmente
presentes en la flora bacteriana de los quesos hasta se los utiliza como cultivo iniciador
para su elaboracion. Todas estas cepas, sintetizan péptidos antimicrobianos que pueden
suprimir el crecimiento de microorganismos patégenos contaminantes de alimentos lo que
se deduce su existencia en el lacto suero residual que se analizo (142) (143) (144).

SEGUNDA: Los sobrenadantes de la cepa de Lactobacillus Heterofermentativo de
lactosuero residual mostraron actividad antimicrobiana, lo que sugiere la capacidad de
estas cepas para sintetizar bacteriocinas. Esta propiedad no se observo en las cepas de
Enterococcus y las cepas de Carnobacterium, 0 en otros casos la actividad antimicrobiana
que se calcul6 por los halos de inhibicidn de estas cepas fue demasiado baja, el didmetro
de medicién de los halos era casi nula en comparacion con la cepa Lactobacillus
Heterofermentativo. La actividad antimicrobiana de esta cepa es debido a la produccion
de bacteriocinas que expresan una actividad antimicrobiana lo que sugiere que puede
haber sido inducidas por la presencia de estos microorganismos en el ambiente (lacto
suero residual) y por lo tanto desarrollaron un mecanismo de defensa contra E. coli

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

)
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA

TERCERA: Se evalud la concentracion minima inhibitoria de una bacteria &cido lactica
procedentes del lactosuero residual frente a coliformes fecales como es la Escherichia
Coli, durante un periodo de 8 hrs, teniendo como resultado la dilucion méaxima de la
Sustancia Inhibitoria similar a la Bacteriocina de la Cepa L3 (Lactobacillus
Heterofermentativo) para reducir significativamente el crecimiento de la Escherichia
Coli,. En el analisis de varianza se concluye que, si, existe una diferencia significativa
entre tratamientos, resaltando la concentracion de “1/1000” como el mejor resultado.
Ademas, el hecho de que la Sustancia Inhibitoria similar a la Bacteriocina se haya obtenido
a partir de la reutilizacion del suero de queso, el principal desecho de la industria quesera,

indica un enfoque ecoldgico (145).
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RECOMENDACIONES

PRIMERA: Se sugiere mandar a secuenciar la especie de Lactobacillus que se aislé del
lactosuero residual para realizar una identificacion molecular y poder investigar mas de

sus propiedades de este tipo de microorganismo.

SEGUNDA: Para un mejor entendimiento en temas antimicrobianos se sugiere aplicar
este tipo de Sustancias Antimicrobianas provenientes de Bacterias Acido-Lécticas como
bio-conservante en algin alimento sin tratamiento higiénico para su posterior analisis
frente a microorganismos patogenos durante el procesado y manipulacion, esto ayudaria

a observar su aplicacion como un bio-conservante alimentario.

TERCERA: Es necesario probar su actividad antimicrobiana de esta Bacteria Acido-
Lactica contra diferentes patogenos transmitidos por los alimentos en el futuro. Se
recomienda realizar este tipo de anélisis para poder observar su aplicacion antimicrobiana

en diferentes especies patdgenas y poder recopilar datos para futuras aplicaciones.

CUARTA: Otra aplicacion que se podria aplicar es en la mejora de respuesta inmune en
algin ganado o animal que sea susceptible a enfermarse de coliformes fecales mediante

la administracién en este tipo de microorganismos en su dieta como cepa probidtica

QUINTA: Aislar, analizar identificar y secuenciar otros tipos de microorganismos como
bacterias acido-lacticas que se encuentran en el lactosuero residual, para poder realizar o

producir un consorcio microbiano que ayude en este tipo de procesos biotecnoldgicos.
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