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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el mecanismo por el cual las cepas
de Listeria generan resistencia a la pediocina cuando ésta se adiciona en altas
concentraciones. Los resultados mostraron que el uso de la bacteriocina en
concentraciones de 133, 533 y 1,060 UA/mL de cultivo, solo prolongo la fase lag de
las cepas de Listeria durante 9 h, pues después de ese tiempo, el comportamiento de
las cepas fue similar al de las cepas testigos (cepas que crecieron en medio libre de
bacteriocina). La adicion de 1,600 UA/mL de cultivo, generd cepas de tipo resistente
pues su crecimiento fue similar al de las cepas testigo. Esta resistencia se atribuy6
un posible cambio en el tipo de fermentacion, es decir, de fermentacion lactica a
fermentacion &cido mixta, pues dicho cambio le confiri6 la generacién de una
molécula mas de ATP la cual utilizé para formar mas biomasa en comparacion con
las cepas testigo; asociado a la disminucion de la velocidad especifica de crecimiento
asi como a la velocidad de consumo de glucosa. También se determinaron las
concentraciones minimas inhibitorias para cada cepa, siendo de 1190, 1426, 6140,
1666 y 1724 para Listeria innocua ATCC33090, Listeria monocytogenes Scott A,
LM82, LMB 911204/47 y LMB 92000/48 respectivamente. No se detectaron
diferencias significativas en la composicién de los acidos grasos totales de la pared
celular de las cepas de Listeria por medio de cromatografia de gases. En
observaciones al microscopio electronico, las cepas resistentes presentaron septas
en la pared celular. De esta manera, el trabajo aporta un posible mecanismo que
explique la resistencia de las cepas de Listeria al ser cultivadas en presencia de altas
concentraciones de bacteriocina, asi como la minima cantidad permisible para que
dicha resistencia no se genere, pues asi, dentro del campo de una posible aplicacién
de esta bacteriocina ya se tiene un antecedente sobre que concentraciones son

posibles de utilizar en un sistema alimentario sin la generacién de resistencia.

Palabras clave: pediocina, Listeria innocua, Listeria monocytogenes y resistencia.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the mechanism by which the Listeria strains
generate resistance to pediocin when it is added in high concentrations. Results
showed that the use of bacteriocin at concentrations of 133, 533 y 1,060 AU/mL of
culture, only prolonged the lag phase in Listeria strains during 9 h, but after this
period, the behavior of the strains was similar to that of wild strains (strains that grew
in a medium without bacteriocin). Addition of 1,600 AU/ mL of culture, generated
resistant strains, when they were grown under conditions similar to those of the wild
strains. This resistance was attributed to a possible shift in fermentation pathway,
from lactic fermentation to mixed acid fermentation. Such shift generates an
additional molecule of ATP, used to form more biomass as compared with the wild
strains; this behavior is associated with a decrease of the specific growth rate as in
the case of glucose consumption. The calculated minimum inhibitory concentrations
for each strain were the following: 1190, 1426, 6140, 1666 and 1724 for Listeria
innocua ATCC33090, Listeria monocytogenes Scott A, LM82, LMB 911204/47 and
LMB 92000/48, respectively. No significant differences were detected in the
composition of total fatty acids of Listeria strains by gas chromatography.
Furthermore, observations with an electronic microscope showed that resistant
strains presented more cell wall septs than wild strains that could be associated to the
observed higher growth rate. Thus, this study proposes a possible mechanism to
explain the resistance of Listeria strains when grown in the presence of high
concentrations of bacteriocins. Furthermore, the minimum does required to prevent
bacteriocin resistance were established, which could have a promising application in

food industry.

Key words: pediocin, Listeria innocua, Listeria monocytogenes and resistance.
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1. INTRODUCCION

Desde la era de Louis Pasteur y Robert Koch se ha estudiado tanto el desarrollo de
microorganismos como el control de estos. El descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming en 1929 abri6 las puertas al uso de antibiéticos en la comunidad
médica y veterinaria para combatir enfermedades causadas por microorganismos.
Sin embargo, el uso de antibidticos fue prohibido en los alimentos. La utilizacién de
aditivos antagonistas como conservadores con propiedades antimicrobianas ha sido
la manera mas aceptada para prolongar la seguridad y calidad de alimentos, bebidas

y de productos procesados (Chen y Hoover, 2003).

Dentro de la larga lista de conservadores comerciales aprobados para su uso en
alimentos, se encuentra la bacteriocina nisina. Las bacteriocinas son polipéptidos
capaces de inhibir el desarrollo de otras bacterias taxondmicamente préximas a
aquéllas que las producen; en particular las bacteriocinas producidas por Bacterias
Acido Lacticas (BAL) son de mayor interés en la conservacion de alimentos por sus
propiedades antimicrobianas que difieren de los antibiéticos en su origen proteico
sintetizadas ribosomalmente, presentan alta especificidad inhibitoria contra cepas de
la misma especie, son rapidamente digeridas por las proteasas en el tracto digestivo
humano, inactivandose sin llegar a formar compuestos secundarios (Cardoso, 2003;
Chen y Hoover, 2003).

Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de uso especifico contra cepas de
bacterias alterantes y patdgenas; sin embargo, su efectividad en alimentos puede
llegar a ser limitada principalmente debido a su costo y uso de las bacteriocinas

como aditivos en alimentos (Chen y Hoover, 2003).

La bacteriocina nisina ha sido empleada desde 1983 en la Unién Europea como
conservador en alimentos con el nombre E234, pero fue hasta 1988 que la FDA

(Food and Drug Agency) aprobd su uso en quesos pasteurizados, extendiendo una
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aprobacién legal en Estados Unidos de América (EUA) para la aplicaciéon de

bacteriocinas como aditivos en alimentos (Chen y Hoover, 2003; Cotter y col., 2005).

La nisina pertenece a la clasificacion GRAS (generalmente considerados como
seguros para su incorporacién en alimentos para consumo humano) ya que es
efectiva contra bacterias patégenas Gram positivas de importancia incluyendo
Listeria monocytogenes (un patégeno bacteriano comun en el medio ambiente de
dificil control en alimentos). Este microorganismo se usa en EUA como parametro de
calidad, asi como Clostridium, Salmonella, Shigella, Escherichia coli, Pseudomonas,

Bacillus cereus, etc. (Cafias y col., 2000; Cardoso y col., 2003).

Este trabajo fue estructurado en 11 capitulos; en el capitulo 1 se describe
brevemente la importancia de las bacteriocinas y su uso en alimentos. En la revision
bibliografica (Capitulo 2) se desarrollaron aspectos tedricos sobre las bacteriocinas,
como son: su definicion, clasificacion, produccion, purificacion, espectro de inhibicién
y aplicaciones, entre otros. En el capitulo 3 se establecen los antecedentes a este
trabajo experimental. En el capitulo 4 se plantea la justificacién y en el capitulo 5 la
hipotesis correspondiente. Los objetivos que se cubrieron en el presente trabajo se
encuentran descritos en el capitulo 6, los cuales se desarrollaron siguiendo la
metodologia descrita en el capitulo 7. Los resultados y discusion, asi como las
conclusiones se establecen en el capitulo 8 y 9 respectivamente. Finalmente los
capitulos 10 y 11 presentan la bibliografia empleada en esta tesis, asi como los

anexos.

El objetivo de esta tesis fue contribuir y aportar nuevos conocimientos referentes al
uso de la bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133 y asi
determinar la cantidad permisible en alimentos sin efectos contraproducentes como
la resistencia de bacterias contaminantes de alimentos, como Listeria

monocytogenes.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 DEFINICION DE BACTERIOCINAS.

El término bacteriocina fue usado inicialmente por Jacob en 1953 para designar

proteinas con actividad antibacteriana (Chen y Hoover, 2003).

Este término se redefinié posteriormente como “proteinas bactericidas caracterizadas
por su actividad letal en un intervalo muy limitado y adsorcion especifica sobre
células sensibles”. Esta definicion ha sido modificada, incorporando sus propiedades
y origen, es decir, polipéptidos pequefios producidos por bacterias Gram positivas,
generalmente bacterias acido lacticas (BAL) e inactivados por enzimas proteoliticas
como la tripsina, a-quimotripsina, pepsina, pronasa, proteinasa K, etc. Aunque la
sensibilidad a dichas proteasas es variable, esta prueba refleja el origen proteico de
las bacteriocinas. Estos polipéptidos son termoestables, activos contra otras
bacterias y la cepa productora tiene un mecanismo especifico de inmunidad
(Bogovi¢-Matijasic y col., 1998; Chen y Hoover, 2003; Cotter y col., 2005).

El nombre asignado a cada bacteriocina deriva del género o especie de la bacteria
productora, agregando “cina”. Por ejemplo, pediocina de Pediococcus acidilacti
(Chen y Hoover, 2003).

2.2 CLASIFICACION.

Muchas de las bacteriocinas de las BAL son moléculas catidnicas, hidrofébicas o
antifilicas, compuestas de 20 a 60 aminoacidos. Estas bacteriocinas son clasificadas
comunmente en 3 grupos (Tabla 2.1) (Bogovi¢-Matijasi¢ y col., 1998; Parente y
Ricciardi, 1999; Chen y Hoover, 2003; Cotter y col., 2005).
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Tabla 2.1. Clasificacién de las bacteriocinas y microorganismos productores (Chen y Hoover,

2003; Gonzalez Martinez y col., 2003).

Clase

Bacteriocina

Microorganismo productor

Breve descripcion

NisinaAy Z Lactococcus lactis subs. lactis
Clase | Lactocina S Lactobacillus sakei L45, 148
Tipo A Lantibiéticos Epidermina Staphylococcus epidermidis
Gallidermina Staphylococcus gallinarum
Lacticina 481 Lactococcus lactis
Mersacidina Bacillus subtilis
Clase | Cinamycina Streptomyces cinnamoneus
Tipo B Lantibiéticos Ancovenina Streptomyces ssp.
Duramycina Streptomyces cinnamoneus

Actagardina

Actinoplanes ssp.

Contienen algunos
aminoacidos poco comunes
como la lantionina, o - metil

lantionina y deshidroalanina.

Pediocina PA-1/AcH

Pediococcus acidilacti

Lactobacillus plantarum WHE92

Pediocina JD Pediococcus acidilacti JD1-23
Sakacina A Lactobacillus sakei 706 <10 kDa, estables al calor,
Sakacina P Lactobacillus sakei LTH673 no contienen lantionina
Clase Il a Leucocin A-UAL 187 Leuconostoc gelidum
Mesentericina Y 105 Leuconostoc mesenteroides
Enterocina A Enterococcus faecium
Divercina V41 Carnobacterium divergens
Lactococcina MMFII Lactococcus lactis
Curvacina A Lactobacillus curvatus LTH1174
Lactococcina A Lactococcus cremoris
Lactococcina B Lactococcus cremoris 9B4
Lactococcina G Lactococcus lactis
Lactococcina M Lactococcus lactis Requieren dos diferentes
Clase Il b Lactacina F Lactobacillus johnsonii péptidos para su actividad
Plantaricina A Lactobacillus plantarum
Plantaricina S Lactobacillus plantarum
Plantaricina EF Lactobacillus plantarum C11
Plantaricina JK Lactobacillus plantarum
Acidocina B Lactobacillus acidophilus
Carnobacteriocina A Carnobacterium piscicola Péptidos estables,
Clase ll c Divergicina A Carnobacterium divergens LV13 termoestables y se
Enterocina P Enterococcus faecium transportan por péptidos lider.
Enterocina B Enterococcus faecium
Helveticina J Lactobacillus helveticus
Clase Il Helveticina V- 1829 Lactobacillus helveticus Péptidos > 30 kDa, labiles al

calor.
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La clase | de bacteriocinas (lantibioticos) incluye a péptidos pequeinos (< 5 kDa),
activos a nivel de membrana, que contienen aminoacidos inusuales o poco comunes
como lantionina (Lan), a-metil lantionina (MeLan), deshidroalanina y deshidrobutirina,
formados por modificaciones post-traduccionales (Montville y Chen, 1998). La
formaciéon de aminoacidos no comunes se explica por la deshidrataciéon de los
aminodacidos serina y treonina, con la posterior adicion de azufre de la cisteina y
formacion de dobles enlaces de los deshidroaminoacidos (Chen y Hoover, 2003;
Gonzalez Martinez y col., 2003). Un ejemplo bien conocido de esta clase es la nisina,
bacteriocina producida industrialmente por Lactococcus lactis subsp. lactis desde
1953 (Nisaplin, Dorset, England); es la unica bacteriocina con licencia por la FDA
(1988) para ser usada como conservador de alimentos en forma parcialmente
purificada (Parente y Ricciardi, 1999; Cotter y col., 2005).

La clase | de las bacteriocinas esta subdividida en los tipos A y B, de acuerdo a su
estructura quimica y a su actividad antimicrobiana (Chen y Hoover, 2003; Gonzalez
Martinez y col., 2003; Cotter y col., 2005).

e El tipo A de los lantibidticos son péptidos con una carga neta positiva y que
ejercen su actividad a través de la formacion de poros en la membrana celular
de la bacteria, propiciando la disipacion del potencial de membrana y pérdida de
pequefos metabolitos de las células sensibles.

e El tipo B de los lantibidticos son pequefios péptidos regulares y tienen una
carga neta negativa; su actividad antimicrobiana esta relacionada con la

inhibicién de enzimas especificas.

La clase Il de las bacteriocinas, también llamadas no lantibiéticos, son péptidos con
un peso molecular menor a 10 kDa, son estables al calor y contienen aminoacidos
regulares que no sufren modificaciones post-traduccionales. En este grupo se
pueden identificar tres subclases, como se muestra a continuacion (Parente y
Ricciardi, 1999; Héchard y Sahl, 2002; Chen y Hoover, 2003; Gonzalez Martinez y
col., 2003; Cotter y col., 2005).
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e Clase lla: son péptidos activos contra Listeria spp., tienen una secuencia
consenso en la region N-terminal, -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys- y sus
representantes caracteristicos son la pediocina PA-1 y la sakacina P.

e Clase llb: son formadores de poros en la membrana celular, consisten de dos
péptidos diferentes, siendo los dos necesarios para la actividad antimicrobiana.

e Clase llc: contiene el resto de los péptidos de la clase, son bacteriocinas

termoestables, no modificadas y se transportan mediante péptidos lider.

La clase lll denominadas bacteriolicinas, incluye péptidos cuyo peso molecular es
mayor a 30 kDa y labiles al calor (por lo que tienen menos interés para tecnologias
alimentarias). Su mecanismo de accion es distinto en comparacion con el resto de
las bacteriocinas, dandose a través de catalisis e hidrélisis de la pared celular de las
células sensibles. (Chen y Hoover, 2003; Gonzalez Martinez y col., 2003; Cotter y
col., 2005).

2.3 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIOCINAS.

2.3.1 ESTABILIDAD.

La clase | y Il de las bacteriocinas son usualmente estables al calor y a pH acidos,
aunque ambas propiedades estan estrechamente relacionadas: un incremento de pH
reduce la estabilidad al calor (ejemplos mostrados en la Tabla 2.2). Se ha observado
que la pediocina PA-1 es estable después de 21 dias de almacenamiento a 15°C en
un intervalo de pH de 4 a 6, pero pierde la mitad de esta actividad a pH 7 (Chen y
Hoover, 2003).

Hernandez Lopez (2002) caracterizé la estabilidad de la pediocina producida por
Pediococcus parvulus MXVK 133 en diferentes condiciones de almacenamiento
(congelacion, refrigeraciéon y temperatura ambiente a pH 6). La bacteriocina mantuvo

el 100% de su actividad durante 15 semanas a -20°C, perdi6 su actividad hasta en
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un 50% durante 27 semanas de almacenamiento a 4°C vy finalmente a temperatura
ambiente perdioé totalmente su actividad en la primera semana de almacenamiento.

Schneider y col. (2006) caracterizaron la pediocina producida por Pediococcus
parvulus MXVK133, reportando que la resistencia al calor de dicha bacteriocina
depende del pH. La bacteriocina fue sometida a un tratamiento térmico a 121°C
durante 15 min, mostrando una pérdida del 84% de su actividad a pH 6 (aunque a
pH mayor a 7 se inactivdo completamente). Sin embargo, a pH 4 mostré soélo una

pérdida moderada de su actividad del 11%.

Larsen y col. (1993) encontraron que la bavaricina A es muy estable en un intervalo
de pH de 2.0 a 9.7, pero almacenandola a pH 12.5 durante 4 horas pierde
completamente su actividad; mientras que la piscicolina 126 al ser tratada
térmicamente durante 120 minutos en un intervalo de pH de 2 a 3 mantiene la
actividad bactericida; sin embargo, un calentamiento durante 15 minutos a pH 4-5

reduce su actividad en un 50%.

Dos importantes caracteristicas de algunas de estas moléculas estan relacionadas
con su carga neta: la primera es que muchas de estas bacteriocinas tienen mayor
actividad antibacteriana a un pH menor a 5.0, y la segunda es que su adsorcion en la
superficie celular de las bacterias sensibles es pH dependiente, con una maxima
adsorcion a pH de 6.0 o mayor, y con muy pequefa adsorcién a un pH cercano a 2.0
(Chen y Hoover, 2003).

La termorresistencia generalizada de las bacteriocinas permite que éstas
permanezcan activas después de tratamientos térmicos equivalentes a la
pasteurizacion de la leche (63°C, 30 min) siendo ésta la principal ventaja de algunas
bacteriocinas producidas por BAL. Dicha estabilidad térmica puede ser debida a la
formacién de estructuras globulares pequefias y a la presencia de regiones

fuertemente hidrofobicas y formacidn de enlaces cruzados estables.
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Tabla 2.2. Propiedades de algunas bacteriocinas de la clase | y Il (Chen y Hoover, 2003).

Bacteriocina PM * (Da) Propiedades

Clase |

Lactacina 3147 A 2847 Estable a 100°C durante 10 min. a pH 5 0 90°C durante 10 min
apH?7.

Lactacina 3147 B 3322 Sensible a la tripsina, a-quimotripsina, proteinasa K y pronasa E,
resistente a la pepsina.

Nisina 3488 Estable a 121°C y calentamiento prolongado a pH 2, llega a ser
menos estable a pH 5-7. Sensible a a-quimotripsina, resistente a
tripsina, elastasa, carboxipeptidasa A, pepsina y erepsina.

Plantacina C 3500 Estable en almacenamiento a bajas temperaturas, estable a
100°C durante 60 min o 121°C durante 10 min. Muy estable a
pH acido y neutro. Sensible a pronasa, tripsina, a-quimotripsina,
resistente a pepsina, proteinasa K, a-amilasa y lipasa.

Clase ll

Pediocina MXVK133 5000 @ Estable a 121°C durante 15 min. Estable a pH 6 y al
almacenamiento a -20°C. @

Bavaricina A 3500 - 4000 Estable a 100°C durante 60 min. Estable a pH 2.0 a 9.7.
Sensible a pepsina, ftripsina, pronasa E, proteinasa K y
quimotripsina A4, resistente a catalasa.

Lactococcina MMFII 4143 Estable a 70°C durante 30 min. Estable a pH 5-8. sensible a
proteinasa K, tripsina y papaina, resistente a glucoamilasa.
lipasa, a-amilasa y lisozima.

Pediocina PA-1 4624 Estable a pH 4-6, es menos estable cuando se incrementa el
pH. Estable a 80°C durante 60 min. o 100°C durante 10 min.
Sensible a tripsina, papaina, ficina, a-quimotripsina, proteasas
IV, XIV y XXIV; y proteinasa K. Resistente a fosfolipasa C,
catalasa, lisozima, ADNsa, ARNasa y lipasa.

Piscicolina 126 4416 Estable a pH 2 después de 2 meses de almacenamiento a 4°C,

estable a 100°C durante 120 min a pH 2-3. Puede ser menos
estable con un incremento de pH. Sensible a a-quimotripsina, 3
quimotripsina, proteasas tipo I, XIV, XXlll y tripsina. Resistente a

catalasa, lipasa y lisozima.

* Peso molecular

? Fuente: Schneider y col. (2006).
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2.3.2. ESPECTRO DE INHIBICION.

Las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas se clasifican en 3 grupos, de
acuerdo a su espectro de inhibicidon. El primero incluye a las bacteriocinas con un
espectro inhibitorio estrecho, cuyos productos inhiben el crecimiento de bacterias
pertenecientes al mismo género (diplococcina, lactocina 27, lacticina B o helveticina J
por ejemplo); el segundo esta compuesto por bacteriocinas con un espectro
inhibitorio intermedio, que producen compuestos que inhiben ademas a otros
generos de BAL y otras bacterias Gram positivas, incluyendo patégenos presentes
en alimentos (lactacina F, lacticina 481, plantacina C y plantacinas S y T); el tercero
contiene las bacteriocinas con amplio espectro inhibitorio, que actuan contra un gran
numero de bacterias Gram positivas (nisina A y Z, pediocina AcH/PA1, leucocina S y
enterocina L50) (Chen y Hoover, 2003; Cotter y col., 2005).

Muchas de las bacteriocinas de la clase | tienen un amplio espectro de inhibicidn;
dichos compuestos no sélo inhiben a bacterias relacionadas, como Enterococcus,
Lactobacillus, lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, sino que
también inhiben (aunque en menor grado) a Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus y Clostridium botulinum. Algunas bacteriocinas de esta clase,
como la nisina y la termofilina 13, previenen también la germinacién de esporas de B.

cereus y C. botulinum (Chen y Hoover, 2003).

2.3.3 MODO DE ACCION.

Una hipoétesis para explicar el modo de accién de las bacteriocinas es un mecanismo
en dos pasos, involucrando la adsorcidon de la bacteriocina a receptores especificos o
no especificos (lipidos anionicos, en este ultimo caso, lipido Il) en la superficie de la
membrana celular. En general actuan destruyendo la integridad de esta membrana a
través de la formacién de poros, lo que provoca la salida de compuestos pequefos
como potasio, fosfato inorganico y, en algunos casos, aminoacidos y moléculas

pequefias necesarios para la produccion de energia y la sintesis de proteinas o
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acidos nucleicos, originando una pérdida del potencial electroquimico (Ay) de las
membranas, el consumo de las reservas energéticas y un descenso en la sintesis de
ADN, ARN vy proteinas, lo que finalmente origina la muerte celular (Chikindas y col.,
1993; Montville y Chen, 1998; Chen y Hoover, 2003; Gonzalez Martinez y col., 2003;
Cotter y col., 2005; Chatterjje y col., 2005).

La clase | de bacteriocinas (lantibioticos) como la nisina, muestran un modo de
accién dual. La nisina se une al lipido Il, el principal transportador de subunidades de
peptidoglucanos desde el citoplasma a la pared celular, afectando la sintesis de la
pared celular, y como consecuencia la muerte celular, como se observa en la Figura
2.1 (Chen y Hoover, 2003; Cotter y col., 2005; Chatterjee y col., 2005).

Las bacteriocinas de la clase Il (no-lantibioticos) deben su actividad bactericida
principalmente a la desestabilizacion de las funciones de la membrana celular de las
células sensibles, mas que a la pérdida de la integridad de la membrana o la
formacién de poros (Gonzalez Martinez y col., 2003, Cotter y col., 2005). Dada su
naturaleza cationica, las bacteriocinas interactuan con la carga negativa de la
superficie celular, mientras que la regién hidrofébica del péptido induce la
permeabilizacién de la membrana, ademas usan el lipido |l como molécula de unién
para iniciar el proceso de inserciéon de la membrana, figura 2.1 (Vadyvaloo y col.,
2004a; Cotter y col., 2005; Chatterjee y col., 2005).

Las bacteriocinas de la clase lll (bacteriolicinas) actuan directamente en la pared

celular de las células sensibles, promoviendo la lisis y muerte de dichas células, esto

se representa en la figura 2.1 (Chatterjee y col., 2005).

10
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Figura 2.1. Modo de accion de las bacteriocinas.

Algunos estudios sugieren que las bacteriocinas penetran primeramente la parte N-
terminal del péptido en la fase lipidica, mientras que la parte C-terminal es
responsable de la unién de la bacteriocina con la membrana de la bacteria sensible.
Asi, el péptido no esta en contacto con la fase hidrofobica de la membrana (Montville
y Chen, 1998).

2.3.4 BIOSINTESIS.

Debido a su naturaleza proteica, las bacteriocinas son sintetizadas mediante
mecanismos ribosomales, involucrando transcripcion y traduccion. Los genes que
codifican la produccién de las bacteriocinas y la inmunidad a las mismas estan
usualmente organizados en grupos de operones localizados en el cromosoma o en
plasmidos (Chen y Hoover, 2003; Yin y col.,2003).

11
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Muchas bacteriocinas son sintetizadas biolégicamente como un propéptido inactivo
que porta un péptido guia N-terminal. La biosintesis de las bacteriocinas parte, en
general, de la formacion del prepéptido, el cual es modificado hasta obtenerse un
propéptido maduro. Este propéptido, al cruzar la membrana citoplasmatica es
llamado bacteriocina madura; dicha bacteriocina emite una sefial a una enzima
(histidin quinasa) cuya funcién es fosforilarse en presencia de la bacteriocina por
medio del ATP; el grupo fosfato es subsecuentemente transferido a un regulador que
activa la transcripcion para producir proteinas que le confieren a la bacteria
productora la propiedad de inmunidad frente a la bacteriocina producida (Merino y
col, 2000; Chen y Hoover, 2003). Las proteinas de inmunidad de la clase Il de
bacteriocinas son usualmente pequenas (51 — 150 aminoacidos) (Parente y Ricciardi,
1999).

2.3.5 PRODUCCION.

La produccion de las bacteriocinas depende del crecimiento y actividad fisiolégica de
la cepa productora, estando correlacionada la biomasa obtenida con la cantidad de
bacteriocina producida. Consecuentemente, la naturaleza de la cepa productora, la
composicion del medio de cultivo (relacion entre carbono, nitrogeno y fosforo), las
condiciones de fermentacion (temperatura, tiempo de crecimiento, pH inicial y final,
generalmente entre 5.5 a 6.0, agitacion, aereacion, etc) son factores muy importantes
que influyen en la produccion de las bacteriocinas (Bogovi¢-Matijasi¢ y col., 1998;
Parente y Ricciardi 1999; Aasen y col. 2000).

Hay BAL que producen mas de una bacteriocina, y en este caso el pH y temperatura
del medio juegan un papel muy importante en dicha produccion (Parente y Ricciardi,
1999).

La produccién de bacteriocinas de BAL esta usualmente asociada con la fase de

crecimiento de la cepa, y dicha produccién cesa al final de la fase exponencial
(algunas veces antes de que termine el crecimiento). Esto puede ser atribuido a la

12
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adsorcion de la bacteriocina a las células productoras o a la degradacién de las

mismas por proteasas (Parente y Ricciardi, 1999).

Parente y Ricciardi (1999) encontraron que la glucosa es mejor fuente de carbono
que la sacarosa o la fructosa para la produccién de nisina y pediocina AcH (4000
Ul/mL), disminuyendo hasta 2 veces con estas fuentes de carbono la produccion de
la misma bacteriocina. La adicion de fosfato de amonio y de potasio suprimieron la
produccién de nisina en un medio sintético. También observaron que algunos
aniones como el fosfato y cationes como el magnesio y calcio afectan la produccion

de bacteriocinas aunque ésto depende de la cepa.

Yin y col. (2004) reportaron las condiciones apropiadas para una produccion eficiente
de pediocina AcH, es el uso del medio TGE, durante 18 horas a 37°C, suplementado
con una alta concentracion de triptona (1.5%), glucosa (2%), extracto de levadura
(1.5%) o con acido pantoténico, niaciamida y biotina (0.5 ug/mL cada uno) y un pH
final de 3.7.

2.3.6 PURIFICACION.

La purificacién de las bacteriocinas, especialmente de las producidas por BAL, es
dificil. Entre los problemas encontrados durante la purificacion destacan los
relacionados con la tendencia que tiene dichas moléculas a asociarse con otras
debido a su hidrofobicidad. Ya que las bacteriocinas pertenecen a un grupo
extremadamente heterogéneo, los protocolos de purificacion especificos necesitan
generalmente ser disefiados para cada bacteriocina. Ademas, la estabilidad de los
extractos de bacteriocinas decrece dramaticamente a medida que se incrementa su

grado de purificacién (Chen y Hoover, 2003).

Existen métodos rapidos para la purificacién de las bacteriocinas, como la separaciéon
multiple por cromatografia, incluyendo el intercambio catidnico, filtracion por gel,

precipitacion por (NH4)>,SO4, interaccidon hidrofébica y cromatografia liquida en fase

13
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reversa; pero el grado de purificacion es bajo (Gao y col., 1999; Guyonnet y col.,
2000; Yin y col., 2004).

Yang y col. (1992) desarrollaron un procedimiento alternativo, basado en la
propiedad de las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de ser
frecuentemente adsorbidas sobre las células de las cepas productoras. Si se ajusta
el pH del caldo de cultivo de una cepa productora, después de un tratamiento térmico
para inactivar la funcion bioldgica de las células, a un valor al que ocurre la adsorcion
de la bacteriocina a la superficie celular (usualmente pH 6 a 6.5) se permite una facil
separacion de las moléculas (adsorbidas en las células) del caldo de cultivo por
simple centrifugacion. Posteriormente, los péptidos son liberados selectivamente de
las células a pHs bajos (1.5 — 2.0). Este método se presenta como una técnica que
produce péptidos con alta potencia y en una forma mas concentrada (Yin y col.,
2004).

2.4 METODOS DE DETECCION DE ACTIVIDAD DE BACTERIOCINAS.

Los métodos de deteccion de la actividad de las bacteriocinas se dividen en dos
clases: métodos directos e indirectos. La mayoria estan basados en la difusion de la
bacteriocina a través de un medio de cultivo sdlido o semisolido para inhibir el
crecimiento de un microorganismo indicador sensible. En éste método, la cepa
productora es puesta en una placa con agar y se incuba a 37°C durante 24 horas
para desarrollar las colonias individuales; las colonias son entonces cubiertas con un
microorganismo indicador sensible y de nuevo incubadas para desarrollar zonas de
inhibicion (Harris y col., 1989; Chikindas y col., 1993; Cabo y col., 1999; Yin y col.,
2003; Chikindas y col., 2004; Quintero y col., 2005).

En el método directo, la bacteria a probar y el organismo sensible son incubados
simultaneamente y la demostracion del antagonismo depende de la liberacion en el
medio de un inhibidor rapidamente difundible durante la fase de crecimiento del

organismo de prueba. En el método de difusion en agar los sobrenadantes del cultivo

14
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de las cepas productoras de bacteriocinas son colocados en pozos cortados en un
agar preinoculado con un microorganismo sensible. Este método es ampliamente
usado como bioensayo para la determinacién de la dosis de bacteriocinas. En
algunos casos las condiciones Optimas de crecimiento de la cepa a probar no son
necesariamente las mismas que las requeridas para una maxima produccion de la
bacteriocina (Pucci y col., 1988; Harris y col., 1989; Murray y Richard; 1997; Cabo y
col., 1999; Yin y col., 2004).

2.5 INCREMENTO DEL ESPECTRO DE INHIBICION.

Se ha observado que la combinacion de las bacteriocinas con agentes quimicos
aumenta el espectro de inhibicion contra bacterias sensibles. Entre los agentes
quimicos ampliamente usados a este respecto se encuentra el acido etilen
diaminotetraacético (EDTA), el citrato, el lactato, el sorbato de potasio, el diacetato
de sodio, el acido lactico y el acido polilactico, entre otros. Pero también se han
logrado resultados similares realizando combinaciones de distintas bacteriocinas, con
el uso de empaques con atmésferas modificadas (Padgett y col.,1998; Schillinger y
col., 1998; Barbuddhe y col.,1999; Ganzle y col., 1999; Tu y Mustapha, 2002; Chen y
Hoover, 2003; Chikindas y col., 2004)

Mustapha y col. (2002) determinaron que la nisina en combinacion con acido lactico y
acido polilactico incrementaba la accion bactericida, inhibiendo a Escherichia coli
0157:H7. Asimismo, el uso de nisina con EDTA vy citrato o lactato, ademas del uso de
empaques con atmosferas modificadas (80% CO, + 20% aire) y bajas temperaturas,
inhibia a bacterias como Salmonella typhimurium, Brochothrix thermosphacta vy
Escherichia coli 0157:H7 (Tu y Mustapha, 2002).

La combinacion de pediocina AcH con nisina, lactacina 481 o lactacina F aumento el
espectro de inhibicion contra Listeria monocytogenes. En cambio, el uso de
pediocina AcH con un tratamiento de altas presiones (345 MPa) inhibia ademas de

Listeria  monocytogenes a Salmonella typhimurium, Escherichia coli 0157:H7,
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Lactobacillus sake, Leuconostoc mesenteroides, Serratia liquefaciens vy

Pseudomonas fluorescens (Schillinger y col., 1998; Chen y Hoover, 2003).
2.6 BACTERIOCINAS DEL GENERO PEDIOCOCCUS.

El género Pediococcus pertenece al grupo de bacterias lacticas asociadas con la
fermentacion de carnes y vegetales, donde juega un papel importante en la
produccién de acido y desarrollo de sabor. Ademas, tiene la ventaja de producir
bacteriocinas efectivas contra muchas bacterias lacticas y numerosos patdgenos
Gram negativos (Pucci y col., 1988; Chikindas y col., 1993; Price y Schweigert, 1994
Faruk y Bibek,1996).

Son células esféricas, aparecen como tétradas y pares, pero nunca solas, o en
cadenas. Son Gram positivas, no méviles, no esporuladas, anaerobias facultativas,
con fermentacion homolactica, catalasa negativa y presentan un intervalo 6ptimo de
crecimiento de 25 a 40°C. El crecimiento depende de la presencia de un carbohidrato
fermentable, por ejemplo la glucosa sin formacion de gas, y requiere factores de

crecimiento y aminoacidos (Faruk y Bibek,1996).

Las pediocinas producidas por este género se encuentran dentro del subgrupo lla de
la clasificacion de las bacteriocinas, mostrando una fuerte actividad antilisteria y una
gran similitud en su secuencia de aminoacidos con otras bacteriocinas de este grupo,
la cual es mas pronunciada en la parte N-terminal de los péptidos (Yin y col., 2003 y
2004).

En general, las pediocinas son péptidos de 44 aminoacidos, con una masa molecular
de aproximadamente 4.62 kDa y cuyos genes estructurales se localizan en
plasmidos. Su carga neta varia con el pH del medio, especialmente en el intervalo
acido, debido a la presencia de histidina en la molécula. Presentan cuatro residuos
de cisteina, los cuales contienen el grupo tiol (-SH) en un ambiente reductor; pero en
ambiente oxidante se forman 2 enlaces disulfuro (-S-S-) entre Cys®~Cys'* y Cys?—

Cys* (Figura 2.2). Este estado oxidado es esencial para la propiedad bactericida de
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las pediocinas (Chikindas y col., 1993; Montville y Chen, 1998; Yin y col., 2003 y
2004).

La molécula es hidrofébica debido a la presencia de una cantidad relativamente alta
de aminoacidos no polares. Debido a su naturaleza hidrofébica, las moléculas
tienden a formar agregados, especialmente en estado concentrado y a pH préximo a
6 (Yiny col., 2003 y 2004).
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Figura 2.2. Representaciéon esquematica de la pediocina PA-1 (Motville y Chen, 1998).

Se ha reportado que las condiciones de crecimiento influyen en la produccién de
bacteriocinas, es esencial la composicién y el pH final del medio de cultivo. Se ha
encontrado que un pH inicial de 6.5 a 6.8 estimula el crecimiento celular y que con un
pH final de 3.6- 3.7 se tiene la mayor produccion de bacteriocina. Este hecho se
asocia al procesamiento postraduccional de las pro-pediocinas a pediocinas activas y
ocurre eficientemente por debajo de un pH de 5 (Yin y col., 2003 y 2004).
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2.7 APLICACIONES E IMPORTANCIA DE LAS BACTERIOCINAS.

Actualmente hay una demanda creciente por el uso de aditivos naturales en los
alimentos y por reducir el uso de conservadores quimicos. Las bacteriocinas
producidas por BAL pueden ser consideradas como conservadores naturales o

bioconservadores (Chen y Hoover, 2003).

Como conservadores se entiende el uso de microorganismos antagonistas, o sus
metabolitos, para inhibir o destruir a otros microorganismos indeseables en los

alimentos, aumentando la seguridad de los mismos (Chen y Hoover, 2003).

Hay tres métodos que son comunmente usados en la aplicacién de bacteriocinas

como conservadores (Chen y Hoover, 2003; Hernandez Cruza, 2003).

1. inoculacion de BAL en los alimentos para producir bacteriocinas en el
producto. La capacidad de las BAL de crecer y producir bacteriocinas en el
producto es crucial en este uso.

2. adicioén de la bacteriocina purificada o semipurificada como preservador en los
alimentos.

3. uso de un producto previamente fermentado con la produccion de la

bacteriocina como un ingrediente en un alimento procesado.

La bacteriocinas son ampliamente usadas en la conservacién de productos carnicos,
donde se inhiben principalmente bacterias Gram positivas como Listeria
monocytogenes (un punto de referencia en el control de calidad, asi como de la
higiene que se tiene en los rastros y salas de despiece). Esta bacteria provoca
listeriosis y es capaz de crecer en un intervalo de temperatura de 1 a 45°C y a altas
concentraciones de sales (Crandall y Montville, 1998; Barbuddhe y col., 1999; Canas
y col., 2002; Chen y Hoover, 2003).

Se ha demostrado que el uso de las bacteriocinas que provienen de Pediococcus
acidilactici (productor de pediocina AcH) controla el crecimiento de Listeria
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monocytogenes en empaques al vacio de salchichas tipo Viena. El nitrito es
comunmente usado para estabilizar el color rojo de la carne e inhibe el desarrollo de
microorganismos esporulados como C botulinum, sin embargo el nitrito puede
reaccionar con compuestos aminados de la carne y producir nitrosaminas
carcinogénicas. Esto repercute en la posibilidad del uso de las bacteriocinas como
una alternativa al nitrito. Ademas, las bacteriocinas presentan estabilidad a
temperaturas de coccion y son digeridas (por su naturaleza proteica) por las

proteasas del tracto gastrointestinal (Chen y Hoover, 2003).

Las bacteriocinas son de amplio uso en productos lacteos, como leche pasteurizada,
quesos para untar, helados, huevo, en alimentos de origen marino como el salmoén y
en cerveza (Chen y Hoover, 2003; Cardoso y col., 2003; Hernandez y col., 2003;
Cotter y col., 2005).

Por otra parte, el uso de bacterias lacticas como aditivos en los piensos para
animales (y como consecuencia la produccion de bacteriocinas), reduciria el
desarrollo de microorganismos alterantes y patégenos, potenciando en los animales
un desarrollo de una flora intestinal competitiva frente al desarrollo de muchos

patogenos (Hernandez Cruza, 2003).

2.8 INCONVENIENTES DEL USO DE LAS BACTERIOCINAS A ALTAS
CONCENTRACIONES.

Chikindas y col. (2004) observaron que la nisina adicionada en altas concentraciones
favorecia la resistencia de Listeria monocytogenes a la accion de la bacteriocina, lo
que les llevo a realizar un estudio en donde afadieron la bacteriocina de manera
controlada en un caldo de cultivo (partiendo de una concentracion inicial de 200
hasta 1000 Ul/mL) de forma que simulara el efecto de liberacion gradual de la nisina,
en comparacion con la adicion directa de 1000 Ul/mL del compuesto. Encontraron
que la inhibicion de Listeria monocytogenes no es lineal con respecto al aumento de
la concentracién de la bacteriocina; en cambio, dicha bacteriocina presenté mayor
inhibicion respecto al tiempo a bajas concentraciones. Por este motivo, los autores
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suponen que Listeria monocytogenes desarrolla un mecanismo de defensa a altas
concentraciones de la bacteriocina, aunque también se ha propuesto que la cepa
produce una enzima (nisinasa) capaz de inactivar las bacteriocinas (Mazzotta y
Montville, 1997).

Chikindas y col. (2004) observaron resultados similares a los reportados por
Mazzotta y Montville (1997); el uso de la nisina en altas concentraciones generaba
mutantes resistentes a la nisina, ademas de que estas cepas crecian sin problemas
tanto en un medio con y sin nisina. En el caso de Bacillus, la resistencia a la nisina se
ha asociado con la presencia de una enzima capaz de romper el anillo de lantionina
presente en el extremo C- terminal, lo que repercute en la eficiencia de la

bacteriocina.

La teoria mas aceptada para explicar la resistencia a las bacteriocinas ha sido
correlacionada con cambios o alteraciones tanto en la composicion de acidos grasos
como en la composicién de los fosfolipidos de la membrana plasmatica de las
bacterias sensibles (Mazzotta y Montville, 1997; Verheul y col.,, 1997; Crandall y
Montville, 1998; Schillinger y col., 1998; Ganzle y col.,1999).

Mazzotta y Montville (1997) determinaron que el cambio estructural de la membrana
estd directamente ligado con el cultivo a bajas temperaturas, ya que a esta
temperatura la membrana se torna rigida, evitando la formacion de poros y
consecuentemente la lisis celular. Esto se debe al aumento en el numero de
carbonos en la cadena lineal de los acidos grasos, de C13 y C14 se pasa a C15. Se
sabe que cepas de Listeria monocytogenes resistentes a las bacteriocinas de la
clase lla contienen de 1 a 3% de acidos grasos de 16 y 18 carbonos, mientras que
cepas silvestres contienen hasta un 12% de éstos acidos grasos (Mastronicolis y col.,
2005).

Carlson y col. (2001) evaluaron la capacidad de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium para desarrollar resistencia a la bacteriocina microcina. Dicha
resistencia se ha asociado con los mecanismos de resistencia a los antibidticos. La
multiple resistencia a antibiéticos (mra) se genera por un operéon que es un
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componente potencial de resistencia, y este operdon regula la resistencia a una
variedad de sustancias que afectan a Salmonella. El operéon mra regula y facilita la
expulsiéon de antibidticos y solventes organicos. Pero a su vez este, operon es
regulado por una proteina represora (mraR) que previene la transcripcion de mra. Sin
embargo, el mecanismo de accidén no esta claro, pues con el uso de otras microcinas
la respuesta de resistencia es distinta (inhiben la ADN girasa, y por lo tanto la
transcripcion). Ademas de estos posibles mecanismos de resistencia, ultimamente se

ha propuesto también la alteracién de enzimas especificas (Carlson y col., 2001).

En trabajos recientes Chikindas y colaboradores (2004) observaron que el uso en
altas concentraciones de bacteriocinas de la clase lla, como pediocina y leucocina,
genera también resistencia en cepas de Listeria monocytogenes. Lo anterior es un
punto considerable de decision para que este tipo de compuestos sean aplicables en
alimentos (Gravesen y col., 2002a).

Los mecanismos de resistencia en este caso no han sido del todo clarificados y hay

contradicciones, pero se sugieren los siguientes:

2.8.1 MECANISMOS PROPUESTOS DE RESISTENCIA DE Listeria

monocytogenes.

a. Ausencia de la subunidad Ellab del sistema de fosfotransferasas (PTS).
b. Cambio en el metabolismo de Listeria monocytogenes.

c. Cambio en la composicién de la membrana celular.

2.8.1.1 AUSENCIA DE LA SUBUNIDAD Ellab DEL SISTEMA PTS.

Investigaciones en torno al desarrollo de resistencia hacia la clase lla de las
bacteriocinas muestran fuertes evidencias de un mecanismo comun para varias
cepas de Listeria y Enterococcus faecalis (Gravesen y col., 2002b); este mecanismo

involucra la ausencia de una subunidad especifica Ellab de un sistema de
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fosfotransferasa (PTS) dependiente de fosfoenolpiruvato (Gravesen y col., 2002b;

Vadyvaloo y col., 2004); un sistema de transporte de carbohidratos.

Los compuestos mas conocidos que utilizan este tipo de transporte son la glucosa,
manosa, fructosa, N-acetil glucosamina y R-glucésidos, que son fosforilados durante
el transporte a través de la membrana celular (Madigan y col., 1998).

Listeria monocytogenes requiere de carbohidratos como primera fuente de energia
para su crecimiento, siendo la glucosa su fuente de preferencia. Hay evidencia de
que L. monocytogenes presenta dos sistemas de transporte de glucosa, uno de alta
afinidad (sistema de fosfotransferasa) y uno de baja afinidad, llamado fuerza motriz
de protones o quimiosmosis. Muchas bacterias acido lacticas transportan y fosforilan
la glucosa principalmente por la via PTS, y algunos autores indican que el transporte
puede ser similar para Listeria monocytogenes (Farber y Peterkin, 1991; Vadyvaloo y
col., 2004). El sistema de fosfotransferasa (PTS) esta compuesto por 24 proteinas,
siendo necesarias al menos 4 de ellas para el transporte de un determinado azucar.
Las proteinas que componen este sistema se fosforilan y desfosforilan
alternativamente, hasta que una proteina transmembranal de transporte, denominada
Ellc, recibe el grupo fosfato y fosforila y transporta el azucar hacia el interior de la

célula, como se muestra en la figura 2.3.

Interior

PEP

Piruvato
N

\
Glucosa

Membrana
citoplasmatica

Figura 2.3. Sistema de transporte de fosfotransferasas (Madigan y col., 1998).
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El enlace fosfato de alta energia es cedido por un intermediario metabdlico de la
glucdlisis, el fosfoenolpiruvato. Tanto la proteina denominada Hpr, la enzima que la
fosforila (Enzima I) y la Enzima Ila son proteinas citoplasmaticas, mientras que las
Enzimas lIb y llc son proteinas de membrana. Hpr y la Enzima | son componentes no
especificos del sistema de fosfotransferasas y participan en todas las reacciones de
este tipo, mientras que las Enzimas del tipo |l son especificas para cada tipo de
azucar (Postmay col., 1993; Madigan y col, 1998).

Hay que tener en cuenta que aunque se consume un enlace fosfato de alta energia
(el equivalente a un ATP), en el proceso de trasporte de glucosa mediante
translocacion de grupo la glucosa se fosforila. Como consecuencia de este tipo de
transporte se produce asi uno de los intermediarios metabdlicos iniciales (glucosa — 6
fosfato), por lo que el transporte de glucosa puede considerarse un proceso neutro

desde el punto de vista energético (Madigan y col, 1998).

2.8.1.2. CAMBIO EN EL METABOLISMO DE Listeria monocytogenes.

Vadyvaloo y colaboradores (2004) realizaron un estudio con cepas de Listeria
monocytogenes que presentaron resistencia al uso de bacteriocinas de la clase lla;
las cepas fueron denominadas mutantes espontaneos y mutantes definidos
genéticamente. Observaron que en presencia de glucosa las cepas resistentes
tenian menor velocidad especifica de crecimiento, mayor cantidad de biomasa, y un
cambio en el metabolismo fermentativo de la glucosa, pasando de fermentacién
lactica a fermentacién acido mixta (una fermentacién acido mixta tiene un mayor

rendimiento de ATP por glucosa, comparado con la fermentacion lactica).

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la resistencia a las bacteriocinas de
la clase lla de las cepas de Listeria monocytogenes es la ausencia de la subunidad
Ellab o una sobreexpresién de esta subunidad del sistema de fosfotransferasa
(Gravesen y col., 2002b); por ello se realizaron estudios para ver si la reduccién en la

velocidad de crecimiento especifico de las cepas resistentes cuando crecian en
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presencia de glucosa podria estar relacionada con una baja velocidad en el consumo
de glucosa. Ellab no es la unica enzima capaz de transportar la glucosa, sin embargo
esto no excluye que el complejo Ellab tenga un control sobre la velocidad de
crecimiento, por lo que su ausencia podria afectar la velocidad de consumo de
glucosa y la velocidad de crecimiento especifico. Para corroborar esto, Vadyvaloo y
col. (2004b) realizaron un analisis sobre el consumo de glucosa en varios puntos de
la fase lag de las cepas resistentes de Listeria monocytogenes, encontrando una
reduccion en la velocidad de consumo de glucosa en las cepas resistentes a las

bacteriocinas en comparacion con su respectiva cepa silvestre.

Esta disminucién de la velocidad de crecimiento especifico y la reduccion del
consumo de glucosa de las cepas resistentes han sido interpretados y asociados con
un ahorro energético, sugiriendo que el sistema PTS pueda ser el principal
transportador de glucosa para las cepas de Listeria monocytogenes. También se
observé un incremento en la velocidad de crecimiento especifico de las cepas
resistentes en medio libre de glucosa comparado con su respectiva cepa testigo.
Pudiera existir otro regulador en la ruta metabdlica que dé a estas células una
ventaja en ausencia de glucosa. Un ejemplo de este regulador podria ser el B-
glucosido especifico en las cepas resistentes de Listeria monocytogenes (Gravesen y
col., 2002b). Sin embargo, la disminucion de la velocidad especifica de crecimiento
de las cepas resistentes en presencia de glucosa, comparada con la velocidad en
medio libre de glucosa, podria indicar que la regulaciéon es reprimida en presencia de
glucosa o que la glucosa tenga un efecto inhibitorio sobre la velocidad de crecimiento
en las cepas resistentes. Los autores también observaron que las cepas resistentes
tuvieron mayor rendimiento de biomasa, a pesar de tener menor velocidad de
crecimiento en presencia de glucosa, debido a un cambio en el metabolismo
fermentativo de la glucosa (de lactica a acido mixta: en la fermentacion lactica se
forman 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa y en una fermentacién acido
mixta se forman 3 moléculas de ATP por molécula de glucosa fermentada). Este
cambio en el metabolismo podria reflejarse en un incremento de la biomasa final
(Vadyvaloo y col., 2004b).
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Garrigues y colaboradores (1997) realizaron estudios sobre el cambio de
fermentacion lactica a fermentacion acido mixta en cepas de Lactococcus lactis
subsp. lactis NCDO 2118, cepa que lleva a cabo la fermentacion lactica y que
transforma mas del 90% de los azucares del medio en acido lactico. Sin embargo,
bajo ciertas condiciones este metabolismo lactico se pierde, aumentando la
concentracion de otros metabolitos como formiato, CO,, acetato y etanol, los cuales
son productos de la llamada fermentacion acido mixta. EI metabolismo lactico fue
observado durante el crecimiento rapido, en el que cantidades significativas de
glucosa quedaron en el medio; la fermentaciéon acido mixta fue observada con
menores velocidades de crecimiento, con limitaciones en la fuente de carbono. Tal
metabolismo mixto también fue encontrado bajo condiciones de exceso de carbono,

con ciertos azucares.

2.8.1.3. CAMBIO EN LA COMPOSICION DE LA MEMBRANA CELULAR.

Algunos autores apoyan la hipotesis de que la resistencia de Listeria monocytogenes
a la accién de las bacteriocinas, se debe principalmente a un cambio en la
composicion de la membrana celular, comparando el contenido de los acidos grasos
de cepas testigo y cepas resistentes durante su crecimiento en presencia y ausencia
de nisina, encontrando relativamente mas fosfodiglicerol y menos difosfatidilglicerol

en cepas resistentes (Verheul y col., 1997; Crandall y Montville, 1998).

Garde y col. (2004) observaron un efecto parecido de resistencia a la nisina pero en
la cepa Streptococcus thermophilus INIA 463 durante su crecimiento en la leche. La
resistencia en esta cepa se reflejo en la rigidez de la membrana celular debido a la
presencia de mas 4acidos grasos monoinsaturados y menos poliinsaturados,

inhibiendo de esta manera la permeabilizacion de la membrana y la lisis celular.
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3. ANTECEDENTES

En proyectos anteriores del laboratorio de Bioquimica de Macromoléculas se
caracterizd parcialmente la bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK
133 (Hernandez Lopez, 2002), presentando actividad inhibitoria contra varias cepas
de Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus y Listeria, ademas de poseer
propiedades similares a la pediocina PA-1/AcH. Los valores 6ptimos de crecimiento y
produccién de bacteriocina fueron obtenidos utilizando el medio GBS a pH 6.8, a una
temperatura de 40°C y con concentraciones de 0.5 a 0.6% de Tween 80, bajo

condiciones microaerofilicas.

Esta caracterizacion también se realizd por parte de Schneider y col. (2006),
confirmando la termorresistencia del péptido producido por Pediococcus parvulus
MXVK 133. Su actividad inhibitoria permanecia después de un tratamiento térmico a
121°C durante 15 minutos, pero esta termorresistencia varié de acuerdo al pH. El
peso molecular aparente de esta bacteriocina fue de 5 kDa, con un punto isoeléctrico
estimado de 8.65. La secuencia de los primeros 17 aminoacidos de la cadena N-
terminal mostraron completa coincidencia con lo reportado para la pediocina A1

(AcH) y con un péptido antilisteria producido por Bacillus coagulans.

Del mismo modo en el laboratorio, se han realizado materiales de empaque en forma
de peliculas adicionadas con pediocina, empleando como materiales estructurales el
aislado de proteina del suero de la leche y la zeina de maiz, obteniéndose mejores
resultados con estas ultimas proteinas (Quintero y col.,, 2005). También se ha
observado que el aumento de la concentracion de la pediocina repercute
directamente en el nivel de inhibicibn de las bacterias sensibles, tal como lo

describieron Mazzotla y Montville (1997).

Debido a las propiedades favorables que presenta la bacteriocina producida por
Pediococcus parvulus MXVK 133 descritas anteriormente, este trabajo se justifica de

la siguientes manera.
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4. JUSTIFICACION

Recientemente ha surgido un gran interés en emplear a las bacteriocinas como
aditivos en los alimentos para prolongar la vida util de los mismos. Debido al origen
proteico de las bacteriocinas, éstas son susceptibles al ataque de enzimas
proteoliticas (incluyendo aquellas de origen pancreatico y gastrico), inactivandose
durante su paso por el tracto intestinal, no siendo absorbidas como compuestos

activos y sin causar riesgos relacionados con su uso (Cotter y col., 2005).

Varios autores han observado que la accion de las bacteriocinas en conjunto con
otros compuestos quimicos aumentan el potencial de inhibicion contra bacterias
contaminantes en los alimentos (como de Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Salmonella, entre otros). Sin embargo la accidén inhibitoria de las bacteriocinas no es
directamente proporcional a la concentracion empleada, habiéndose reportado una
disminucion en la capacidad inhibitoria sobre algunas bacterias sensibles cuando se

emplean altas concentraciones de bacteriocina.

En el laboratorio de Bioquimica de Macromoléculas se ha caracterizado la
bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133 como un agente
antimicrobiano contra Listeria. Como parte de esta caracterizacidbn es necesario
hacer estudios para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de esta
bacteriocina y el posible desarrollo de resistencia, asi como investigar si estas
bacterias resistentes son mutantes o sbélo presentan una tolerancia temporal a la
accion de esta bacteriocina. Asimismo, debe profundizarse en el mecanismo por el
cual estas bacterias patdgenas pueden desarrollar resistencia al uso de las
bacteriocinas.
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v

5. HIPOTESIS

Si las cepas de Listeria desarrollan resistencia por exposicion a altas
concentraciones de pediocina, mayores a la MIC, estas cepas podrian ser

resistentes temporales o permanentes.

La resistencia podria deberse a cambios en la composicion de acido grasos
totales de la membrana celular o a un cambio en el metabolismo de

carbohidratos.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

v Estudiar el mecanismo de resistencia de Listeria monocytogenes a la accion

inhibitoria de la bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Producir y obtener un extracto semipurificado de la bacteriocina producida por
Pediococcus parvulus MXVK 133.

v' Determinar la concentracion minima inhibitoria de pediocina sobre cepas de
Listeria innocua ATCC33090 y Listeria monocytogenes (Scott A, LM82, LMB

911204/47 y LMB 92000/48).

v' Determinar si las cepas desarrollan resistencia temporal o permanente por

exposicion a altas concentraciones de pediocina.

v' Determinar si la resistencia se debe a cambios en la composicion de acido grasos

totales o0 a un cambio en el metabolismo de carbohidratos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo productor de la bacteriocina.

Pediococcus parvulus MXVK 133 fue el microorganismo seleccionado para la
produccién de la bacteriocina. Este microorganismo produce una bacteriocina de la
clase lla (pediocin-like) y se resembré en medio CGB modificado, incubandose a

37°C. La composicion de este medio se especifica en el anexo A (Tabla A.1).

7.2 Cepas sensibles a la pediocina y condiciones de crecimiento.

Se emplearon las cepas de Listeria indicadas en la Tabla 7.1 como microorganismos
sensibles para evaluar el posible desarrollo de resistencia a altas concentraciones de
bacteriocina.

Las cepas de Listeria se sembraron en medio BHI (infusion cerebro corazon)
ajustado a pH 6.5 y se incubaron a 37°C. Estas cepas fueron manipuladas en
condiciones asépticas y en campana de flujo laminar (previa limpieza con fenol al
5%). Para asegurar la destruccion de las cepas de Listeria, se esterilizd el material
empleado a 121°C durante 15 min.

Tabla 7.1. Cepas de Listeria empleadas en cada una de las pruebas.

Microorganismo Fuente
Listeria innocua ATCC33090 1

Listeria monocytogenes Scott A

Listeria monocytogenes LM 82
Listeria monocytogenes LMB 92000/48
Listeria monocytogenes LMB 911204/47

W W N W

(1) Laboratorio de Bioquimica de macromoléculas, UAM-I, México. (2) Dr. J. M. Urruburu, Universidad

de Valencia, Espafa. (3) Dr. F.M. Iniesta, Universidad de Murcia, Espafia.
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7.3 Produccién y purificacion de la pediocina.

Se siguid la metodologia propuesta por Yang y col. (1992) para la produccion de la
pediocina (los equipos y reactivos empleados se encuentran detallados en el anexo
A). Este es un método de adsorcion — desorcion dependiente del pH. La cepa de
Pediococcus parvulus MXVK 133 que se encontraba a -80°C, se reactivo
resembrandola en medio CGB e incubandola durante 18 h. Posteriormente se
resembré (10% v/v de inéculo) en medio CGB y se incub6 durante 10 a 12 h, tiempo
que corresponde a la maxima produccion de la bacteriocina, se ajusté el pH del
medio de cultivo a 5.5 adicionando NaOH 10 M y se someti6é a un tratamiento térmico
a 70°C durante 30 min para la inactivacion de proteasas (Katla y col., 2003) y se
mantuvo en agitacion lenta a 4°C durante 2 a 3 h para facilitar la adsorcién de la
bacteriocina. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 6,000 rpm durante 20 min a
4°C. Las células recuperadas se lavaron con buffer de fosfatos 50 mM pH 6.5 (Katla
y col., 2003) y se resuspendieron en una solucién de NaCl 100 mM pH 2.0 (ajustada
con acido fosférico al 5%), manteniéndose en agitacion lenta a 4°C durante 15 h para
desorber la bacteriocina. Posteriormente se sometié a centrifugacion a 6,000 rpm
durante 15 min a 4°C para eliminar las células. El extracto libre de células se filtr6 a
través de membranas estériles Millipore (Durapore® Membrane Filters, 0.22 um GV,
Irlanda) y se sometié a dialisis empleando membranas de celulosa con un tamafo de
poro de 1000 Da (Dialisis Tubing, Benzoylated, Sigma — Aldrich Co. St Louis MO.,
EUA) con cambios periddicos de agua destilada hasta eliminar las sales presentes.

Finalmente se liofilizé la bacteriocina manteniéndose a - 80°C hasta su uso.

7.4 Determinacion de la actividad de la pediocina.

La actividad de la pediocina se determind mediante la técnica de difusion en pozos
de agar (Guyonnet y col., 2000). Se depositaron 30 uL de diluciones seriadas de
pediocina diluida en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.0 en pozos hechos con una pipeta
pasteur estéril en medio BHI semisdlido (0.8% de agar bacterioldgico), sobre una

capa del mismo medio pero con 1.5% de agar bacteriolégico. El medio semisdlido fue
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previamente inoculado con 70 puL de un cultivo de 18 h de la cepa sensible (Listeria
innocua ATCC33090) con una absorbancia a 640 nm de 0.3. La actividad de la
bacteriocina se evalué determinando el halo de inhibicion formado, una vez incubada

la placa a 37°C durante 24 h para el desarrollo de la cepa sensible.

La actividad de la bacteriocina se reportd en Unidades Arbitrarias por gramo de
bacteriocina liofilizada (UA/g), estando definida 1 UA como el inverso de la maxima

dilucion a la cual se obtiene un halo de inhibicién de 2 mm (Chikindas y col., 2004).

7.5 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) con varias

concentraciones de pediocina.

Esta prueba se realizé con la finalidad de observar el efecto inhibitorio de la
bacteriocina sobre el crecimiento de las cepas sensibles, al aumentar la

concentracion de la bacteriocina (Katla y col., 2003).

Para ello, se preparo el inéculo de cada cepa de Listeria, diluyendo un cultivo de 18 h
hasta obtener una DO gyonm de 0.002 (~10° UFC/mL). En 900 pL de inoculo se
adicionaron 100 uL de pediocina en varias concentraciones (133 — 1600 UA/mL de
cultivo) y se incubaron a 37°C con agitacion constante de 150 rpm durante 12 - 15 h.
Los cambios en la absorbancia se analizaron cada 3 h. El control sélo contenia

medio de cultivo sin pediocina.

Estos experimentos se realizaron por duplicado, para obtener las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC), que se definen como la minima concentracion del
compuesto antimicrobiano que se necesita para inhibir el crecimiento de un
microorganismo después de 24 h de incubacion (Madigan y col.,, 1998). La
concentracion minima bactericida es la concentracion minima del compuesto
antimicrobiano que elimina a mas del 99.9% de los microorganismos viables después
de 24 h. De esta forma, también se pueden definir indices parciales, como la MICgq y
MleoZ
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MICgo = concentracion minima inhibitoria que inhibe al 90% de microorganismos

MICso = concentracion minima inhibitoria que inhibe al 50% de microorganismos

Los datos de las absorbancias fueron promediados y graficados respecto al tiempo
de la prueba, ademas de realizarse un analisis estadistico (Analisis de varianza y
pruebas de comparaciéon multiple Tukey-Kramer) utilizando el programa NCSS
(EUA).

Para obtener los valores de MIC, se sigui6 el modelo matematico propuesto por
Olivera y col. (2001):
p=pur—k*C

donde:

u= velocidad de crecimiento especifico (min ™)
ur = velocidad de crecimiento especifico en cultivo libre de bacteriocina (min ")
k = velocidad de inhibicion especifica (mL. pg™, min ")

C = concentracion de bacteriocina (ng. mL™)

Se graficaron las velocidades de crecimiento especifico (u) de cada una de las cepas
de Listeria obtenidas con el programa MicroFit © v.1.0. (creado por el Dr. Meter D.G.
Wilson, Institute of Food Research) respecto a las diferentes concentraciones de
bacteriocina (C) probadas (133, 533, 1060 y 1600 UA/mL de cultivo). La linea de
tendencia de estos datos se extrapold hasta u = 0, es decir, la concentracion de
bacteriocina en la que no se presentaria crecimiento, obteniéndose asi los valores de
MIC. Para el calculo de la MICs, se despejo de la ecuacion la concentracion de la
bacteriocina con la que se presentaria un 50% de inhibicion en el crecimiento de

Listeria, donde la velocidad de crecimiento especifico quedara reducida a la mitad.
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7.6 Obtencion de cepas resistentes a la pediocina.

Cada una de las cepas sensibles de Listeria fueron inoculadas en medio BHI
ajustado a pH 6.5 y se incubaron a 37°C hasta obtener un cultivo de 12 h.
Posteriormente se diluyé cada cultivo en este mismo medio hasta obtener una DO
soonm de 0.002 (~10° UFC/ mL). En 900 pL de indculo previamente ajustado se
adicionaron 100 uL de bacteriocina con una concentracién de 1,600 UA/mL de cultivo
(concentracion en la cual se presenté un efecto de resistencia a la inhibiciéon en el
crecimiento de las cepas), se incubaron a 37°C con agitacion de 150 rpm hasta la

fase exponencial de la cepa (9 — 12 h) (Katla y col., 2003).

Usando el programa MicroFit © v.1.0. se obtuvieron valores estimados de la
velocidad de crecimiento especifico, tiempo de duracién de la fase lag y el tiempo de

duplicacion, para cada una de las cepas de Listeria.

Para esta prueba se us6 como parametro de resistencia a la pediocina los valores
obtenidos de velocidad especifica de crecimiento y duracion de la fase lag de las
cepas de Listeria testigo y las cepas que crecieron en presencia de pediocina, el que
no se presentara una diferencia significativa entre estos valores asi como entre los
valores de absorbancia de las cepas testigo, sin pediocina, y de las cepas que

crecieron en presencia de la pediocina.
7.7 Curvas de crecimiento de las cepas resistentes en presencia de pediocina.

Esta prueba se realizé con la finalidad de observar si las cepas obtenidas en la
seccion 7.6 eran capaces de crecer nuevamente al ser resembradas en medio con
pediocina (con la misma concentracién con la cual fueron generadas); de ser asi,
estas cepas serian de caracter resistente, de lo contrario serian cepas que

presentaron solo una resistencia temporal (Chikindas y col., 2004).
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Una vez que se obtuvieron las cepas resistentes de cada cepa de Listeria de acuerdo
a la seccion anterior, las cepas generadas se inocularon en medio fresco BHI con
una DOggp de 0.002 conteniendo 1600 UA/mL de cultivo y se incubaron durante 21 h

a 37°C, midiéndose los cambios en la absorbancia cada 3 h (Chikindas y col., 2004).

7.8 Curvas de crecimiento de las cepas testigo y cepas resistentes en medio

suplementado con y sin glucosa.

Esta prueba se realizé con la finalidad de observar y determinar los parametros de
crecimiento (velocidad de crecimiento especifico y tiempos de fase lag y de
duplicacion) tanto de las cepas testigo como de las cepas resistentes (obtenidas de
acuerdo a la metodologia descrita en la seccidén 7.6) en un medio suplementado con

glucosa, asi como los cambios de pH que se registraron durante el cultivo.

Las cepas testigo y resistentes de Listeria fueron inoculadas en medio BHI
suplementado con glucosa 10 mM y en BHI libre de glucosa, con una DO ggonm inicial
de 0.002 (~10° UFC/ mL), a 37°C sin agitacién. El crecimiento, a través del cambio en
la absorbancia a 600 nm, fue evaluado cada 3 h, asi como el cambio de pH del
medio (Vadyvaloo y col., 2004b). Las velocidades de crecimiento especifico, tiempo
de la fase lag y tiempo de duplicacion para cada cepa fueron obtenidos empleando el
programa MicroFit © v 1.0.

Debe entenderse el crecimiento como un incremento en el numero de células
microbianas en una poblacién, lo cual también puede ser medido como un
incremento en la masa microbiana; la velocidad maxima de crecimiento especifico es
el cambio en el numero de células o masa celular por unidad de tiempo y el tiempo

de duplicacién es el tiempo requerido para que a partir de una célula se formen dos.
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7.9 Deteccion de productos de fermentacion para observar cambios en el
metabolismo de carbohidratos entre las cepas testigo y las cepas

resistentes a la pediocina.

Las cepas de Listeria testigo y resistentes (obtenidas segun la seccién 7.6) fueron
resembradas en medio BHI suplementado con glucosa 10 mM hasta alcanzar la fase
media exponencial (9 -12 h), e incubadas a 37 °C sin agitacion (Vadyvaloo y col.,
2004b). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 2
min y el sobrenadante fue microfiltrado (Acrodisc ®, 0.45 um, 3 mm HPLC) antes de
ser analizado en un cromatografo HPLC a 70°C y 1074 Psi, con una columna Alltech
10A-1000 Organic Acids de 300 mm x 7.8 mm SN acoplada a un detector Waters
410 Differential Refractometer Millipore MX3NM5768M, un controlador Waters ™ 600
model code 6DC y una bomba 600PF6162. Se us6 una fase movil de H,SO,4 0.005 N
(0.145 mL de acido sulfurico concentrado por litro de agua desionizada), el cual fue
fitrado antes de ser usado (Nylon Membrane Filter 0.45 um, 47 mm, Pall

Corporation, Michigan, EUA).

Los resultados se interpolaron en una curva de calibracién (Anexo B).

7.10 Extraccion de lipidos totales de las cepas testigos y cepas resistentes a la

pediocina.

Las cepas de Listeria resistentes obtenidas de acuerdo a la seccion 7.6 y las cepas
testigo fueron resembradas cada una en 1 litro de medio BHI a pH 6.5 e incubadas a
37°C hasta alcanzar la fase exponencial. Los cultivos fueron sonicados durante 2 h
para asegurar que las células de Listeria fueran lisadas. Posteriormente los medios
de cultivo fueron centrifugados a 7,000 rpm durante 15 min a 4°C, seguido de un
lavado con buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.0. (Cabrera y col., 2000; Mastronicolis y
col., 2005). Una vez recolectadas las células de cada cepa se adicionaron 3.75 mL
de cloroformo — metanol 2:1 (v/v) y se agité en vortex durante 5 min. Esta suspension

se mantuvo en refrigeracion durante 18 h. Para separar la biomasa de la suspensién,
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se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, y
al sobrenadante se le adicionaron 4.75 mL de cloroformo — metanol — agua 2:1:0.8
(v/vlv). Para obtener un sistema bifasico se adicionaron 2.5 mL de agua y 2.5 mL de
cloroformo. La fase del cloroformo, en la que se encontraban disueltos los lipidos
totales, fue recolectada con pipeta Pasteur. Para concentrar estos lipidos se evaporé
el exceso de cloroformo con un rotaevaporador y los lipidos fueron suspendidos
nuevamente en cloroformo — hexano 1:1 (v/v) y finalmente almacenados a -20°C

hasta su analisis.

7.11 Metilacion de los lipidos totales de las cepas de Listeria.

Se adicionaron 0.5 mL de los lipidos totales de las cepas de Listeria obtenidos segun
la seccion 7.9 a un matraz de bola de 25 mL con perlas de ebullicién. El matraz se
conectd a un sistema de reflujo y, a través del refrigerante, se adicionaron 6 mL de
NaOH 0.5 N disuelto en metanol, sometiéndose a ebullicion durante 10 min.
Posteriormente se adicionaron, nuevamente a través del refrigerante, 7 mL de
trifluoruro de boro disuelto en metanol al 14% y se dejé ebullir durante 5 min,
adicionandose después 1.5 mL de hexano y dejandose ebullir 1 minuto. Se retir6 el
matraz del sistema de reflujo y se dejo enfriar en un bafo de hielo; a continuacién se
agreg6 una solucién de NaCl 5 M y se llevd la fase organica hasta el cuello del
matraz para se recolectada con una pipeta Pasteur, se almacend en refrigeracion
hasta su analisis en un cromatografo de gases (Gas Chromatograph Varian VA
Chrompack CP — 3800) (Hernandez Hernandez, 2004).

7.12 Determinacion de acidos grasos totales de las cepas testigo y

resistentes a la pediocina.

Una vez metilados los extractos de los lipidos totales de las cepas de Listeria tanto
testigo como resistentes, de acuerdo a la metodologia establecida en la seccion 7.11,
se determinaron los acidos grasos inyectando 0.20 uL de los lipidos totales (jeringa

de 10 uL, Hamilton Co. Syringe, Nevada, EUA) en un cromatégrafo de gases (Gas
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Chromatograph Varian VA Chrompack CP - 3800) empleando una columna
Chrompack capillary column Varian CP8713 CP WAX 52 CB 30M x 0.25 D.O. 25 No

serie VAR 010; con las condiciones especificadas en las Tablas 7.2 y 7.3

(Mastronicolis y col., 2005).

Tabla 7.2. Condiciones de estabilizacion de la rampa de temperaturas del cromatégrafo de

gases.

Tabla 7.3. Condiciones de estabilizacion del horno del cromatégrafo de gases.

Etapa Temp (°C) Veloc (°C/min) Dur (min) Total (min)

Inicial 90 -- 1.0
1 170 70.0 1.5
2 210 5.0 8.0
3 210 0.1 2.0

1.0
3.64
19.64
21.64

Componente Consigna

Horno 1079°C

Flujo de la columna (mL/min)
Presién de la columna (psi)
Horno columna (°C)

Horno FID (°C)

250
1.8
4.7
90
250

Ademas se inyectaron en el cromatografo de gases los estandares establecidos en la

Tabla 7.4, en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.

Tabla 7.4. Estandares de acidos grasos.

Acido graso

No. De carbonos

Ac
Ac
Ac
Ac
Ac
Ac

. Miristico ® Tetradecanoic acid

. Palmitico ® Cis — 9 — hexadecanoic acid

. Palmitoléico ® Cis — 9 — hexadecanoic acid

. Oleico ® Cis — 9 — octadecanoic acid

. Linolgico ® Cis - 9 — octadecadienoic acid

. Linolénico ® 9, 12, 15 — octadecatrienoic acid

14:0
16:0
16:1
18:1
18:2
18:3

? Sigma — Alldrich Co. Capillary CG grado 99 — 100%, St. Louis MO., EUA
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7.13 Preparacion de cepas testigo y resistentes para ser observadas al

microscopio electronico de transmision.

Las cepas de Listeria testigo y resistentes (obtenidas segun la seccion 7.6) fueron
resembradas en medio BHI e incubadas a 37°C hasta obtener una absorbancia a
600 nm de 0.7, equivalente a la fase de crecimiento exponencial; los medios de
cultivo fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 3 min y se hicieron lavados
consecutivos para eliminar el exceso de medio de cultivo con buffer de fosfatos 0.1 M
pH 7.0; recolectandose la biomasa en tubos Eppendorf estériles (Mastronicolis y col.,
2005). Se agreg6 glutaraldehido al 0.5% y se mantuvo en refrigeracion durante 24 h.
Posteriormente se lavoé la biomasa con el buffer mencionado anteriormente hasta que
desapareciera el olor a glutaraldehido (frutal). Se agregé tetradxido de osmio a cada
tubo Eppendorf y se mantuvo en refrigeracion durante 2 h. Después de este
tratamiento se deshidrataron las células con cambios cada 15 min (2 veces cada
uno) de acetona en diferentes concentraciones, partiendo desde 30% hasta acetona
absoluta (100%). Una vez deshidratadas las células, se les adicion6 resina y se
dejaron 48 h a 60°C para que se polimerizaran. Estas células fueron cortadas
(Micrétomo Leica ultracut. UCT, EUA) para poder ser observadas en el microscopio
electréonico de transmision (JEM- 1200 EX Il EUA); previo a la observacion se

tinieron con 2% de acetato de uranio y citrato de plomo (Clinton, 1971).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Actividad de la bacteriocina obtenida de Pediococcus parvulus MXVK 133.

De acuerdo a la metodologia propuesta por Yang y col. (1992), descrita en la seccién
7.3, se obtuvo la bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133.
Posteriormente se evalud la actividad de dicha bacteriocina por la técnica de difusion
en pozos de agar (Guyonnet y col., 2000) dando una actividad de 1.33 x 10° UA/g de
bacteriocina. El halo de inhibicion de crecimiento de Listeria innocua ATCC33090 se
presentd hasta la dilucién 1 en 200 de 5 mg de bacteriocina disuelta en 1 mL de

buffer de fosfatos 0.1 M pH 7, los halos de inhibicién se muestran en la figura 8.1.

Figura 8.1 Actividad de la bacteriocina obtenida de Pediococcus parvulus MXVK 133.
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8.2 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (MIC) con varias

concentraciones de pediocina.

Una vez que se obtuvo la bacteriocina y su actividad, se procedié a determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) de acuerdo a la
metodologia establecida en la seccién 7.5, realizando en primer lugar curvas de

crecimiento con las cepas testigo de Listeria.

8.2.1 Curvas de crecimiento de las cepas de Listeria con diferentes

concentraciones de pediocina.

En la figura 8.2 se reportan las curvas de crecimiento de las diferentes cepas de
Listeria innocua y Listeria monocytogenes con concentraciones de 133, 533, 1060 y
1600 UA/mL de cultivo.

Para todas las cepas y para todas las concentraciones de bacteriocina se observé
inhibicion por incremento en el crecimiento durante la fase lag, la cual fue variable,
en comparacion con la cepas testigo (cultivos libres de bacteriocina), en donde dicha

fase no fue tan notoria.

Se pudo observar en las curvas de crecimiento que las absorbancias posteriores a
las 12 h (al menos para 133 y 533 UA/mL de cultivo), presentaron un valor mas alto
para la cepa testigo (cepas de cada Listeria que crecieron en medio libre de
bacteriocina), lo cual podria indicar un problema de difusion de la bacteriocina en el
medio de cultivo (graficas no mostradas). Por ello se decidid incorporar un sistema
de agitacion (150 rpm), manteniendo las mismas condiciones de temperatura y pH
(37°C y 6.5, respectivamente) como se muestra en la figura 8.2. Incorporandose
dicho sistema, se elimino el efecto de mala difusion de la bacteriocina en el medio de

cultivo (Vadyvaloo y col., 2004).
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A Listeria innocua ATCC33090 B Listeria monocytogenes Scott A
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Figura 8.2. Curvas de crecimiento de Listeria innocua ATCC33090 (A) y Listeria
monocytogenes (B, C, D y E), en presencia de varias concentraciones de bacteriocina (-A-

133, -*— 533, -0- 1,060, -o- 1,600 UA/mL de cultivo y -- A --testigo sin bacteriocina).
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Los resultados mostraron que los cultivos de Listeria innocua ATCC33090 (Fig. 8.2
A) en presencia de 133, 533 y 1,060 UA/mL de cultivo presentaron inhibicion
bacteriostatica en su crecimiento durante 6 - 7 h, en promedio, desde el inicio del
cultivo (datos mostrados en la tabla 8.1). Transcurrido este tiempo, sin embargo, su
crecimiento tuvo la misma tendencia que el de la cepa testigo, excepto para el cultivo
con 1,060 UA/mL de cultivo, en el que los valores de DO fueron menores que los de
la cepa testigo (que presentd una velocidad maxima de crecimiento especifico (Lmax)
de 0.70 h " y una fase lag de 4.66 h). En presencia de 133 UA/ mL de cultivo se
obtuvo una p de 0.65 h™ y una fase lag de 7.42 h, la bacteriocina inhibié el
crecimiento durante 2.76 h mas que el tiempo de fase lag que presentd la cepa
testigo. Tras este tiempo la cepa siguid el mismo comportamiento que la cepa
testigo. Con 533 UA/mg se retardd la fase lag 2.22 h respecto a la cepa testigo.
Finalmente, con 1,060 UA/ mL de cultivo se presenté una fase lag de 7.94 h,

retardandose la fase lag 3.28 h mas.

En presencia de 1,600 UA/ mL de cultivo se presentd una fase lag de 5.01 h, aunque
posteriormente su comportamiento fue similar al de la cepa testigo. No se presentd

diferencia significativa (p<0.001, a 0.05) entre las DO reportadas para ambos casos.

Estos datos coinciden con los reportados por Chikindas y col. (2004), que observaron
la aparicidon de resistencia en Listeria monocytogenes al cultivarse en presencia de
1,000 UA/ml de nisina. En nuestro caso, sin embargo, se usd la bacteriocina
producida por Pediococcus parvulus MXVK 133, a diferencia de la nisina producida
por Lactococcus lactis. Del mismo modo, Gravesen y col (2002b) encontraron que el
uso de leucocina A en mas de 4 mg/mL promovia la generacion espontanea de

mutantes resistentes a esta bacteriocina.
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Tabla 8.1. Parametros estimados™® de las curvas de crecimiento.

Concentraciones de pediocina (UA/mL de cultivo)

Cepa Parametro Control 133 533 1,060 1,600
L innocua I max 0.70 0.65 0.38 0.59 0.79
ATCC33090 t-lag 4.66 7.42 6.88 7.94 5.01
t-d 0.99 1.06 1.83 1.17 0.88
L monocvioqenes M max 0.69 0.68 0.45 0.69 0.79
scotta 09 t-lag 3.02 7.50 8.51 7.91 4.96
t-d 0.10 1.01 1.54 1.00 0.39
L monocvioaenes K max 0.58 0.67 0.50 0.49 0.43
LM 82 ytog t-lag 5.10 7.10 7.40 8.40 8.55
t-d 0.15 0.80 0.85 0.70 0.16
L monocviogenes 1 max 0.70 0.66 0.38 0.25 0.48
LBM 92000/45 t-lag 5.10 7.50 7.06 7.00 10.50
t-d 0.99 1.05 1.81 2.75 1.45
L monocvioaenes M max 0.60 0.70 0.45 0.26 0.44
LBM 91150447 t-lag 4.80 7.42 7.60 6.44 7.49
t-d 0.87 0.99 1.55 2.65 1.56
tmax = Velocidad maxima de crecimiento especifico (h), t-lag =tiempo de la fase lag (h), t-d =tiempo de duplicacion(h)

* Datos obtenidos del programa MicroFit© v.1.0

En la cepa Listeria monocytogenes Scott A (Fig 8.2 B), se presentd un
comportamiento similar al de Listeria innocua ATCC33090: los cultivos con las
diferentes concentraciones de bacteriocina se inhibieron durante la fase lag durante 7
a 8 h, excepto para la concentracion mas alta de bacteriocina (1,600 UA/mL de
cultivo), obteniéndose en este caso una fase lag de 4.96 h. Al ser comparado este
dato con la fase lag de la cepa testigo (3.02 h) no existe diferencia significativa como
con las otras 3 concentraciones restantes. Ademas, su comportamiento después de

la fase lag fue similar al de la cepa testigo.

El comportamiento que presentaron las cepas de Listeria monocytogenes LBM
911204/47 y LBM 92000/48 (fig 8.2 D y E) fue que en primera instancia la inhibicién
del crecimiento se reflejé6 en una mayor duracién de la fase lag, durante 7.50 h de
cultivo en promedio para cada cepa, pero con 1,600 UA/mL de cultivo en la cepa
LBM 92000/48 hubo una inhibicién del crecimiento de 10.50 h de cultivo, siguiendo el

mismo comportamiento que la cepa testigo después de ese tiempo.
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Para Listeria monocytogenes LM 82 (fig 8.2 C), su comportamiento fue distinto al de
las cepas mencionadas anteriormente, puesto que para todas las concentraciones de
bacteriocina probadas se inhibié el crecimiento durante 7 a 8 h, aunque
posteriormente todos los cultivos siguieron el mismo patrén de crecimiento, sin
diferencia significativa (p<0.001, a 0.05) entre ellos (Fig 8.2 C). Los datos de la
velocidad maxima de crecimiento, tiempo lag y tiempo de duplicacion se especifican
en la tabla 8.1. Cabe senalar que en estudios anteriores de resistencia a la
estreptomicina (Marin y col., 1999) se probaron concentraciones desde 0.2 a 1 g/L
tanto en medios de cultivo liquidos como soélidos de las cepas de Listeria
monocytogenes LM 82, Scott A, LBM 92000/48 y LBM 911204/47, resultando que
solo la cepa LM 82 presentd resistencia a la estreptomicina, ésta inhibe la iniciacion
de la sintesis de proteinas por interaccion con el ribosoma. Normalmente, cuando se
presenta resistencia a la estreptomicina también se da a las bacteriocinas, como
ocurre en los casos de las bacteriocinas obtenidas de cepas de Lactobacillus
bruchneri y Lactobacillus paracasei. Con estos antecedentes y segun el
comportamiento de la cepa Listeria monocytogenes LM82 se sugirié que se trata de
una cepa resistente a la bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK
133, ya que solo se afecta su crecimiento durante 6 h del cultivo y posteriormente a
este tiempo el cultivo sigue el mismo comportamiento de crecimiento que el testigo

en ausencia de bacteriocina.

8.2.2 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria.

Los valores de la concentracion minima inhibitoria (MIC) obtenidas para cada cepa

de Listeria se detallan en la tabla 8.2 y en la figura 8.3.

De acuerdo a los resultados mostrados anteriormente, se observd que para eliminar
al 100% de microorganismos es necesario adicionar al medio 1,500 UA/mL de cultivo
en promedio para las cepas de Listeria innocua ATTCC33090 vy Listeria
monocytogenes Scott A, LMB 911204/47 y LMB 92000/48. Para la cepa LM 82, sin

embargo, la concentracién minima inhibitoria fue de 6,140 UA/mL de cultivo, lo que
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esta de acuerdo con lo anteriormente comentado para esta cepa. Para eliminar al
menos el 50% de la poblacion de Listeria son necesarias en promedio 776 UA/mL de

cultivo para todas las cepas salvo Listeria monocytogenes LM 82, para la que se

necesitan 3,240 UA/mL de cultivo.

Tabla 8.2. Valores de MIC estimados para cada cepa de Listeria.

L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes
parametro | L.innocua Scott A LM82 LMB 47 LMB 48
k 0.0006 0.0005 0.0001 0.0004 0.0004
Ut 0.7138 0.7131 0.614 0.6663 0.6894
R? 0.9907 0.9583 0.7416 0.8938 0.9478
MIC 1,190 1,426 6,140 1,666 1,724
MIC 5o 606 736 3,240 916 849

k = velocidad de inhibicién especifica (ml. pg'1, min ); ur = velocidad de crecimiento especifico libre de bacteriocina (min '1)
R?= coeficiente de linealidad; MIC = concentracion minima inhibitoria (UA/ mL de cultivo) y MICsy = concentracidon minima
inhibitoria al 50% (UA/mL de cultivo).

MIC 4o estimada
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Figura 8.3. Concentracion minima inhibitoria estimada para las cepas de Listeria. #Listeria
innocua ATCC33090 W Listeria monocytogenes Scott A A Listeria monocytogenes LM 82 o L
monocytogenes LMB 911204/47 * Listeria monocytogenes LMB 92000/48.

Segun los resultados, se observé que la adicion de altas concentraciones de la
bacteriocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133 puede inducir la
aparicion de cepas resistentes, ya que al comparar el crecimiento de las cepas de
Listeria en presencia de la bacteriocina contra las cepas testigo que crecieron en

ausencia de esta bacteriocina se observo una reduccion en la velocidad maxima de
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crecimiento especifico y un aumento en el tiempo de latencia. El crecimiento
finalmente es muy similar al de las cepas testigo, debido probablemente a la
aparicion de cepas resistentes a las bacteriocinas, obtenidas con 1,600 UA/mL de

cultivo.

8.3 Obtencién de cepas resistentes a la pediocina.

Para comprobar que realmente se habian obtenido cepas resistentes a la
bacteriocina empleada y no cepas con una resistencia temporal, se propuso primero
generar las cepas resistentes de acuerdo a las metodologias descritas en las
secciones 7.6 y 7.7, y posteriormente estas mismas cepas fueron inoculadas en
medio BHI con la bacteriocina presente en este medio (Chikindas y col., 2004), en la
misma concentracion usada anteriormente (1,600 UA/mL de cultivo). De esta forma,

se obtuvieron las curvas de crecimiento mostradas en la figura 8.4.

Los resultados mostraron que todas las cepas inoculadas en medio con bacteriocina,
presentaron una fase lag menor que la que presentaron sus respectivas cepas
testigo. Debido posiblemente a que estaban adaptadas al medio en donde se
encontraba la bacteriocina no hubo necesidad de que se adaptaran nuevamente al
mismo medio, razén por la cual no se presento la fase lag; los datos son mostrados
en la tabla 8.3. La resistencia a la bacteriocina empleada en este trabajo
experimental se confirmd, pues aun en presencia de la bacteriocina en el medio (con
la misma concentracién con la cual fueron generadas las mutantes) ya no se observé
ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento. No se observd tampoco retardo en la
fase lag al utilizar varias concentraciones de bacteriocina por lo que se puede deducir
que no se trata de cepas con resistencia temporal. De haber sido asi, las cepas
obtenidas y que fueron denominadas ‘“resistentes” deberian haber presentado un
cierto efecto inhibitorio en la fase lag, o bien inhibicion completa del crecimiento, al
ser inoculadas de nuevo. Las cepas generadas con una alta concentracion de

bacteriocina son de caracter resistente, tal como lo observaron Chikindas vy
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colaboradores en el 2004, asi como Gravesen y col. (2002b), quienes emplearon

nisina.

A o
Listeriainnocua ATCC33090 Resistente en B Listeria monocytogenes Scott A
pediocina Resistente en pediocina
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DO o0
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0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tiempo (h) Tiempo (h)

C Listeria monocytogenes LM82 resistente D Listeria monocytogenes LBM 911204/47
en pediocina Resistente en pediocina
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Figura 8.4 Curvas de crecimiento de Listeria innocua ATCC33090 (A) y Listeria

monocytogenes Scott A, LM82, LMB 911204/47 y LMB 92000/48 (B, C, D y E) en medio BHI

con 1,600 UA/mL de cultivo. B Resistente -- A—Testigo (libre de pediocina).
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Tabla 8.3. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria denominadas

“Resistentes” a la bacteriocina.

Parametros Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria
estimados * innocua monocytogenes monocytogenes monocytogenes monocytogenes
ATCC33090 Scott A LM 82 LMB 911204/47 LMB 92000/48
No 0.002 0.002 0.07 0.002 0.002
Nmax 0.95 1.20 1.04 0.95 0.92
Hmax 1.00 0.47 1.07 1.00 0.97
t—lag 2.93 3.59 2.95 2.93 2.84
t-d 0.31 1.47 0.65 0.31 0.40

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa No = Densidad dptica inicial, Nmax = Maxima densidad optica, pmax = velocidad maxima de crecimiento especifico (h™),
t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.

8.4 Determinacion del mecanismo de resistencia a la pediocina.

Como se comentd en la Revision Bibliografica, Vadyvaloo y colaboradores (2004)
propusieron un mecanismo de resistencia que consiste en un cambio en el
metabolismo fermentativo, confiriéndole a la cepa ademas de resistencia ventajas en

la formacién de biomasa.

8.4.1 Cambio en el metabolismo de las cepas resistentes de Listeria.

Para verificar si éste era también nuestro caso, una vez obtenidas las cepas
resistentes de cada cepa de Listeria empleada en este trabajo experimental fueron
cultivadas junto con sus respectivas cepas testigo en medio BHI con y sin
suplemento de 10 mM de glucosa, dando una fuente de carbono extra al medio de
cultivo, en condiciones microaerofilicas. De esta manera se pretendié determinar el
cambio del metabolismo, detectando los productos de la fermentacién. Los

resultados se muestran en las figuras 8.5y 8.6.
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Figura 8.5. Curvas de crecimiento de Listeria innocua ATCC33090 (A) y cambios en el pH

del medio (B) W testigo en BHI ¢ resistente en BHI A testigo en BHI con glucosa

X Resistente en BHI con glucosa.

Listeria monocytogenes LBM 911204/47

1.4

1.2
1.0
0.8 -
0.6 -

DO 600 nm

0.4
0.2

0.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo (h)

Listeria monocytogenes LMB 911204/47
cambios de pH en el medio

7.0
6.5
6.0
5.5
5.0
4.5+

4.0 \ \ \ \ \ \ \
0 3 6 9 12 15 18 21 24

pH

Tiempo (h)

Figura 8.6. Curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes LBM 911204/47 (A) y cambios

en el pH del medio (B) W testigo en BHI ¢ resistente en BHI A testigo en BHI con glucosa

X Resistente en BHI con glucosa.
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Tanto Listeria innocua ATCC33090 como Listeria monocytogenes LBM 911204/47
presentaron un crecimiento bacteriano tipico, en cuanto a fase lag, fase exponencial
y fase de latencia; sin embargo, se observd que la velocidad maxima de crecimiento
especifico para las cepas resistentes de ambas cepas de Listeria se ve afectada

cuando éstas son cultivadas en medio adicionado con glucosa (tablas 8.4 y 8.5).

Tabla 8.4. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria innocua
ATCC33090.

Parametros T R TG RG
estimados*
No 0.002 0.07 0.002 0.002
Nmax 0.45 0.58 0.64 0.99
Hmax 1.30 0.47 0.69 0.41
T-lag 5.75 6.04 5.96 6.40
T-d 0.53 1.47 1.00 1.68

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa

No = Densidad optica inicial, Nmax = Maxima densidad dptica, pima= velocidad maxima de crecimiento especifico (h™),

t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.

Tabla 8.5. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes
LBM 911204/47.

Parametros T R TG RG
estimados *
No 0.002 0.002 0.002 0.002
Nmax 0.45 0.87 0.67 1.16
Mmax 0.57 1.97 0.65 1.62
t—lag 712 4.45 7.51 3.55
t-d 1.21 0.35 1.06 0.43

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa

No = Densidad 6ptica inicial, Nmax = Maxima densidad 6ptica, pimax = velocidad méaxima de crecimiento especifico (h™),

t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.

En la cepa resistente de Listeria innocua ATCC33090 su velocidad maxima de
crecimiento especifico disminuyé de 0.47 a 0.41 (h™") cuando la cepa fue cultivada en
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presencia de glucosa, y para Listeria monocytogenes LBM 911204/47 el cambio fue

de 1.97 a 1.62 (h™"), en las mismas condiciones de cultivo.

También se observdé que las cepas resistentes de las dos cepas de Listeria
produjeron mayor biomasa en comparacién con la cepa testigo en el medio
adicionado con glucosa, como se observa en la figura 8.7, viéndose favorecido dicho
crecimiento en este medio por la adicion de una fuente extra de carbono. Del mismo
modo, se observo mayor acidez en el medio adicionado con glucosa que en el medio
sin glucosa (disminucién de 6.5 a 4.72, figuras 8.5 B y 8.6 B), sugiriendo con esto
que en el medio se encontraban otros acidos adicionales al acido lactico (Vadyvaloo
y col., 2004).

A B

Biomasa de Listeriainnocua ATCC33090 Biomasa Listeria monocytogenes
LMB 911204/47

a

N

A —
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Figura 8.7. Biomasa de Listeria innocua ATCC33090 (A) y Listeria monocytogenes LMB
911204/47 (B) en medio BHI sin glucosa y con glucosa. -- A -- Testigo en BHI, -A- Testigo en

BHI con glucosa, -B- Resistente en BHI, -o- Resistente en BHI con glucosa.

La determinacién de este ultimo punto se realiz6 a través de la identificacion vy
cuantificacién de los productos de la fermentacion, realizandose mediante el uso de
HPLC.

En primer lugar se realizé una curva de calibracion con los siguientes compuestos:

acido lactico, acido piruvico, glucosa, acido acético, acido férmico y etanol, con una
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concentracion original de 20 mM de cada uno, excepto para la glucosa (que fue de
10 mM, ya que ésta fue la concentracion con la cual fue suplementado el medio de
cultivo y estimandose que por cada molécula de glucosa se forman 2 de cada uno de
los compuestos mencionados anteriormente) (Madigan y col.,1998). Cada uno de
estos compuestos fue disuelto en el medio de cultivo (BHI) previamente preparado y
se realizaron diferentes diluciones para construir una curva de calibracion y conocer

los tiempos de retencion (ver anexo B).

Se siguid la metodologia establecida en la seccién 7.9, en la cual todas las cepas de
Listeria testigo y resistentes, fueron resembradas en medio BHI con suplemento de
glucosa hasta alcanzar la fase media exponencial. Posteriormente, el medio fue

analizado por HPLC (este experimento se realizé por duplicado).

En las cepas resistentes de Listeria innocua ATCC33090 y Listeria monocytogenes
LBM 911204/47, se observé que disminuy6é el consumo de glucosa, siendo mas
evidente en la cepa de Listeria monocytogenes LBM 911204/47. Estos datos son

presentados en las tablas 8.6 y 8.7.

Tabla 8.6. Productos de la fermentacion de Listeria innocua ATCC33090.

Productos de la fermentacién (mM)
Cepa Lactico Piravico Glucosa Acético Foérmico Etanol
(residual)
Testigo con glucosa -- -- 5.629 6.008 10.282 --
Resistente con glucosa -- -- 6.505 5.891 11.356 --

Tabla 8.7. Productos de la fermentacién de Listeria monocytogenes LBM 911204/47.

Productos de la fermentacion (mM)
Cepa Lactico Pirdvico Glucosa Acético Férmico Etanol
(residual)
Testigo con glucosa 4.057 - 5.590 4.321 9.453 -
Resistente con glucosa - - 12.580 6.096 9.415 -
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A diferencia de la cepa resistente, la cepa testigo de Listeria monocytogenes LBM
911204/47 produjo acido lactico, aunque en una concentracion menor a la de acido
féormico. En las dos cepas resistentes de Listeria se observd que el tipo de
fermentacion que se llevd a cabo fue una fermentacion acido mixta, en la cual se
formaron principalmente acido formico y acido acético, lo cual coincide con lo
reportado por Vadyvaloo y col. (2004) quienes compararon la velocidad maxima de
crecimiento especifico de las cepas testigo con las resistentes, detectando menor
velocidad de crecimiento especifico en presencia de glucosa y mayor velocidad al
crecer en medio libre de glucosa. Asi, las cepas produjeron mayor biomasa en
presencia de glucosa, mientras que en medio libre de glucosa la cantidad de
biomasa fue similar para ambas cepas (testigos y resistentes). La glucosa consumida
por la bacteria fue completamente convertida a productos de fermentacién, indicando
que fue empleada como fuente de energia y que la formacion de biomasa fue
limitada por la disponibilidad de carbohidratos. El lactato, acetato, etanol y formiato
fueron productos tipicos de la fermentacion cuando las bacterias fueron cultivadas en
presencia de glucosa. Asimismo, hubo un marcado cambio en el patrén de
fermentacion observado entre las cepas testigo y las resistentes a la bacteriocina: las
cepas testigo presentaron una fermentacion lactica donde del 83 al 94 % del carbono
fue transformado en lactato (Farber y Peterkin, 1991), mientras que en las cepas
resistentes hubo un cambio a una fermentacion de tipo acido mixta (hay que destacar
que una fermentacion acido mixta tiene un mayor rendimiento de ATP por glucosa,

comparada con la fermentacion lactica).

Datos similares se observaron en el crecimiento de las cepas de Listeria innocua
ATCC33090 y Listeria monocytogenes LBM 911204/47, siendo éste favorecido en
presencia de glucosa, (se obtuvieron mayores valores de biomasa, valores que son
aun mas altos para las cepas resistentes). Del mismo modo, para las dos cepas
resistentes de Listeria, las velocidades maximas de crecimiento especifico son
menores en comparacion con las de sus respectivos testigos, indicando que dicha
resistencia afecta a la velocidad de consumo de glucosa y probablemente al sistema

de fosfotransferasas. Esto se comprobd a través de HPLC, donde se cuantifico la
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glucosa: la cepa resistente de Listeria innocua ATCC33090 consumié menos de la
mitad de la concentracion inicial de glucosa, en cambio la cepa resistente de Listeria
monocytogenes LMB 911204/47 s6lo consumioé un 20 % de la glucosa inicial. Las
dos cepas testigo de Listeria, presentaron una fermentacion con produccién de
lactato, pero también de otros metabolitos como formiato y acetato, mientras que las
cepas resistentes no formaron lactato, pero si concentraciones mayores de formiato y

acetato (las cepas resistentes llevaron a cabo una fermentacion acido mixta).

Para las cepas de Listeria monocytogenes Scott A, Listeria monocytogenes LM82 y
LMB 92000/48 se realiz6é el mismo procedimiento, obteniéndose datos similares a los
de las cepas anteriores. Esto se observa en las figuras 8.8, 8.9 y 8.10, donde las
cepas resistentes en medio con glucosa presentaron siempre un mayor crecimiento

que su respectivo testigo.
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Figura 8.8. Curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes Scott A (A) y cambios en el pH
del medio (B) M testigo en BHI ¢ resistente en BHI A testigo en BHI con glucosa

x Resistente en BHI con glucosa.
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Figura 8.9. Curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes LM82 (A) y cambios en el pH
del medio (B) W testigo en BHI ¢ resistente en BHI A testigo en BHI con glucosa

x Resistente en BHI con glucosa.
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Figura 8.10. Curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes LMB 92000/48 (A) y cambios
en el pH del medio (B) ® testigo en BHI ¢ resistente en BHI A testigo en BHI con glucosa

x Resistente en BHI con glucosa.

Cuando las cepas testigo y resistentes fueron cultivadas en medio con glucosa su
crecimiento fue muy similar (en las tres cepas de Listeria), pero con un ligero

aumento en la produccion de biomasa en las cepas resistentes después de las 12 h
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de cultivo. Del mismo modo, el pH del medio disminuy6 en casi 1 unidad, excepto

para Listeria monocytogenes Scott A donde el descenso fue de 6.5 a 4.7.

Las velocidades maximas de crecimiento especifico para las cepas resistentes de
Listeria monocytogenes Scott A, LM82 y 92000/48 aumentaron cuando estas cepas
fueron cultivadas en presencia de glucosa; para la primera cepa de Listeria el cambio
fue de 0.52 a 0.96 (h™"), para la segunda de 0.98 a 1.63 (h™") y de 1.09 a 1.63 (h™)

para la ultima; los datos son mostrados en las tablas 8.8, 8.9y 8.10.

Tabla 8.8. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes
Scott A.

Parametros T R TG RG
estimados *

No 0.05 0.002 0.02 0.02
Nmax 0.35 0.61 0.77 0.84
Hmax 0.96 0.52 1.1 0.96
t—lag 4.94 6.07 5.59 6.12

t-d 0.72 1.34 0.62 0.73

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa

No = Densidad optica inicial, Nmax = Maxima densidad 6ptica, pmax= maxima velocidad de crecimiento especifico (h'1),

t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.

Tabla 8.9. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes
LM82.

Parametros T R TG RG
estimados *

No 0.002 0.002 0.002 0.002
Nmax 0.79 0.86 1.1 1.26
Mmax 0.87 0.98 1.39 1.63

T-lag 3.02 3.00 3.36 3.45

t-d 0.79 0.71 0.50 0.33

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa

No = Densidad optica inicial, Nmax = Maxima densidad 6ptica, pmax= velocidad maxima de crecimiento especifico (h'1),

t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.
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Tabla 8.10. Parametros estimados de las curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes
LMB 92000/48.

Parametros T R TG RG
estimados *

No 0.002 0.002 0.002 0.002
Nmax 0.75 1.31 1.13 1.44
Hmax 1.49 1.09 1.81 1.63
t—lag 4.67 3.93 4.70 3.85

t-d 0.47 0.63 0.38 0.43

T= testigo en BHI sin glucosa, R = resistente en BHI sin glucosa, TG= testigo en BHI con glucosa y RG = resistente en BHI con
glucosa

No = Densidad optica inicial, Nmax = Maxima densidad 6ptica, pmax= velocidad maxima de crecimiento especifico (h'1),

t-lag = tiempo de la fase lag (h), t-d = tiempo de duplicacion (h)

*Datos obtenidos con el programa MicroFit © v.1.0.

Las cepas de Listeria monocytogenes Scott A, LM 82 y LMB 92000/48, produjeron
mayor cantidad de biomasa, en comparacién con sus respectivas cepas testigo
(figura 8.11). El consumo de glucosa fue distinto, para Listeria monocytogenes Scott
A aumentd y para Listeria monocytogenes LM 82 y LMB 92000/48 no hubo un
cambio significativo en el consumo de glucosa, como se observa en los datos de las
tablas 8.11, 8.12 y 8.13 respectivamente, el consumo de glucosa es expresado como

glucosa residual.

Tabla 8.11. Productos de la fermentacion de Listeria monocytogenes Scott A

Productos de la fermentacion (mM)
Cepa Lactico Pirdvico Glucosa Acético Férmico Etanol
Testigo con glucosa 3.020 -- 8.409 3177 7.075 --
Resistente con glucosa -- -- 6.563 3.603 9.468 --

Tabla 8.12. Productos de la fermentacion de Listeria monocytogenes LM82

Productos de la fermentacion (mM)
Cepa Lactico Pirdvico Glucosa Acético Férmico Etanol
Testigo con glucosa -- -- 13.766  4.348 8.848 --
Resistente con glucosa -- - 13.288 6.573 9.708 14.036
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Tabla 8.13. Productos de la fermentacion de Listeria monocytogenes LMB 9200/48

Productos de la fermentacion (mM)
Cepa Lactico Pirdvico Glucosa Acético Férmico Etanol
Testigo con glucosa -- -- 8.105 4.128 7.958 --
Resistente con glucosa -- -- 8.541 7.421 9.854 11.012
A o B
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Figura 8.11. Biomasa de Listeria monocytogenes Scott A (A) LM82 (B) y LMB 92000/48 (C)

en medio BHI sin glucosa y con glucosa. --A-- Testigo en BHI, -A- Testigo en BHI con

glucosa, -B- Resistente en BHI, -o- Resistente en BHI con glucosa.
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En la cepa de Listeria monocytogenes Scott A, la cepa testigo formé acido lactico
pero también acido férmico y acido acético, en concentraciones mayores al lactico.
Present6 pues una fermentacion heterolactica, mientas que en Listeria

monocytogenes LM82 y LMB 92000/48 se dié una fermentacion de tipo acido mixta.

Las cepas resistentes de Listeria monocytogenes Scott A, LM82 y 92000/48,
presentaron mayor velocidad especifica de crecimiento asi como en su formacion de
biomasa, al ser comparadas con sus respectivos testigos. En estos casos, la
resistencia de Listeria a las bacteriocinas no afecta al sistema de transporte de
glucosa, como en los casos anteriores, o bien ocurre que estas cepas utilizaron un
sistema de transporte diferente al de fosfotransferasas. Aunque también podria ser
que la resistencia haya contribuido a una sobreexpresién de la subunidad Ellab del
sistema de fosfotransferasa, por lo que en lugar de disminuir la velocidad de
consumo de glucosa como en el caso de las cepas de anteriores (L. innocua y L.

monocytogenes LBM 911204/47) en éstas aumento dicho consumo.

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la resistencia de las cepas de
Listeria monocytogenes es la ausencia de la subunidad Ellab, o bien una
sobreexpresion de esta subunidad del sistema de fosfotransferasas (Gravesen y col.,
2002b). Por ello se realizaron estudios para ver si la reduccion en la velocidad
especifica de crecimiento de las cepas resistentes, cuando crecian en presencia de
glucosa, podria estar relacionada con una baja velocidad de consumo de glucosa. Es
sabido que el complejo Ellab no es la unica enzima capaz de transportar la glucosa,
aunque éste es el mecanismo de transporte con mayor afinidad para este compuesto
en bacterias como Listeria monocytogenes (Farber y Peterkin, 1991). Sin embargo,
ésto no excluye el que Ellab pudiera tener un cierto control sobre la velocidad de
crecimiento y que su mutacion pudiera afectar a la velocidad de consumo de glucosa
y a la velocidad especifica de crecimiento. Para corroborar esto, Vadyvaloo y col.
(2004) realizaron un analisis sobre el consumo de glucosa en varios puntos de la
fase lag de las cepas resistentes, encontrando que hubo efectivamente una

reduccion en la velocidad de consumo de glucosa en las cepas resistentes a las
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bacteriocinas de la clase lla, en comparacion con sus correspondientes cepas

testigo.

Esta disminucién de la velocidad especifica de crecimiento de las cepas resistentes
ha sido interpretada y asociada con un ahorro energético, sugiriéndose que el
sistema PTS (Sistema de Fosfotransferasas) pueda ser el principal transportador de
glucosa para las cepas de Listeria monocytogenes. También se observd un
incremento en la velocidad especifica de crecimiento de las cepas resistentes en
medio libre de glucosa, en comparacion con su respectiva cepa testigo. En ausencia
del transportador de glucosa podria existir otro regulador de la ruta metabdlica que
da a estas células una ventaja en ausencia de glucosa, un ejemplo de este
regulador, podrian ser el B-glucdsido, especifico de las cepas resistentes de Listeria
monocytogenes. O bien, que la glucosa cause un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de las cepas resistentes. Sin embargo, después de que estos autores
realizaron el experimento correspondiente observaron que, a pesar de la aparente
desventaja de tener menor velocidad de crecimiento en presencia de glucosa, las
cepas resistentes tuvieron un mayor rendimiento de biomasa (debido probablemente,
a que en la fermentacion lactica se forman 2 moléculas de ATP por molécula de
glucosa y en una fermentacion acido mixta se forman 3 moléculas de ATP por
molécula de glucosa fermentada). Asi, un cambio en el metabolismo respecto al tipo
de fermentacion, de lactica a acido mixta, podria resultar en un incremento en la
concentracion de biomasa final. Por lo tanto, la baja velocidad de crecimiento, la
velocidad de consumo de la glucosa y la limitacién de glucosa estan directamente
implicados en el cambio entre la fermentacion lactica y la acido mixta (Vadyvaloo y
col., 2004b).

Estos antecedentes concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo
experimental, observandose que en altas concentraciones de bacteriocina se
generan cepas resistentes (Chikindas y col.,, 2004). Las cepas generadas no
presentan solo una resistencia temporal puesto que, como se explicé anteriormente,

al ser inoculadas nuevamente en medio con bacteriocina son capaces de crecer sin
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ningun problema de inhibicion. Vadyvaloo y col., (2004b) observaron que estas
mismas cepas resistentes, al ser inoculadas en medio adicionado con glucosa,
cambian su metabolismo en cuanto al transporte de la glucosa, reprimiéndose el
sistema de fosfotransferasas en una de sus subunidades (Ramnath y col., 2000), lo
que da paso a la activacion de otro sistema de transporte de la glucosa (aunque no
sea el mas afin). Este hecho finalmente representa una alternativa de consumo de
glucosa, ocurriendo éste a través de la fuerza motriz de protones o quimiosmosis, en
la cual interviene un sistema acarreador de la glucosa sin fosforirarla como sucedia
con el sistema PTS (Madigan y col., 1998). Este cambio, sumado al cambio en el
metabolismo de la glucosa (en donde se genera mas ATP, representado en un

aumento de biomasa), coincide con los resultados presentados en este escrito.

8.4.2 Cambio en la composicién de los acidos grasos totales.

Para finalizar, se ha propuesto otra posible hipétesis acerca del mecanismo de
resistencia de Listeria monocytogenes, el cual consta de un cambio en la
composicion de la membrana celular (Mazzotla y Montville, 1997; Verheul y col.,
1997; Ganzle y col.,, 1999; Gravesen y col., 2002b; Vadyvaloo y col., 2004a;
Mastronicolis y col., 2005).

Una de las teorias es que al someter a las cepas de Listeria monocytogenes a
estrés, como seria con una alta concentracién de bacteriocina de la clase lla, hay
una modificacion de la membrana celular, reflejado en aumento del numero de
carbonos de los acidos grasos, lo que a su vez hace a la membrana mas rigida y
poco permeable (Mazzotla y Montville, 1997). Para elucidar esta posibilidad se
realizaron las pruebas establecidas en la seccion 7.10, 7.11 y 7.12, en las que se
determinaron los acidos grasos totales de las cepas de Listeria innocua
ATTCC33090 y Listeria monocytogenes Scott A, LM 82, LMB 911204/47 y LMB

92000/48, tanto testigos como resistentes.
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Los resultados de los tiempos de retencion para los estandares de acidos grasos se

reportan en la tabla 8.14 y los cromatogramas se detallan en el Anexo C.

Tabla 8.14. Tiempos de retencion de los estandares de acidos grasos.

Estandar # Carbonos Tiempo de % area

’ retencion (min)

’Acido miristico 14:00 7.63-7.65 1.3906
Acido palmitico 16:00 10.06 - 10.10 1.5059
Acido palmitoleico 16:10 10.46-10.475 113194

Acido oleico 18:10 13.36-1339  4.4698

Acido inoleico 18:20 14.28-14.34  13.2505

Acido linolenico 18:30 15.747- 15750 1.6222

En la tabla 8.14 se observa que a medida que se incrementa el numero de carbonos
en la cadena del acido graso, también aumenta el tiempo de retencion. Estos
tiempos de retencién se usaron como parametro de comparacién al inyectar en el
cromatografo de gases los extractos de los lipidos totales de las cepas de Listeria
testigos y resistentes. Por éste método, sin embargo, no se detectaron cambios
significativos entre la composicion de los &cidos grasos totales de testigos y
resistentes. En la figura 8.12 se muestra un cromatograma de una cepa testigo y en
figura 8.13 un cromatograma de una cepa resistente (el resto de los cromatogramas

para las cepas de Listeria se encuentran en el Anexo D).

Estos resultados indican que la resistencia podria estar asociada a otro mecanismo,
independiente de la composicion de lipidos totales. Sin embargo, algunos autores
asocian este cambio a una posible adaptaciéon, como ocurre en cepas de Listeria

sometidas a estrés por temperatura (Mastronicolis y col., 1998 y 2005).
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8.4.3 Ultraestructura de las cepas de Listeria testigos y resistentes.

Como alternativa para encontrar un posible mecanismo que explique la resistencia
de Listeria a las bacteriocinas, se realizaron observaciones en un microscopio
electronico de transmision, segun la metodologia detallada en el apartado 7.13. En la
cepas testigo de Listeria innocua ATCC33090 no se apreciaron cambios
significativos en la estructura de la membrana celular ni tampoco en la cepa

resistente, figuras 8.14 y 8.15.

8.14. Micrografia de la cepa testigo de Listeria innocua ATCC33090.

8.15. Micrografia de la cepa resistente de Listeria innocua ATCC33090.
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Las observaciones para la cepa de Listeria monocytogenes Scott A y LM 82 fueron
distintas (figuras 8.16, 8.17, 8.18 y 8.19). Las cepas testigo se observaron en fase
media exponencial pero en las cepas resistentes, ademas de estar en fase
exponencial también se observaron vesiculas en la pared celular. En trabajos
recientes (Moroni y col., 2005) se ha observado que las cepas resistentes
presentaban vesiculas en la pared celular, independientemente de la fase de
crecimiento en la que se encuentren las cepas. Esta caracteristica se presentoé en

estas dos cepas resistentes en este trabajo experimental.

8.16. Micrografia de la cepa testigo de Listeria monocytogenes Scott A.

8.17. Micrografia de la cepa resistente de Listeria monocytogenes Scott A.
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8.18. Micrografia de la cepa testigo de Listeria monocytogenes LM 82.

8.19. Micrografia de la cepa resistente de Listeria monocytogenes LM 82.
Las cepas de Listeria monocytogenes LBM 911204/47 y LMB 92000/48 no

presentaron las vesiculas descritas en la pagina anterior, como se puede observar en
las figuras 8.20 y 8.21.
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8.20. Micrografia de la cepa testigo de Listeria monocytogenes LMB 911204/47.

8.21. Micrografia de la cepa resistente de Listeria monocytogenes LMB 911204/47.
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8.22. Micrografia de la cepa testigo de Listeria monocytogenes LMB 92000/48.

8.23. Micrografia de la cepa resistente de Listeria monocytogenes LMB 92000/48.
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8.5 Resumen de resultados.

Por los datos obtenidos en este trabajo experimental se sugiere que con el uso de las
concentraciones que se probaron se obtuvieron cepas resistentes a la pediocina. En
el caso particular de Listeria innocua ATCC33090 empleando 1,600 UA/mL de cultivo

la inhibicidon en su crecimiento es nula.

Para el resto de las cepas ensayadas solo se presenta una inhibicion parcial en la
fase lag. La pediocina alarga la duracion de esta fase, aunque posteriormente las

cepas siguen el mismo patrén de crecimiento que el control sin pediocina.

Se observo que el uso de las bacteriocinas en altas concentraciones puede inducir la
generacién de resistencia espontanea en las diferentes cepas de Listeria. Por ello se
sugiere probar, al menos, una concentracion mas alta a la empleada en este trabajo
experimental y observar el comportamiento de las cepas en las cuales unicamente se

presentd inhibicion en la fase lag.

En las cepas de Listeria, tanto testigos como resistentes, el crecimiento se ve
favorecido en presencia de glucosa, ya que es una fuente extra de carbono en el
medio de cultivo. Sin embargo, las cepas resistentes son la que obtuvieron un mayor
crecimiento en comparacion con las cepas testigo. Del mismo modo, el pH del medio

que contenia glucosa fue el que se acidifico mas.

Las cepas de Listeria innocua ATCC33090 y Listeria monocytogenes Scott A siguen
el patron de referencia, en el cual las cepas resistentes presentan una disminucién
de la velocidad de crecimiento porque la resistencia podria afectar al sistema de
fosfotransferasas. Por eso mismo también presenta un cambio en el metabolismo,
aunque segun la literatura esto podria haber ocurrido debido al exceso de glucosa en

el medio.
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9. CONCLUSIONES

Empleando 1,600 UA/mL de cultivo se obtuvieron cepas resistentes de Listeria
innocua ATCC33090 y Listeria monocytogenes Scott A, LM 82, LMB 911204 y LMB
92000/48.

Las concentraciones minimas inhibitorias estimadas para cada cepa son: 1,190,
1,426, 6,140, 1,666 y 1,724 UA/mL de cultivo para Listeria innocua ATCC33090,
Listeria  monocytogenes Scott A, LM 82, LMB 911204/47 y LMB 92000/48

respectivamente.

Se propone para Listeria innocua ATCC33090, Listeria monocytogenes LMB
911204/47 y LMB 92000/48 que su mecanismo de resistencia posiblemente consiste
en un cambio en el metabolismo fermentativo de la glucosa, utilizando por lo tanto un
sistema de transporte de glucosa diferente al de PTS (aunque el uso de dicho
sistema no se demostro en este trabajo experimental). Para Listeria monocytogenes
Scott Ay LM 82, podria ocupar el sistema fuerza motriz de protones como alternativa

al PTS, teniendo del mismo modo un cambio en su metabolismo.

No se detectaron cambios significativos en la pared celular de las cepas de Listeria
testigo y resistentes. Por lo que la tesis apoyaria la hipotesis del cambio en el
metabolismo como posible mecanismo de resistencia a las bacteriocinas de la clase

Ila como lo es la pediocina producida por Pediococcus parvulus MXVK 133.
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11. ANEXOS

ANEXO A

A. Compuestos, medios de cultivo y equipos empleados

Tabla A.1. Composicion del medio CGB modificado para el cultivo de Pediococcus parvulus
(Hernandez Lopez, 2002).

Compuesto Gramos / Litro Procedencia

Peptona biotriptasa 20 BD Bioxon Becton Dickinson de México
Glucosa 10 BD Bioxon Becton Dickinson de México
Extracto de levadura 5 BD Bioxon Becton Dickinson de México
Citrato de amonio 2 J.T. Baker, México

Fosfato disddico 2 J.T. Baker, México

Sulfato de magnesio 0.1 J.T. Baker, México

Sulfato de manganeso 0.05 J.T. Baker, México

Tween 80 4 mL Hycel, México

Tabla A.2. Fuente de reactivos y medios de cultivo empleados.

Reactivo/ medio de cultivo Procedencia

Fosfato monosddico J.T. Baker, México
Acido fosférico J.T. Baker, México
NaOH J.T. Baker, México
Acido sulfarico J.T. Baker, México
Hexano J.T. Baker, México
Cloroformo J.T. Baker, México
Metanol J.T. Baker, México

Trifluoruro de boro
BHI, infusién cerebro corazén Bioxon Becton Dickinson de México

Agar bacterioldgico Bioxon, Becton Dickinson de México
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Tabla A.3. Modelo de cada equipo empleado.

Equipo

Modelo

Ultracongelador
Potencidmetro
Centrifuga

Liofilizadora
Espectrofotometro
Micro-centrifuga

Sonicador

Rotaevaporador

Revco Scientific Inc, Asheville N.C, EUA

pH Meter, Beckman @ 50, EUA

J2 — M1 Beckman, EUA

Freeze Dry System, Freezone 4.5, Labconco
corporation, Kansas City, Missouri, EUA
Beckman Du ® 650, EUA

Eppendorf Centrifuge 5415 D, Germany
Branson 5210, Bransonic ® Ultrasonic Co.,
Danbury EUA

Buchi 461 Water Bath, Switzerland
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ANEXO B

B. Curvas de calibracion de HPLC.

Processing Method: IRPDA
Processing Method ID: 1991
Calibration ID: 1992

Project Name: Water

System:

Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS

IRPDA
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Figura B.1. Curva de calibracién de acido lactico.

T
14.00
Amount

5] L P L e ) R, e e e R
18.00 18.00 20,00 2200 24.00

Datos de la curva de calibracién: Tiempo de retenciéon 13.592 min, R: 0.995740, R"2:
0.991497, Ecuaciéon Y = 1.77e+004 X - 4.00e+004.

Tabla B.1. Areas obtenidas para cada concentracién de &cido lactico.

Concentracién Area Concentracion
mM calculada
5 56769.358 5.471
10 131166.801 9.675
15 226695.944 15.074
20 295202.536 18.945
25 417134.918 25.836
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Processing Method: IRPDA Project Name: Water
Processing Method ID: 1991 System: IRPDA
Calibration ID: 1992 Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS
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Figura B.2. Curva de calibracién de acido piruvico.

Datos de la curva de calibracion: Tiempo de retencién 15.398 min, R: 0.975271, RA2:
0.951154, Ecuacion: Y = 2.40e+004 X + 8.42e+005.

Tabla B.2. Areas obtenidas para cada concentracién de acido piravico.

Concentraciéon Area Concentraciéon
mM calculada
5 919686.541 3.234
10 1151924.867 12.892
15 1178872.271 14.012
20 1331597.900 20.363
25 1431043.745 24.499
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Processing Method: IRPDA Project Name: Water
Processing Method ID: 1991 System: IRPDA
Calibration ID: 1992 Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS
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Figura B.3. Curva de calibracion de glucosa.

Datos de la curva de calibracién: Tiempo de retencion 21.110 min, R: 0.999951, R2:
0.999902, Ecuacion: Y = 3.22e+004 X + 1.51e+004.

Tabla B.3. Areas obtenidas para cada concentracién de glucosa.

Concentracién Area Concentracion
mM calculada
2 79494.889 1.998
4 143215.311 3.975
6 209243.392 6.023
8 274197.218 8.039
10 336287.019 9.965
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Processing Method: IRPDA Project Name: Water
Processing Method ID: 1991 System: IRPDA
Calibration ID: 1992 Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS
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Figura B.4. Curva de calibracion de acido acético.

Datos de la curva de calibracién: Tiempo de retencién 22.315 min, R: 0.999369, R"2:
0.998739, Ecuaciéon Y = 4.91e+003 X + 9.68e+003.

Tabla B.4. Areas obtenidas para cada concentracién de acido acético.

Concentracion Area Concentracion
mM calculada
5 34305.955 5.017
10 57448.082 9.733
15 84236.591 15.191
20 109555.313 20.350
25 130946.145 24.709
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Processing Method: IRPDA Project Name: Water
Processing Method ID: 1991 System: IRPDA
Calibration ID: 1992 Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS
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Figura B.5. Curva de calibracion de acido formico.

Datos de la curva de calibracién: Tiempo de retencion 24.733 min, R: 0.999771, RA2:
0.999542, Ecuacioén: Y = 8.19e+003 X + 1.02e+004

Tabla B.5. Areas obtenidas para cada concentracién de acido férmico.

Concentracién Area Concentracion
mM calculada
5 34305.955 5.017
10 57448.082 9.733
15 84236.591 15.191
20 109555.313 20.350
25 130946.145 24.709
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Processing Method: IRPDA Project Name: Water
Processing Method ID: 1991 System: IRPDA
Calibration ID: 1992 Proc. Channl. Descr.: ACIDOS ORGANICOS
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Figura B.6. Curva de calibracion de etanol.

Datos de la curva de calibracion: Tiempo de retencién 34.512 min, R: 0.878386, R"2:
0.771562, Ecuacion: Y = 1.73e+004 X - 1.79e+005.

Tabla B.6. Areas obtenidas para cada concentracién de etanol.

Concentracion Area Concentracion
mM calculada
10 35625.955 12.375
15 56444.039 13.576
20 93647.441 15.724
25 311950.620 28.325
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ANEXO C

C. Cromatogramas de los estandares de los acidos grasos.
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Figura C.1. Cromatograma del &cido miristico
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Figura C.2. Cromatograma del &cido palmitico

85



Tesis de Maestria

Lizbeth Alquicira Paez

1.00

0.75

0.50

o
S
=]

o

Figura C.3. Cromatograma del acido palmitoleico

Figura C.4. Cromatograma del acido oleico
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ANEXO D

D. Perfiles de lipidos totales de las cepas de Listeria.
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Figura D.2. Perfil de lipidos totales de Listeria monocytogenes Scott A resistente
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ANEXO E

E. ANALISIS ESTADISTICOS (NCSS).

Tabla E.1. Prueba de ANOVA para evaluar la DO y la concentracion de pediocina.

Cepa Variable Grados de Sumade Cuadrado F Sig.P>
libertad cuadrados medio (0=0.05)
Listeria innocua DO Entre 4 0.709 0.177 1.106  0.005
ATCC33090 grupos
Dentro de 85 13.626 0.160
grupos
Total 89 14.336
Listeria DO Entre 4 1.485 0.371 2.079  0.091
monocytogenes grupos
Scott A Dentro de 85 15.180 0.179
grupos
Total 89 16.665
Listeria DO Entre 4 0.306 7.661E-02 0.462  0.000
monocytogenes grupos
LM 82 Dentro de 85 14.098 0.166
grupos
Total 89 14.404
Listeria DO Entre 4 0.429 0.107 0.633  0.000
monocytogenes grupos
LMB 911204/47 Dentro de 85 14.395 0.169
grupos
Total 89 14.824
Listeria DO Entre 4 0.754 0.188 1.100  0.001
monocytogenes grupos
LMB 92000/48 Dentro de 85 14.565 0.171
grupos
Total 89 15.319
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