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RESUMEN

En el presente estudio se empled una cepa nativa de Lactococcus lactis aislada del suero
residual de quesillos de la zona de Bulan-Paute de la region Austro del Ecuador, a partir de
la cual, se obtuvo un extracto crudo al que se le evalué la actividad inhibitoria frente a cepas
de bacterias patdgenas indicadoras, antes y después de someterle a distintos tratamientos
de caracterizacién bioguimica que incluyeron estabilidad térmica, condiciones de pH y accion

de enzimas.

La actividad inhibitoria se evalud por el método de difusidn en pozo, encontradndose que tanto
el extracto crudo como el sometido a los distintos tratamientos de caracterizacion, mostraron
actividad inhibitoria in vitro frente a Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. No se

evidencid ninguna actividad frente a S. Enteritidis y E. coli.

El compuesto responsable de la inhibicidon presentd estabilidad al tratamiento térmico, a las
condiciones acidas de pH y no fue sensible a la acciéon de las enzimas empleadas, sin
descartar que se trate de una bacteriocina autéctona con potencial uso en el control de

microorganismos patdégenos de interés en alimentos.

PALABRAS CLAVE:

BAL (bacterias acido lacticas), difusibn en pozo, actividad inhibitoria, extracto crudo,

bacteriocina



ABSTRACT

A Lactococeus lactis native strain isolated from residual whey of fresh cheese
manufactured in the Bulin-Paute area of South Ecuador was used for the present
research. The inhibitory activity of the crude extract from the mentioned strain was
evaluated against strains of indicator pathogenic bacteria before and after being
subjected to various biochemical characterization treatments, which included thermal

stability, pH conditions and enzyme action.

The inhibitory activity was evaluated by the well-diffusion method. which demonstrated
that both the crude extract as well as the one subjected to different characterization
treatments, showed in-vitro inhibitory activity when compared 1o Staphylococcus aureus
and Listeria monocytogenes. However, no activity was demonstrated against .

enferitidis and E. coli,

The compound responsible for inhibitory activity was stable to heat treatment} acid pH
conditions. but was not sensitive to the action of the enzymes used, without excluding
that this can be a native bacteriocin with potential use in controlling pathogenic

microorganisms in food,

KEYWORDS: LAB (Lactic acid bacteria), Well-Diffusion. Inhibitory Activity, Crude
Extract. Bacteriocin

Saav

) al s ivalt b "

/':/.¢ di/c&._\) AR &
RSDAT Dy Lic. Lourdes Crespo

AZUAy

Dpto, idiomas



Saavi

INDICE DE CONTENIDO

(D] B (O O ii
AGRADECIMIENTOS ...ttt e et e e e e e e et e e eeeeeesee et eseseaeeeaateaeeeaaaeens iii
L1 LY 1= iv
P X N TN \Y;
[NDICE DE CONTENIDO ...ttt ettt e e e e e e e e e e et e eee e et e e e eeeeeeeeeaees Vi
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt e e et et e e e et e et e et e et e et e ettt et e et e st e st e eereeaaeeaaes Viii
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt et ettt et e e e et e et e e et e et e et e et e eeeeeeaeeaees ix
1. INTRODUGCCION ...ttt ettt et e e e e et e et e e e et et e et e et e et e e e e eeeeeeeneee e 1
N 7= T3 (Y = TR= (o [ [0 1 =i £ (7= L= 1
A Y= (e (] o 1ot [ F= Koo (ST = R 2
1.3 Modo de accidn de 1as DACEIHOCINGAS............uuveeiiieiiieeeee e e e e e e e e e e eeaaaans 4
1.4 Objetivos e hipoétesis del trabajo de iNVestigacion ...........ccccoevcvvieeeee e ieciieeee e 6
1.4.1 ODJELIVO GENEIAL.....ceiiiiiiei it 6
1.4.2 ODbjetivos €SPECITICOS .....cciiiiiiieiiiiie e 6
1.4.3 Hip6tesis de investigacion experimental............ococeeiiiiiiiiiiee e 6

2. CAPITULO 1: MATERIALES Y METODOS ... et eoeeeee ettt et eeee e ee e s enee s 7
b N =T W <X =YC) L0 (1o FUTU TSRS USSR 7
A O =T o - LR =T 4T o] (== o £ 7
2.3 Obtencion del extracto crudo NeUraliZado ...........oooveeveeeieiieiieeeeee e, 7
2.4 Pruebas de CaraCteriZaCiON ............eeiiiieiiiiiiee et e et e e e e e et e e e e s e e aeaaaans 8
2.4.1 Tratamiento ENZIMALICO..........uuuiiiiiei it e e et e e e e e e e e e e s eeeraaaans 8
N N = 1 =10 1<) 01 (o T (=) 1 4 1[0 TR 8
2.4.3 Tratamiento POF PH ..cooi ettt e e e e 8

2.5 Determinacion de la actividad inhibitOria ...........coooiiiiviiiiiiiiieeeee e, 8
2.6 ANALISIS ESTATISTICO ....eevvieii ittt e e e e e e et e e e e e e s e e et seeeeeseeaaaans 9

3. CAPITULO 2: RESULTADOS ...ttt ettt eee e ettt e e st e e e e eaeeee e 10
3.1 Evaluacion de la actividad inhibitoria del extracto crudo neutralizado......................... 10

3.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria del extracto crudo sometido a diferentes

tratamientos de caracterizacion biOQUIMICA...........cveiiiiiie i 11
3.2.1 Estabilidad tEIMICA.......ccoiiiiiie i 11
3.2.2 Estabilidad frente al PH ..........ueiiii e 12

3.2.3 Sensibilidad frENtE @ BNZIMAS .....ooieieeeeeee ettt e e e e e eeaaan 12



Saa vii

3.3 Andlisis estadistico ANOVA ...t 13
3.4 Comparaciones post hoc — prueba de TUKEY ........cooicuiiiiieiee e 16
3.5 Graficos de perfil de 12 iNteraCCiON...........cooiiiiiiiiiiiii e 19
4. CAPITULO 3: DISCUSION .....oovoeieeeeceeee ettt saees st es e st ener e ene s e 23
5. CONCLUSION ..ottt ettt ettt et s et e sttt e et e te et etestessatesessesneses 25
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oouiieteieeeeee et stens s saennanes 26
A ) 1 =5, @ 1 S PP PP PRTRTR PRI 29
ANEXO L 29
ANEXO Il 30

ANEXO Tt e s e e e et a e e e 31



Saa viii

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de bacterioCinas A& BAL .........coovvevveuiiiiieieeeeeie e 3

Tabla 2. Valor del pH inicial del pool de extracto ates de ajustarlos a pH 6,5 para todos los
LU 1= 10 01 1=T 01 (0 1 PRSPPI 10

Tabla 3. Modelo factorial completo mixto del ANOVA con interacciones hasta tercer nivel. 13

Tabla 4. Modelo factorial final del ANOVA: componentes del modelo que contribuyen a la
variacion de la variable dependiente representada por el diametro de los halos de inhibicién
ENMIIMELIOS.....co o 15

Tabla 5. Tabla resumen del procedimiento de Tukey: comparaciones multiples................... 16

Tabla 6. Tabla resumen del procedimiento de Tukey: subconjuntos homogéneos............... 18



Sad ix

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo del mecanismo de accidn dual dela nisina ..........cccccceeeeeeiiiciiieeeee e, 5

Figura 2. Prueba de inhibicién por duplicado del control positivo (ciprofloxacina 5ug/mL) y
del control negativo (caldo MRS) frente a las cepas indicadoras S. aureus, Listeria
monocytogenes, S. Enteritidis ¥ E. COli....uuiiiiiiiiiiiiii e 11

Figura 3. Prueba de inhibicién por duplicado del extracto crudo neutralizado frente a las
cepas indicadoras S. aureus, Listeria monocytogenes, S. Enteritidis y E. cOli..................... 11

Figura 4. Prueba de inhibicién por duplicado del extracto crudo neutralizado sometido a los
diferentes tratamientos de caracterizacién bioquimica frente a las cepas indicadoras S.
aureus y Listeria MONOCYIOQENES ........cccoeviiiiii e 12

Figura 5. Prueba de inhibicién por duplicado del extracto crudo neutralizado sometido a los
diferentes tratamientos de caracterizacién bioquimica frente a las cepas indicadoras S.
L 1 = o TS =S oo 13

Figura 6. Grafico de perfil del Tratamiento (Tt) por Dia para Listeria monocytogenes (Lm). 19

Figura 7. Grafico de perfil del Tratamiento (Tt) por Dia para Staphylococcus aureus (Sa)... 20

Figura 8. Grafico de perfil de los Microorganismos (Mo) por Tratamiento (Tt) para el Dia=a21

Figura 9. Grafico de perfil de los Microorganismos (Mo) por Tratamiento (Tt) para el Dia=b21

Figura 10. Grafico de perfil del Tratamiento (Tt) por los Microorganismos (Mo) para el Dia=a



Saal

Mariana Elizabeth Saa Cruz
Trabajo de graduacion
Directora: Ing. Maria Fernanda Rosales

Abril 2016

“CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL EXTRACTO CRUDO DE BACTERIOCINA
OBTENIDO DE UNA BACTERIA ACIDO LACTICA AISLADA DE SUERO DE QUESO”

1. INTRODUCCION

En la actualidad se ha identificado un interés creciente sobre varios aspectos del ambito de
la seguridad alimentaria y el consumo de alimentos con un efecto beneficioso para la salud
(Banerjee, Dora, & Chowdhury, 2013), dentro de este contexto, el uso de sustancias naturales
ha tomado gran importancia en los ultimos afios en el campo de la biopreservacién de
alimentos, debido a la continua presién de disminuir el uso de aditivos y conservantes
quimicos por los posibles efectos adversos que pueden causar en la salud del consumidor
(de Souza Barbosa et al., 2015).

Las metodologias de biopreservacién mas cominmente utilizadas en alimentos, implican el
uso de las bacterias acido lacticas (BAL) y sus metabolitos, mediante la aplicacién de cepas
productoras de sustancias antagonicas denominadas cepas biopreservantes, la utilizacion de
preparaciones como extracto crudo de bacteriocinas, licor fermentado o concentrados
obtenidos mediante el crecimiento de cepas de BAL en medios de cultivo especifico y
especialmente la adicibn de sustancias antagénicas puras 0 semipuras como las
bacteriocinas (Chen & Hoover, 2003; Leite et al., 2015). El empleo de estos métodos de
preservacion ofrece un potencial beneficio a la industria, siendo una alternativa en el disefio
de estrategias combinadas para la conservacion, que podrian actuar como una barrera
adicional para reducir la adicibn de preservantes quimicos y disminuir la intensidad del
tratamiento térmico, resultando en alimentos preservados naturalmente, con mejores

propiedades nutricionales y organolépticas. (Galvez, Abriouel, Lépez, & Omar, 2007).

1.1 Bacterias acido lacticas
Son un grupo de microorganismos que tienen en comun ciertas caracteristicas metabdlicas

como la produccion de &cido lactico, casi siempre como producto final de la fermentacion de
los carbohidratos (Carr et al., 2002). Las BAL son organismos Gram positivos, no esporulados,
catalasa negativos, acido tolerantes y anaerobios facultativos. A excepcion de unas pocas

especies, las BAL son microorganismos no patégenos. Las especies mas
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comunes corresponden a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus, and Leuconostoc. Segun sus caracteristicas
bioquimicas, estas bacterias se clasifican en homofermentativas, cuyo Unico producto final de
fermentacion es el acido lactico y en heterofermentativas, aquellas que producen ademas del

acido lactico, etanol, acetato y diéxido de carbono (Monroy et al., 2009).

Las BAL se encuentran en una gran variedad de nutrientes, incluyendo la leche y los
productos lacteos, vegetales, cereales, carne y productos de carne, etc. Muchas especies se
utilizan para la fabricacion y conservacion de alimentos. Las actividades enzimaticas de las
BAL contribuyen al desarrollo de las propiedades organolépticas, reoldgicas y nutricionales

finales de los productos fermentados (Leroy and de Vuyst, 2004).

1.2 Bacteriocinas de BAL
Las bacteriocinas son compuestos que se corresponden a un grupo heterogéneo de

sustancias de sintesis ribosomal y origen peptidico, biol6gicamente activas y que tienen
propiedades antimicrobianas o inhibidoras contra otras especies estrechamente relacionadas
con la cepa productora. (Ouwehand & Vesterlund, 2004). En la tabla 1 se puede observar una

clasificacion de las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas.

Las bacteriocinas se caracterizan también por ser sustancias con una marcada estabilidad
frente a los tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los alimentos durante su
procesamiento; ademas debido a su naturaleza peptidica, su degradacién se lleva a cabo por
las enzimas proteoliticas del tracto gastrointestinal y no son activas frente a células
eucaridticas, asegurandose su inocuidad al ser consumidas. En la actualidad, hay muchos
aspectos sobre estos compuestos que no se han caracterizado por completo, lo que abre el
campo para mdltiples investigaciones biotecnolégicas (Agaliya & Jeevaratnam, 2013;
Karpinski & Szkaradkiewicz, 2013).

El interés por las mismas deriva del hecho de que son producidas por organismos que se
encuentran en los alimentos y por esta razén podrian ser consideradas como "naturales” y
por lo tanto mas admisibles que los conservadores quimicos. La nisina, por ejemplo, es un
lantibiético (Cotter et al.,2005a), que tiene la peculiaridad de presentar en la molécula
aminodcidos inusuales, mayoritariamente lantionina (Lan) y B-metil-lantionina (MeLan) y ha
sido aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para su uso en los alimentos como
un ingrediente seguro e inocuo (Perin & Nero, 2014). De esta manera en los Ultimos afios se
le ha considerado como sustancia GRAS (Generally Recognized As Safe) y tiene un gran
namero de aplicaciones sin producir efectos secundarios; por tal motivo, existe la necesidad
de caracterizar otras BAL y sus metabolitos con mayor potencial bioconservante (Abbasiliasi
et al., 2012; Chopra, Singh, Kumar Jena, & Sahoo, 2015).
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Clase Caracteristicas Subclase Microorganismo Bacteriocina
productor
Péptidos pequefios (< 5 KDa) | A: Péptidos Lactococcus lactis Nisina A
Termoestables lineales y Lactococcus lactis Nisina Z
Clase I: Activos a nivel de la membrana cationicos Staphylococcus epirdemidiis Epidermina
Lantibiéticos Péptidos que contienen - Lactobacillus sake Lactocina S
Lantionina Lactococcus lactis Lacticina 481
Modificados
postraduccionalmente
| B: Péptidos Bacillus subtilus Mersacidina
globulares e Streptomyces cinnamoneus Cinamicina
hidréfobos
Leuconostoc gelidum Leucocina A
Pediococcus acidilactici Pediocina PA-1
Il a: Potente Leuconostoc mesenteroides Mesenterocina Y105
actividad Lactobacillus acidophilus Acidocina A
inhibitoria Enterococcus faecium Enterocina A
frente a la Lactobacillus sake Sakacina A
Listeria Lactobacillus curvatus Curvacina A
Lactobacillus bavaricus Bavaricina A
Péptidos pequefios (< 10 KDa) No Carnobacterium piscicola Pisicolicina 126
lineales
Clase II: No No modificados Lactococcus lactis Lactococcina G
lantibiéticos postraduccionalmente Lactococcus lactis Lactococcina M
Termoestables Il b: Lactobacillus casei Lactocina 705
Actdan a nivel de la membrana Compuesto Lactobacillus johnsonii Lactacina F
por dos Leuconostoc Leucocina A
péptidos Lactobacillus plantarum Plantaricina A
Lactobacillus plantarum Plantaricina S
Lactobacillus plantarum Plantaricina EF
Lactobacillus plantarum Plantaricina JK
Lactobacillus acidophilus Acidocina B
Il c: Requieren | Carnobacterium piscicola Carnobacteriocina A
un péptido Carnobacterium divergens Divergina A
lider Enterococcus faecium Enterocina P
Clase I Péptidos grandes (>30 kDa) Lactobacillus helveticus Helveticina J
Termolabiles Enteroccocus faecalis Enterolisina A
lactobacillus helveticus Helveticina V-1829
Clase IV Bacteriocinas complejas, una parte Cloxtridium beijerinckii Circularina A
proteica y una o mas fracciones Leuconostoc Leuconocinas S
lipidicas o glusidicas paramesenteroides
Lactobacillus helveticus Lactocina
Clase V De estructura circular No Streptococcus faecalis Enterocina AS-48

modificadas postraduccionalmente

Lactobacillus gasseri LA39

Gasericina A

Fuente: (Marcos et al., 2013; Diez Aldama, 2011).
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Las bacteriocinas de algunas BAL juegan un papel vital en las estrategias de prevencion
contra los patdgenos transmitidos por los alimentos y se han identificado ciertos tipos con
actividad bactericida contra algunos microorganismos Gram positivos y Gram negativos de
interés, como por ejemplo, cepas de Listeria monocytogenes y Escherichia coli
enterohemorragica (Devi, Ramaswamy, & Halami, 2014; Yang, Lin, Sung, & Fang, 2014). Se
ha encontrado que algunas cepas de BAL tienen la capacidad de producir multiples
bacteriocinas, condicion que podria incrementar el rango de inhibicion contra algunos

microorganismos (Furtado, Todorov, Landgraf, Destro, & Franco, 2014; Zendo, 2013).

Aparte de sus usos en la preservacion de los alimentos, las bacteriocinas también han sido
descritas como una alternativa en la aplicacidn de la terapia antibiética con el fin limitar el
posible desarrollo de la resistencia a estos farmacos (Allen, Trachsel, Looft, & Casey, 2014).
Sin embargo, su uso en la aplicacion terapéutica adn no ha sido totalmente definido y no se

encuentran comercialmente viables (Field, Cotter, Hill, & Ross, 2015).

1.3 Modo de accién de las bacteriocinas
Las bacteriocinas de BAL poseen caracteristicas esenciales para llevar a cabo su actividad

antimicrobiana, independientemente del blanco celular. Estas incluyen una carga neta
positiva, que favorece su interaccion con la carga negativa de los lipopolisacaridos de la
membrana de las bacterias Gram negativas, o con los acidos teicoicos y lipoteicoicos de la
pared de las bacterias Gram positivas; la hidrofobicidad es una caracteristica requerida para
la insercion de la bacteriocina en la membrana celular, y la flexibilidad que le permite a la
bacteriocina realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno de interaccién con
la membrana. Estas caracteristicas varian de molécula a molécula, no obstante, todas son

importantes para la actividad antimicrobiana (Jenssen, Hamill & Hancock , 2006).

La formacion de poros en la membrana citoplasmica de células sensibles es un mecanismo
de acciobn comaun, presentado por las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas
(Gonzélez et al., 2003). En este proceso las bacteriocinas actian destruyendo la integridad
de la membrana citoplasmética del microorganismos sensible a través de la formacién de
poros, lo que provoca la salida de compuestos pequefios, pérdida de iones K, ATP o la
alteracion de la fuerza motriz de protones (fuente de energia celular) necesaria para la
produccion de energia y sintesis de proteinas o acidos nucleicos (Gonzalez et al., 2003). La
pérdida de estas sustancias origina a su vez una pérdida potencial de membrana, consumo
de las reservas energeéticas celulares, descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas

originando finalmente la inhibicién o muerte celular (Vazquez et al., 2009).

Se han descrito bacteriocinas que poseen un mecanismo de accién dual; por ejemplo, la

nisina (Figura 1).
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Bacteriocina

Membrana
plasmatica

Subunidad ..°'. ___x”
peptidoglucano )

Figura 1. Modelo del mecanismo de accion dual de la nisina

5

Fuente: (Breukink et al., 1999)

El modelo mas aceptado que muestra el mecanismo de accién dual de la nisina propone que
inicialmente la bacteriocina se une a la pared celular mediante atracciones electrostaticas, lo
cual se facilita debido a la carga positiva de este péptido y las cargas negativas de los
componentes de la pared celular (Figura 1, etapa 1). Posteriormente, la nisina se une al lipido
I, principal transportador de las subunidades de peptidoglucano y utiliza esta molécula para
anclarse a la membrana celular (Figura 1, etapa 2). Luego, la bacteriocina cambia su
orientacién con relaciéon a la membrana y se inserta en esta Ultima, lo que involucra la
traslocacion de su extremo carboxilo terminal a través de la membrana. Finalmente, la unién
de diversos péptidos en el sitio de insercidn provoca la formacion de un poro transmembranal
que permite la salida de moléculas importantes como aminoacidos y ATP, lo que lleva a la

bacteria a una rapida muerte celular (Figura 1, etapa 3) (Breukink et al., 1999).
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1.4 Objetivos e hipodtesis del trabajo de investigacion

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado sobre las aplicaciones de las BAL y
sus metabolitos en la industria de los alimentos (Perez, Zendo, & Sonomoto, 2014), en
Ecuador no se han encontrado estudios con datos relativos a la actividad antagénica frente a
microorganismos patégenos de extractos crudos de BAL autdctonas, por lo que se considera
de gran utilidad realizar estudios de aislamiento, caracterizacién y evaluacién de cepas de

BAL y sus metabolitos en productos propios del pais.

En este trabajo se ha realizado una caracterizacion del comportamiento bioquimico del
extracto crudo, obtenido de una cepa nativa de BAL aislada del suero de quesos que se
producen en la zona de Bulan-Paute, ubicada en la regién del Austro del Ecuador, con la
finalidad de encontrar una cepa con potenciales aplicaciones y caracteristicas propias de la

zona.

1.4.1 Objetivo general

Caracterizar el comportamiento bioquimico del extracto crudo de bacteriocina obtenido de una

cepa nativa de BAL aislada del suero de queso frente a distintos pardmetros.

1.4.2 Objetivos especificos

Obtener el extracto crudo de bacteriocina de la cepa de BAL aislada del suero de
queso.

e Determinar la actividad antagoénica del extracto crudo de bacteriocina frente a
diferentes tratamientos térmicos.

e Determinar la actividad antagoénica del extracto crudo de bacteriocina frente a
diferentes condiciones de pH.

e Determinar la actividad antagénica del extracto crudo de bacteriocina en funcién de
su sensibilidad frente a diferentes enzimas.

1.4.3 Hipotesis de investigacion experimental
“El extracto crudo de la cepa nativa de BAL aislada del suero de queso exhibe actividad
inhibitoria frente a bacterias patégenas”.

“El tratamiento del extracto crudo con enzimas, temperatura y pH influye en la respuesta de

la actividad inhibitoria frente a bacterias patdogenas”.
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CONCLUSION

El extracto crudo neutralizado obtenido de la cepa nativa de BAL aislada de suero de quesos,
Lactococcus lactis, exhibié actividad inhibitoria in vitro frente a dos microorganismos
patégenos empleados como cepas indicadoras, los cuales fueron Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes. Para el caso de Salmonella Enteritidis y Escherichia coli, no se

evidencid actividad inhibitoria alguna.

Se determind que la actividad inhibitoria del extracto crudo neutralizado permanece aunque
con ligera disminucion en la variable de respuesta (diametro del halo de inhibicién en
milimetros), luego de ser sometido a distintos tratamientos de caracterizacion bioquimica, con
lo cual se establecié que el compuesto responsable del efecto inhibitorio presenta estabilidad
térmica, estabilidad en pH acido y que no fue sensible a la accion hidrolitica de las enzimas

empleadas, sin descartar que se trate de un compuesto de naturaleza proteica.

Finalmente se puede mencionar que el efecto inhibitorio observado en el extracto crudo
obtenido de la cepa nativa de Lactococcus lactis, no se debe a la accién de acidos organicos
y que en funcion del comportamiento bioquimico descrito, se sugiere que la sustancia
responsable de la inhibicion se trate posiblemente de una bacteriocina de BAL autéctona con
un potencial uso para el control de microorganismos patégenos que son vehiculizados por

alimentos.
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