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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue identificar bioquimicamente varias
cepas de bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales
del Austro del Ecuador y determinar su capacidad
bacteriocinogénica. De las cepas identificadas se escogid
Lactococcus lactis, el cual se cultivd en condiciones ade-
cuadas y se obtuvo un extracto concentrado que se neutra-
liz6 con HCI 0,1N. Se evalu6 su actividad inhibitoria frente a
cepas de patdgenos, que incluyeron estabilidad térmica,
condiciones de pH y accién de enzimas. La actividad
inhibitoria se evalud por el método de difusion en pozo fren-
te a Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, no
evidenciandose actividad frente a Gram negativas. El anali-
sis de varianza (p < 0,05) determin6 que existe una ligera
pérdida de actividad luego de los tratamientos en relacién
con ladel extracto crudo neutralizado. No se descarta que el
compuesto activo se trate de una bacteriocina con potencial
uso en el control de microorganismos patégenos de interés
en alimentos.

Palabras clave: bacteriocina, patégenos, extracto,
Lactococcus, actividad, alimentos.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria with bacteriocinogenic
potential obtained from artisanal cheeses from
south of Ecuador

The aim of the present work was to identify biochemically
several strains of lactic acid bacteria isolated from artisanal
cheeses from the Austro of Ecuador and determine their
bacteriocinogenic capacity. From the strains identified,
Lactococcus lactis was chosen, which was cultivated under
appropriate conditions. A concentrated extract was obtained,
which was neutralized with 0,1N HCI. Their inhibitory activity
was evaluated against strains of pathogens, which included
thermal stability, pH conditions and the action of enzymes.
The inhibitory activity was evaluated by the well diffusion
method against Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes, with no evidence of activity against Gram
negative bacteria. The analysis of variance (p < 0.05)
determined that there is a slight loss of activity after the
treatments in relation to the neutralized crude extract. It is
not excluded that the active compound, it is a bacteriocin
with potential use in the control of pathogenic
microorganisms of interest in foods.

Keywords: bacteriocin, pathogens, extract, Lactococcus,
activity, foods.

INTRODUCCION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) comprenden un
grupo de microorganismos heterogéneos que tienen una
propiedad metabdlica comun, la produccion de acido
lactico como producto final mayoritario de la fermenta-
cion de los carbohidratos (1). Las BAL son Gram (+),
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no esporuladas, catalasa negativa, acidos tolerante y
anaerobias facultativas. Excepto por unas pocas espe-
cies, los miembros de las BAL son organismos no
patogénicos con un reputado estatus «Reconocidas
generalmente como seguras» (GRAS), las cuales, ade-
maés del &cido léctico, producen una gran variedad de
productos de fermentacién tales como &cido acético,
etanol, didxido de carbono y &cido férmico (2).

Las actividades enzimaticas de las BAL contribuyen a
las propiedades finales organolépticas, reoldgicas y
nutricionales de los productos fermentados (3). Las
cepas de algunas especies han sido tradicionalmente
usadas como probidticos y adicionadas como bacterias
funcionales en varios sistemas alimentarios (4). La
explotacién comercial de las BAL como iniciadores y
cultivos probidticos es econdmicamente muy significa-
tiva. Consecuentemente, la investigacion en su genética,
fisiologia y aplicaciones ha despuntado en los ultimos
25 afios (5, 6).

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sinteti-
zados ribosomicamente, producidas por bacterias que
son activas contra otras bacterias. Se ha notado que la
actividad de las bacteriocinas es frecuentemente diri-
gida contra bacterias que estan relacionadas a las ce-
pas productoras o contra bacterias encontradas en
ambientes similares. También se ha observado que al-
gunas bacteriocinas pueden jugar un rol en la sefializa-
cion celular. Los microorganismos que producen
bacteriocinas también poseen mecanismos que les con-
fieren proteccion a ellas mismas (7, 8).

La produccion de bacteriocinas parece depender del
crecimiento y actividad fisioldgica de la cepa producto-
ra (9). Salvo escasas excepciones, son péptidos de bajo
peso molecular, de naturaleza catidnica e hidrofébicos,
que forman poros en la membrana plasmatica de las
células sensibles siendo, por lo tanto, bactericidas (10).
Otro mecanismo de accidn propuesto sobre la permeabi-
lidad de la membrana celular por parte de las
bacteriocinas, es que estas desestabilizan la membrana
a modo de un detergente biologico (11).

La actividad antibacteriana de las bacteriocinas produ-
cidas por BAL, se pronuncia en la fase logaritmica y
en la fase estacionaria, por lo que a la hora de aplicar-
las a un alimento a partir de un cultivo iniciador o para
su purificacion, es importante considerar la etapa en la
cual se alcanza la velocidad méxima de produccion,

aumentando con ello la efectividad del proceso de ac-
cion de estos compuestos ante microorganismos
alterantes o patdgenos de interés (12).

Como es habitual en las rutas metabdlicas de los
microorganismos, la sintesis de las bacteriocinas tam-
bién depende del ecosistema, pH, potencial de ¢xido
reduccion, cantidad de nutrientes, fase de crecimiento,
temperatura y oxigeno disponible. Asi mismo, son
inactivadas por enzimas como la tripsina y la pepsina,
las cuales al encontrarse en el tracto digestivo no per-
miten que las bacteriocinas alteren la microbiota exis-
tente en él (13). El presente trabajo busca identificar
bacterias lacticas con potencial bacteriocinogénico
contra bacterias patogenas de interés en el procesa-
miento de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 45 muestras de quesos elaborados
artesanalmente en San Fernando, Bulan y Biblian del
Austro del Ecuador. Las muestras se sembraron en
agar MRS (Merck, Alemania) y en agar M17 (Oxoid,
Francia), a diferentes temperaturas (30 y 37 °C), pH
(5,5y 6,5) en ambiente microaerdfilo, obteniendo culti-
VoS axénicos. Los microorganismos cultivados, fueron
observados al microscopio para clasificarlos segln su
morfologia celular.

A los cultivos puros se les realizaron pruebas
bioquimicas, utilizando el set APl 50 CHL
(BiomMérieux, Francia), se tomaron en cuenta solo
aquellas pruebas que se identificaron con un 90 % o
mas de probabilidad de identificacion.

El in6culo de cada bacteria se ajusté a un STD 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 ufc/mL) en caldo MRS y se in-
cubd por 72 h. Luego de la incubacion los tubos que
contenian los crecimientos bacterianos se llevaron a
una centrifuga refrigerada (Eppendorf, USA) para la
separacién de las células y obtener el sobrenadante
gue contiene los compuestos de interés.

Los in6culos crecidos se centrifugaron a 4 000 min
por 30 min a 4 °C, el sobrenadante obtenido se pasé
por jeringas de filtracion estériles de 0,22 um de poro.
Este caldo filtrado se coloco en frascos Erlenmeyer de
250 mL esterilizados previamente y se dejo por
aproximadamente 100 h a 35°C en una estufa (ESCO,
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Corea). A los extractos concentrados se les midio el
pH y luego se adicion6 una solucién de NaOH 1N
para neutralizar el medio.

Se realiz6 una siembra en césped de cada patgeno a estu-
diar, en agar Muller Hinton (Merck, Alemania) y se forma-
ron orificios en el agar, estos se llenaron con 10 uL de cada
extracto crudo y se secaron. Se incubaron las cajas por 24 h
a 37 °Cy se revisaron los halos de inhibicion, se tomaron
como positivos aquellos halos que eran mayor a 7 mm. Las
pruebas fueron realizadas por triplicado.

Uno de los extractos de las bacterias lacticas aisladas
que ha sido parcialmente caracterizado en este trabajo
es el extracto del Lactococcus lactis.

Se realizaron tres pruebas de caracterizacion, los ex-
tractos fueron sometidos a 65 °C por 30 miny 80 °C
por 10 min, ademas de cambios de pH (4,5 y 5,5) adi-
cionando HCI 0,1N para simular una condicion acida
en el medio y se adicion0 al extracto las enzimas alfa
amilasa y quimiosina. Se procedi6 en cada prueba como
se menciona anteriormente, utilizando el método de
halos de inhibicion.

Sobre los datos obtenidos como resultado de las prue-
bas de inhibicion para la caracterizacion del extracto
de L. lactis, se realizd la evaluacion estadistica por
medio del andlisis de varianza con un disefio factorial
de tres factores. ElI modelo factorial final pretendia
verificar diferencias en el didmetro del halo de inhibi-
cion influenciado por el efecto de tres variables inde-

pendientes (Tratamiento = Tt, microorganismo = Moy
dia), sobre el diametro del halo de inhibicion en milime-
tros. El factor tratamiento incluye nueve niveles (EC =
extracto crudo neutralizado, CN = control negativo, CP
= control positivo, AA = alfa-amilasa, QS = quimosina,
pH1=4,5pH2=55T1=65°Cpor30min, T2=80°C
por 10 min), para microorganismos existen dos niveles
(Sa = S. aureus y Lm = L. monocytogenes) y Dia
incluye dos niveles correspondientes a los dias de en-
sayo (dia ay dia b).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 12 cepas sin identificar bioquimicamente.
Por sus caracteristicas microscopicas y la reaccion nega-
tiva a la prueba de la catalasa y oxidasa, estas cepas pue-
den ser clasificadas de manera preliminar como bacterias
acido lacticas.

La Tabla 1 muestra las siete cepas que lograron ser
identificadas con una confirmacién superior al 90 %,
segun la prueba bioquimica API 50 CHL.

Las BAL producen diferentes sustancias con caracte-
risticas antimicrobianas, dentro de las cuales se desta-
can el &cido acético y el &cido lactico, que resultan
luego de la fermentacion de los carbohidratos presen-
tes en los medios de cultivo, provocando una caida del
pH (14), y, por ende, el efecto protector (15). Debido
a que en este trabajo se busca la presencia de
bacteriocinas, se neutralizo el extracto para evitar la
interferencia de los acidos presentes.

Tabla 1. Cepas de BAL identificadas con APl 50 CHL

Porcentaje de

Cadigo Bacteria Lugar de muestreo identificacion
Lb11l Lactobacillus brevis Bulan-Paute-Azuay 90,0
Lall Lactococcus lactis Bulan-Paute-Azuay 96,5
Lell Leuconostoc lactis San Fernando - Azuay 95,0
La21 Lactococcus lactis San Fernando - Azuay 99,1
Lb32 Lactobacillus brevis San Fernando - Azuay 96,0
Lpl2 Lactobacillus plantarum Biblian - Canar 95,3
Lc32 Lactobacillus paracasei spp. paracasei  Biblian - Cafar 99,8
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La Tabla 2 muestra la actividad antimicrobiana de los
extractos de las siete cepas de BAL identificadas. Se
consideraron halos mayores a 7 mm para determinar si
los extractos estaban produciendo efecto o no sobre
las bacterias patdgenas (16).

Estos resultados, aunque algunos extractos no se pu-
dieron probar contra todas las bacterias patogenas, brin-
dan una referencia de como se estarian comportando
los extractos frente a las bacterias. Se puede observar
una actividad eficaz de los extractos frente a las Gram
(-), lo cual indica que se pueden tener potenciales sus-
tancias inhibitorias, sin descartar realizar nuevos estu-
dios de caracterizacion.

En la Tabla 3 se observa como los resultados de la
actividad inhibitoria del extracto crudo de L. lactis
(Lall) no se ven afectados por los cambios de pH,
temperatura y enzimas frente a las bacterias Gram (+).
Las bacterias Gram (-) no fueron inhibidas en su creci-
miento.

En el modelo factorial final del analisis de varianza,
todos los efectos probados fueron estadisticamente sig-
nificativos (p <0,05). El efecto principal de microorga-
nismo con valor F (1, 53) = 36,35, p < 0,001, expresa la
diferencia de respuesta inhibitoria entre Lm y Sa. El
efecto principal correspondiente a los tratamientos pro-
dujo F (8,53) =238,68, p<0,001, implicando al menos
una diferencia significativa con respecto al tipo de tra-
tamiento aplicado. Para el efecto principal Dia se ob-
tuvo F (1,53) =26,71, p< 0,001, por lo que considerar-
lo como factor de bloqueo fue conveniente para el
modelo; ademas, su varianza estimada alcanza a 0,86,
siendo un valor relativamente bajo comparado con los
promedios de halo de inhibicion de los tratamientos.
Finalmente, la interaccion entre tratamiento y microor-
ganismo dio unvalor F (8,53) =5,91, p<0,001, lo cual
indica una diferente respuesta por microorganismo al
cambiar el tratamiento.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de los extractos de BAL contra bacterias patégenas

Extractos crudos neutralizados

Bacteria patdgena Lb11 Lall Lell La21 Lb32 Lpl2 Lc32
S. aureus *) +) +) *) +) NP (+)
L. monocytogenes (+) (+) NP NP NP (+) NP
E. coli (+) ) (+) (+) ) NP NP
S. Enteritidis (+) Q) (+) (+) (+) (+) (+)

(+): halos de inhibicién > 7 mm
(-): halos de inhibicidon <=7 mm
NP: no probado

Tabla 3. Evaluacion de la actividad inhibitoria del extracto crudo de L. lactis (Lall) sometido a
diferentes tratamientos

Prueba a Prueba a diferentes Prueba a diferentes
diferentes pH  temperaturas (°C) enzimas
Bacteria patdgena 45 55 65 80 Alfa-amilasa Quimosina
S. aureus COINC) (+) (+) (+) (+)
L. monocytogenes O CS) (+) (+) (+) (+)
S. Enteritidis ) ) ) Q) Q] )
E. coli () () () () () ()

(+): halos de inhibicién > 7mm
(-): halos de inhibicion <= 7mm
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En los resultados del ensayo de actividad inhibitoria del
extracto crudo neutralizado, se encontrd que efectiva-
mente existe una actividad positiva para inhibicién de
los microorganismos patégenos empleados; sin embar-
go, este patrén se presentd Gnicamente frente a las
cepas indicadoras de S. aureus y L. monocytogenes,
mientras que para S. Enteritidis y E. coli no se evi-
dencié ningun efecto inhibitorio. Este hallazgo indica
que en el extracto crudo neutralizado probablemente
se encuentre alguna sustancia con efecto inhibitorio
diferente al producido por los &cidos organicos; ade-
mas que el extracto proviene de una cepa de
Lactococcus lactis cuya incidencia de produccion de
sustancias con actividad inhibitoria tipo bacteriocina es
altay reconocida ampliamente. Varios autores han de-
terminado que la actividad antagonica de las
bacteriocinas se presenta por lo general sobre
microorganismos relacionados taxonémicamente a las
bacterias que las producen y, por otro lado, afirman
que la susceptibilidad de las bacterias Gram (-) a las
bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas es
mucho maés limitada y que el efecto no se percibe, a
menos que se altere el componente lipopolisacarido de
la membrana externa de estos microorganismos (17).

Se observa que la actividad inhibitoria del extracto cru-
do neutralizado, sometido a diferentes tratamientos de
caracterizaciéon bioguimica, permanece frente a las
cepas indicadoras L. monocytogenes y S. aureus con
una ligera disminucion, luego de someterle a condicio-
nes de temperatura, pH y tratamiento con enzimas.

Los resultados de estos ensayos de caracterizacion
bioquimica muestran que la sustancia con actividad
inhibitoria que se encuentra en el extracto crudo neu-
tralizado presenta una estabilidad térmica, puesto que
se presentaron los halos de inhibicidon luego de los tra-
tamientos térmicos aplicados (T1 =65 °C por 30 miny
T2 =80 °C por 10 min), dichos tratamientos se utiliza-
ron por su frecuencia de aplicacion en el procesamien-
to de alimentos (18). Se establecié ademas los ensayos
a distintas condiciones de pH, manejandose valores en
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