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RESUMEN 

Las bacteriocinas producidas por las bacterias ácido lácticas (BAL) tienen un gran potencial 
como bioconservadores para el control de las bacterias patógenas y deterioradoras de 
alimentos. La producción de bacteriocinas es usualmente realizada en medios complejos, 
pero el alto costo hace que el proceso no sea viable para su producción a alta escala. Esto 
ha incrementado el interés en utilizar subproductos de la industria alimenticia como base 
del medio de cultivo, como el suero lácteo. El objetivo de este estudio fue identificar los 
factores principales que afectan la producción de bacteriocinas por Lactococcus lactis UQ2, 
en el extracto libre de células (ELC), usando como suero lácteo suplementado como medio 
de cultivo alternativo. La actividad de bacteriocina fue analizada utilizando como 
microorganismo indicador el Micrococcus luteus NCB 18166. También se determinaron las 
propiedades antilisteria del ELC. Se estudio el efecto del suero lácteo, extracto de levadura, 
MnS04, MgS04, Tween 80 y flujo de aire en la producción de bacteriocina durante el 
crecimiento de L. Lactis UQ2, usando un diseño factorial fraccionado. Los experimentos 
fueron conducidos en un fermentador Applikon a 30ºC, 200 rpm, durante 24 horas. Los 
resultados muestran que la composición del medio de cultivo tiene un importante efecto en 
el título de actividad de bacteriocina producida. La variable que no mostró un efecto 
significativo (p<0.05) en la producción de bacteriocina fué el flujo de aire. De los 
resultados del diseño estadístico, se desarrolló el medio de cultivo de suero lácteo 
suplementado, el cual mostró un mayor título de actividad de bacteriocina que el obtenido 
en caldo MRS. Por lo tanto en este estudio se demostró la viabilidad de la producción de 
bacteriocinas en un medio de cultivo alternativo altamente disponible y a bajo costo. Se 
demostró que la producción de bacteriocinas fue dependiente de la composición del medio 
de cultivo. El ELC mostró tener actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes. 
La sensibilidad de siete cepas de L. monocytogenes fue analizada en caldo soya 
tripticaseína (CST). Todas las cepas analizadas fueron sensibles en un amplio rango de 
concentraciones del ELC. La cepa más sensible fue L. monocytogenes 10403S mientras que 
la L. monocytogenes Scott A fue la más resistente. Las concentraciones mínimas 
inhibitorias (CMI) para estas dos cepas fueron 0.171g/L y 0.106g/L, respectivamente. Se 
determinó el efecto antimicrobiano del ELC a diferentes niveles de pH. La actividad 
antibacteriana del ELC fue mayor a pH bajo. Sin embargo a valores de pH alcalinos se 
mantuvo el efecto bacteriostático hacia L. monocytogenes. Estos resultados indican que el 
ELC presenta actividad en un amplio rango de valores de pH. El análisis del efecto 
antimicrobiano del ELC en las biopelículas de L. monocytogenes Scottt A fue también 
analizado. Los resultados iniciales fueron muy alentadores e indicaron que el ELC es un 
candidato prometedor para el control de las biopelículas de L. monocytogenes desarrolladas 
en superficies de acero inoxidable. 

Palabras clave: bacteriocina, suero lácteo, Listeria 
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SUMMARY 

Bacteriocins from lactic acid bacteria (LAB) have a potential for use as food 
biopreservatives to control spoilage and pathogenic bacteria, such as Listeria 
monocytogenes. High bacteriocin production is usually achieved in complex media, but 
their high cost makes the process unsuitable for a large-scale production. There has been 
increased interest in using by-products from the food industry such as dairy whey, as a 
basis of the culture media,. The aim of this study was to identify the major factors that 
affect bacteriocin production by Lactococcus lactis UQ2, in the cell free extract (CFE), 
using supplemented whey as an alternative medium. Bacteriocin activity was assayed using 
Micrococcus luteus NCBI8166 as an indicator organism. The anti-listerial properties of the 
CFE were also determined. The effect of sweet whey, yeast extract, MnS04, MgS04, 

Tween 80, and air flow on bacteriocin production during the growth of L. lactis UQ2 was 
studied using a fractional factorial design 2 5

-
1
• Experiments were conducted in a 3 L 

Applikon fermenter at 30ºC, 200 rpm, for 24 h. Our results showed that the composition of 
culture media had an important effect in the titer of the produced bacteriocin. The air flow 
was the only variable showing no significant effect (p<0.05) on bacteriocin production. 
From the results of the statistical design, we developed a supplemented whey media 
showing bacteriocin titer higher than those obtained on MRS broth. Therefore, this study 
demonstrated the feasibility of bacteriocin production using a highly available, low cost 
raw material. We demonstrated that bacteriocin production was dependent on the medium 
composition. The CFE showed antimicrobial activity against the food borne pathogen 
Liste ria monocytogenes. The sensitivity of seven strains of L. monocytogenes was 
determined in trypticase soy broth (TSB). All strains tested were found to be sensitive to a 
wide range of CFE concentrations. The most sensitive strain was found to be L. 
monocytogenes 10403S while L. monocytogenes Scott A was the most resistant. Mínimum 
inhibitory concentrations (MIC) for these strains were 0.171 g/L and 0.106 g/L, 
respectively. The efficacy of the CFE at different pH levels was also examined. The 
bactericida! activity of the CFE was greater at a low pH. However, at alkaline pH values the 
CFE was still bacteriostatic towards L. monocytogenes. These results indicated that this 
extract has a wide pH range of activity. An examination of the effect of CFE on L 
monocytogenes Scott A biofilms was also performed. Initial results were very encouraging 
and indicated that the CFE is a promising candidate for the control of L. monocytogenes 
biofilms on stainless steel surfaces. 

Key words: bacteriocin, dairy whey, Listeria 
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l. INTRODUCCIÓN. 

Los alimentos son productos perecederos, fundamentalmente biológicos que, como 

tales, sufren de transformaciones físicas, químicas y microbiológicas que conducen a su 

deterioro. Los agentes degradantes en los alimentos son principalmente microorganismos y 

enzimas. El desarrollo de microorganismos patógenos y/o alterantes en los alimentos, con 

la subsecuente repercusión sobre la salud, es uno de los problemas primordiales de la 

industria alimentaria. Por lo que su principal objetivo es obtener alimentos nutritivos 

inocuos libres de microorganismos patógenos, como es el caso de Listeria monocytogenes 

que se ha podido aislar de leche cruda, quesos (Loncarevic y col., 1995), carne molida de 

res, productos cárnicos procesados (Ryser y Marth, 1991 ), carne de pavo y pollo 

(Genigeorgis y col. , 1990) y en el equipo de las industrias procesadoras de alimentos 

(Zottola y Sasahara, 1994 ). 

A su vez la población demanda el consumo de alimentos más frescos, menos 

procesados y sin la presencia de aditivos químicos. Esto ha permitido el incremento 

reciente del interés por diseñar nuevas estrategias de conservación que se adapten a dichos 

alimentos y que permitan mantener, o incluso prolongar, la vida de anaquel del producto. 

Recientemente se han desarrollado nuevas estrategias como los métodos de conservación 

biológica o bioconservación, en donde se pretende extender la vida de anaquel y a su vez, 

dar una mayor seguridad a los alimentos mediante el empleo de microorganismos o sus 

metabolitos, que presenten capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos 

indeseables en el alimento. 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) han sido asociadas desde hace mucho tiempo con 

efectos benéficos a la salud. Son generalmente encontradas en las membranas mucosas de 

humanos y animales, en productos lácteos y en algunas superficies de plantas; muchas 

especies han sido utilizadas comercialmente para la producción de leches fermentadas, 

yogurt, quesos, otros productos lácteos, productos cárnicos, así como también en otros 

alimentos. 



Las diferentes especies de BAL pueden producir una gran variedad de metabolitos 

de potencial antimicrobiano, incluyendo ácido láctico y acético, compuestos con grupos 

alfa-carbonilo como diacetilo y acetoína, peróxido de hidrógeno y bacteriocinas. Las 

bacteriocinas son moléculas de carácter proteico, generalmente termoestables (algunas 

soportan 121 ºC durante 15 min) y resistentes a la acción de algunas proteasas. Son 

sintetizadas por una gran variedad de bacterias, con un espectro antibacteriano altamente 

específico, generalmente atacando bacterias relacionadas taxonómicamente. Por ello , se ha 

puesto un gran interés en la utilización de este tipo de compuestos en la conservación de 

alimentos. 

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas representa un gran potencial para la 

industria alimenticia ya que se pueden utilizar como conservadores biológicos que en un 

momento dado podrían reemplazar a los conservadores químicos ya que por ser de 

naturaleza proteica al biodegradarse no forman compuestos tóxicos. Existen numerosas 

bacteriocinas producidas por las BAL y cada una tiene espectros de inhibición particulares, 

esta característica es aprovechada en la industria de los alimentos para utilizarlas de 

diversas formas. Algunas bacteriocinas se utilizan en procesos que requieren la inhibición 

del crecimiento de bacterias ihdeseables específicas estrechamente relacionadas al 

productor de la bacteriocina, y en otros casos se aplican para inhibir el crecimiento de 

microorganismos degradadores de alimentos o de patógenos como Staphylococcus, Bacillus 

y Listerias, respectivamente (Stiles, 1996). 

Las BAL son exigentes en sus demandas nutricionales, requieren carbohidratos y 

aminoácidos como fuente de nitrógeno y una diversidad de factores de crecimiento 

(Madigan y col. , 2000), esto conlleva a que se desarrollen en un medio de crecimiento 

complejo. Sin duda este tipo de requerimientos específicos ha sido una desventaj a al querer 

producir este tipo de bacterias de manera industrial , ya que se requieren nutrimentos 

específicos que incrementan su costo de producción, además de que se obtienen bajos 

rendimientos de las bacteriocinas, por lo que es necesario encontrar condiciones de 

crecimiento óptimas, mediante el uso de herramientas de diseño experimental. Encontrar un 

medio de cultivo de bajo costo en el que se encuentren los requerimientos nutricionales 
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para el desarrollo de las BAL, es importante para obtener las bacteriocinas a mayor 

concentración y por tanto a un menor costo. 

El suero lácteo es un subproducto agroindustrial, el cual es producido en grandes 

cantidades, en 1999 la industria quesera en México produjo 1 millón de toneladas de suero 

lácteo (SAGAR., 2000). Considerando que por cada kg de queso se producen 9 litros de 

suero lácteo, se manejan grandes cantidades en las queserías, donde gran parte de este 

subproducto no es aprovechado. Sin embargo las proteínas son altamente nutritivas, ya que 

tienen todos los aminoácidos esenciales. 

Recientemente se han realizado vanas investigaciones sobre la utilización de 

subproductos agroindustriales como un medio de cultivo alternativo de bajo costo, como es 

el caso de la utilización de suero (Guerra y Pastrana., 2002b ), permeado de suero 

(Hickmann y Monte., 2001) desechos de mejillones (Guerra y Pastrana, 2002a) y azúcar de 

remolacha (Egorov y col ., 1980). Puede observarse entonces que es importante encontrar 

un medio de cultivo complejo que represente menores costos de producción, y a través del 

cual se obtengan mayores rendimientos del producto deseado. El suero lácteo cumple con 

varios requerimientos nutricionales para las BAL, por lo que se propone en este proyecto el 

uso del suero lácteo suplementado como un medio de cultivo de bajo costo para la 

producción a gran escala de BAL (L. lactis UQ2) la cual es capaz de sintetizar 

bacteriocinas como producto de su metabolismo. 
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2. ANTECEDENTES. 

2.1 Conservación de los alimentos. 

La conservación de los alimentos ha sido tan antigua como la civilización misma. El 

hombre para sobrevivir requería de alimentos sanos y frescos que pudieran mantenerse así 

durante un tiempo prolongado. Actualmente la conservación de alimentos ha ido 

evolucionando con el transcurso del tiempo, a través de una adecuada selección y a menudo 

la utilización de más de un sistema de conservación (barreras múltiples). La selección de 

los métodos de conservación permite el mantenimiento de las características de frescura e 

inocuidad del alimento. Para evitar la proliferación de gérmenes en los alimentos se recurre 

al manejo de la temperatura, pH, actividad acuosa, atmósferas controladas, agentes 

químicos, irradiación, empaques y otros (Ray y Daeschel ., 1992). 

Entre los métodos tradicionales de conservación se encuentra la deshidratación o 

desecación, que tiene la finalidad de eliminar el agua del alimento y de esta manera 

evitando la proliferación de los microorganismos debido a la baja actividad acuosa, ya sea 

mediante la aplicación de calor o la adición de sustancias. La refrigeración evita efectos de 

calor sobre los alimentos, descendiendo la temperatura hasta valores de 4 º C, mientras que 

en la congelación se emplean temperaturas por debajo de los Oº C, generalmente se emplea 

la ultracongelación la cual es una congelación muy rápida a temperaturas alrededor de -20 a 

-40º e, evitando la formación de cristales de hielo, que alteran la textura de los productos. 

La esterilización por calor tiene el objetivo de inactivar a los microorganismos mediante la 

aplicación de temperaturas por arriba de su temperatura crítica en la cual aún pueden 

sobrevivir (100 a 150 ºC) durante 15 min, generalmente se utiliza en alimentos enlatados. 

La pasteurización es un método de conservación que consiste en elevar la temperatura de 

los alimentos entre 60 y 80 ºC, durante 30 min, destruyendo de esta manera los 

microorganismos más resistentes . También se utilizan sustancias químicas, que se adhieren 

al alimento, denominados aditivos, sin embargo cada país tiene una reglamentación muy 

estricta para regular el empleo de éstos, asegurando la salud del consumidor (INT A, 2001 ). 
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Sin embargo, estas tecnologías de conservación de los alimentos tienen influencia 

en las características organolépticas, así como en la calidad nutrimental de los alimentos. 

Actualmente se cuenta con tecnologías emergentes de conservación de alimentos, estos 

métodos son: la irradiación, técnicas de envasado con atmósferas controladas (EAC) 

atmósferas modificadas (EAM), altas presiones hidrostáticas, pulsos eléctricos y 

calentamiento ómhico (Alzamora y col., 2000). 

A diferencia de las sustancias químicas adicionadas intencionalmente a los 

alimentos, las sustancias naturales suelen implicar menores riesgos a la salud, puesto que la 

mayoría de ellas, son generadas por algún material biológico como método de 

conservación. Algunos de estos compuestos han sido usados durante mucho tiempo, sin que 

hayan presentado ningún efecto adverso a la salud (Beuchat y Golden., 1989). 

2.2 Bioconservación. 

El término bioconservador ha sido usado para incluir los compuestos 

antimicrobianos de plantas, animales, así como de origen bacteriano y que han sido usados 

en alimentos por largo tiempo, sin ningún efecto adverso a la salud. Su uso alarga la vida de 

anaquel del alimento y puede ser considerado como bioconservador. Los alimentos 

fermentados son un buen ejemplo de alimentos bioconservados en los cuales los cultivos 

iniciadores producen metabolitos con efecto antimicrobiano (Bibek y Bozoglu., 1992). El 

interés por nuevos métodos de conservación biológica ha aumentado el uso de las bacterias 

ácido lácticas, debido al efecto antagónico de estos microorganismos o de sus metabolitos 

antimicrobianos que presentan un gran potencial para ser aplicados como conservadores 

naturales para controlar el crecimiento de bacterias patógenas o deterioradoras de alimentos 

(Schillinger y col., 1996). 

2.3 Bacterias ácido lácticas (BAL). 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo de bacterias catalasa negativas 

Gram ( + ), las cuales desempeñan un papel muy importante en la fermentación de los 
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alimentos. Generalmente producen una gran variedad de compuestos antimicrobianos 

incluyendo ácido acético y láctico, peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono, alcohol , 

aldehídos y bacteriocinas, todos los cuales pueden antagonizar el crecimiento de bacterias 

deterioradoras y bacterias patógenas presentes en los alimentos (Hurst, 1981 ; 

Klaenhammer, 1988). Las BAL tienen hábitats muy variados: flora normal de la superficie 

de material vegetal (frutas y verduras), alimentos ricos en azúcares, leche y derivados, 

tracto naso-faríngeo y gastrointestinal. Obtienen energía exclusivamente por fermentación 

de azúcares, ya que carecen de ciclo de Krebs funcional, requieren de una gran variedad de 

factores nutritivos (aminoácidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas); tienen unas 

posibilidades anabólicas muy limitadas lo que contribuye a reducir el rendimiento de su 

crecimiento; toleran concentraciones relativamente altas de ácidos y valores de pH más 

bajos que el resto de las bacterias. Son anaerobios aerotolerantes; incapaces de respirar 

porque no pueden sintetizar compuestos porfirínicos y, por tanto , formar una cadena de 

transporte de electrones. La catalasa necesita de un grupo porfirínico y, por tanto, este tipo 

de bacterias no tiene esta enzima. 

2.3.1 Clasificación. 

Las bacterias ácido lácticas son un amplio grupo de bacterias Gram ( +) cocos y 

bacilos, no esporulados, microaerofílicos, catalasa negativas, ácido o alcalino tolerantes, 

pueden ser homofermentativas, tienen la habilidad de desarrollarse a altas concentraciones 

de sal. (Wood, 1999). Estudios taxonómicos sugieren que el grupo de las BAL 

comprenden los géneros: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Steptococus, Tetragenococcus, Oenococcus, 

Vagococcus y Weissella (Stiles, 1997). 

Los requerimientos nutricionales de las BAL son muy variados y complejos, 

necesitan aminoácidos, vitaminas, (principalmente las del grupo B), purinas y pirimidinas, 

además de carbohidratos como fuente de carbono; son mesófilas y aunque algunas pueden 

crecer por debajo de 5° C o a 45° C, generalmente su temperatura óptima se encuentra entre 
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25 y 30° C; en lo referente al pH, existen algunas que pueden desarrollarse desde pH de 3.2 

a 9.6, pero la mayoría crece a 4 a 4.5 

2.4 Género Lactococcus. 

Las bacterias del género Laetoeoeeus son células Gram (+), no esporuladas, 

producen ácido láctico por fermentación de lactosa, se desarrollan a temperaturas entre 20 a 

JOºC, denominándose microorganismos mesofílicos. El género Laetoeoeeus está 

íntimamente relacionado con los productos lácteos, pero de cinco especies reconocidas sólo 

Le. laetis es usada actualmente en la industria láctea. Tres subespecies se pueden distinguir: 

Le. Laeli.s sp. laetis, eremoris y hordniae. Sin embargo, sólo las dos primeras son 

importantes en la industria láctea (Axelsson., 1993). 

2.4.1 Metabolismo. 

El metabolismo de los carbohidratos, en este género, es una de las propiedades más 

importantes e indispensables para la identificación y diferenciación de especies individuales 

de Laetoeoeeus. La ruta metabólica de lactosa la cual es la base de la aplicación industrial 

de Laetoeoeeus se ve en la Fig. l. La lactosa 6-fosfato la cual es el producto de la 

traslocación de la lactosa, mediante el sistema de transporte hacia el citoplasma es 

sintetizada a glucosa y galactosa 6-fosfato por la fosfo-p-galactosidasa, que es 

metabolizada por la ruta de la tagatosa 6-fosfato a triosa fosfato. Ambas rutas 

homofermentativas permiten la formación de L-ácido láctico que es excretado al medio. 

En leche y productos lácteos el género Laetoeoeeus produce alrededor de 0.8 % de 

L-ácido láctico a pH alrededor de 4.6, después de 15 a 20 horas de crecimiento a 

temperatura ambiente . Las células viables están alrededor de 5 x 109 UFC/ml. La viabilidad 

del Laetoeoeeus tiende a decaer rápidamente bajo condiciones ácidas (Wood and Holzapfel, 

1995). 
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Figura l. Ruta metabólica de la lactosa en el género Lactococcus 

(De Vos y Vaughan, 1994). 
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El componente clave en el metabolismo intermediario del Lactococcus es el 

piruvato. Bajo condiciones normales anaeróbicas de glicólisis, el piruvato es reducido a 

lactato por la lactato deshidrogenasa regenerando el NAD+, éste se utiliza como un aceptor 

de electrones para la fosforilación a nivel de sustrato el cual es llevado por la 

oxidorreducción intramolecular del gliceraldehído 3-fosfato por la gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa a 1,3 fosfoglicerato. Sin embargo el Lactococcus posee más de tres rutas 

metabólicas para el piruvato como se muestra en Ja Figura 2. Entre las que se encuentran la 

producción de lactato vía lactato deshidrogenasa (A), la producción de formato, acetato y 

etanol vía piruvato formato liasa (8). Producción de acetato y C02 mediante la enzima 

piruvato deshidrogenasa (C). Formación de a-acetolactato vía a-acetolactato sintasa (D) y 

subsecuente producción de acetoína y butanoediol por la a-acetolactato descarboxilasa y 

acetoinreductasa. Finalmente la producción de diacetil por desintegración química del a­

acetolactato. 

El género Lactocococcus no posee el ciclo del ácido cítrico, así como una cadena 

respiratoria, esto podría indicar que es una bacteria completamente anaeróbica sin embargo 

puede crecer en presencia parcial de oxígeno, debido a que ciertas enzimas metabolizan el 

oxígeno como la NADH oxidasas tipo flavinas (Bruhn y Collins., 1970) y NADH 

peroxidasas y superóxido dismutasa (Britton y col., 1978; Hansson y Haggstrom., 1984). 

Resultando un fenotipo microaerofilico que no requiere un sustrato libre de oxígeno (por 

ejemplo Ja leche) facilitando la aplicación industrial del género Lactococcus. Se ha 

demostrado que la enzima superóxido dismutasa en este género, se encuentra activa en 

niveles de 5.4 a 11.8 unidades/mg de proteína (Wood and Holzapfel, 1995). Sin embargo el 

Lactococcus, ha desarrollado un sistema único de protección contra ésta enzima. Este 

sistema esta basado en Ja acumulación específica del Mn2+ en altas concentraciones 

intracelulares (30 a 35 mM), el cual tiene un efecto estabilizador en la superóxido 

dismutasa (Archibald, 1986). 
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Figura 2. Metabolismo del citrato en el género Lactococcus. A. Lactato 

deshidrogenasa B. Piruvato formato liasa. C. Piruvato deshidrogenasa. D. a-acetolactato 

sintasa (Hugenholtz y col. , 1993). 
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2.5 Metabolitos producidos por las BAL. 

2.5.1 Ácidos orgánicos. 

Las BAL fermentan los carbohidratos por diferentes vías metabólicas y durante este 

proceso se obtienen ácidos orgánicos (principalmente láctico y acético) que no son 

utilizados por las células y se excretan al exterior (Klandler, 1983). Los ácidos orgánicos 

contribuyen a la estabilidad de los alimentos, mediante la inhibición de microorganismos 

deterioradores. El mecanismo de acción se basa, en parte, en la disociación molecular de 

los ácidos orgánicos en el medio, lo cual da lugar a Ja aparición de protones y aniones. Se 

produce un aumento en el gradiente de protones para evitar la desnaturalización de las 

enzimas presentes en las estructuras celulares expuestas (pared celular, membrana y espacio 

periplásmico ), pudiendo causar también desestabilización de la permeabilidad de la 

membrana (Konings y Otto, 1983). Los ácidos láctico y acético, en su forma no disociada, 

debido a su naturaleza lipofílica, pueden atravesar Ja membrana celular y disociarse en el 

citoplasma. Esto afecta de dos maneras: interfiriendo con las funciones celulares, como la 

translocación del sustrato y la fosforilación oxidativa; por otro lado, la disociación de los 

ácidos orgánicos provoca el incremento de protones en el interior de la célula. Cuando Ja 

concentración de protones excede la capacidad tampón del citoplasma se transportan hacia 

el exterior mediante la bomba de protones, reduciendo de esta manera las reservas 

energéticas de la célula. Agotándose éstas, la bomba de protones se detiene y se provoca el 

descenso del pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalización de proteínas y 

desestabilización de otros componentes estructurales y funcionales de las células, dando 

como resultado final la muerte celular (Piard y Desmazeaud, 1992). 

2.5.2 Peróxido de hidrógeno. 

Las BAL producen peróxido de hidrógeno, como mecanismo de protección frente al 

oxígeno, mediante la acción de oxidasas o NADH peroxidasas (Condon, 1987). El H20 2 se 

acumula en el medio de crecimiento al no producirse catalasa en estos microorganismos. La 

acción bactericida del H20 2 se atribuye a su efecto altamente oxidante, mediante 
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peroxidación de los lípidos de la membrana y la destrucción de la estructura básica 

molecular de proteínas celulares. En la leche cruda, el H20 2 generado por las bacterias 

lácticas puede reaccionar con tiocianato endógeno, catalizado por la lactoperoxidasa, para 

formar productos de oxidación intermedios como hipoticianato (OSCN-) u otros ácidos . El 

principal efecto de estos metabolitos es la oxidación de grupos sulfídrilos de enzimas 

metaból icas, tales como las hexoquinonas, las aldolasas y la 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa (Dahl y col., 1989). 

2.5.3 Diacetilo. 

El diacetilo (2,3-butanodiona) es un compuesto producido por bacterias lácticas 

fermentadoras del citrato. Posee un efecto antimicrobiano a elevadas concentraciones; a 

bajas concentraciones, puede ser metabolizado por algunos microorganismos. Su acción 

antimicrobiana es mayor, frente a microorganismos Gram (-), levaduras y mohos. El grupo 

a,a-dicarbonil de la molécula, reacciona con la porción guanidino del aminoácido arginina 

en enzimas microbianas (alcohol deshidrogenasa, adenilato ciclasa, glutamato 

deshidrogenasa y transcetolasa), desactivándolas por bloqueo o por modificación de la zona 

catalítica (Lindgren y Dobrogosz, 1990). Aunque el diacetilo se considera sustancia GRAS 

(generalmente reconocido como seguro) su utilidad es reducida debido a que se requieren 

cantidades demasiado elevadas para que ejerza un efecto inhibitorio y a que posee un aroma 

intenso. 

2.5.4 Reuterina. 

La reuterina CP-hidroxipropionaldehído) es una sustancia anti microbiana producida 

por Lactobacillus reuterii, microorganismo presente en el tracto gastrointestinal, así como 

en los productos cárnicos. Es un metabolito neutro asociado directamente con el 

metabolismo anaeróbico del glicerol. La reuterina presenta un amplio espectro de 

inhibición, es activa frente a microorganismos como Salmonella, Shigella, Clostridium, 

Staphylococcus, Listeria, Candida, y algunos protozoos como tripanosoma. Le reuterina 

actúa inhibiendo la enzima ribonucleótido reductasa, que cataliza el primer paso de la 
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síntesis del ADN, lo que explicaría su amplio espectro de actividad (Requena y Peláez, 

1995). 

2.6 Bacteriocinas. 

Las bacteriocinas se han definido como un grupo heterogéneo de compuestos 

antimicrobianos los cuales son producidas por un largo y diverso número de especies 

bacteriales, variando su modo de acción, espectro de actividad, peso molecular, 

propiedades bioquímicas y origen genético (Klaenhammer, 1993). Presentan actividad 

bactericida contra grupos relacionados taxonómicamente pero no contra la cepa productora. 

Son de naturaleza proteica ya que son sensibles a proteasas. Se ha demostrado que 

tratamientos con lipasas y solventes orgánicos no causan pérdida de la actividad. Los 

péptidos permanecen activos después tratamientos con altas temperaturas y a pH 

relativamente bajos (Salminen y von Wrigth., 1993). Pueden ser empleadas como 

conservadores biológicos en alimentos ya que algunas son activas contra microorganismos 

patógenos y deterioradores, por ejemplo: Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Cl. 

Perfringes, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, entre otros (Lewus y 

Montville, 1991). 

Las bacteriocinas son sintetizadas como precursores en los ribosomas y los péptidos 

maduros usualmente consisten de 20 a 60 aminoácidos. Existe una gran diversidad de 

péptidos, de acuerdo a su longitud, secuencia y composición de aminoácidos, secreción y 

procesamiento y actividad antimicrobiana. Casi todas las bacteriocinas peptídicas tienen 

carga neta positiva a pH neutro o significativamente positivas a pH ácido y generalmente 

contienen secuencias hidrofóbicas y/o anfifilicas (Gasson y de Vos., 1994). 

2.6.1 Clasificación de bacteriocinas. 

Diversos estudios han sido realizados para clasificar las bacteriocinas de las BAL 

(Klaenhamer, 1993 ; Nes y col. , 1996; Holo y col., 1991 y McAuliffe y col. , 2001) de 

acuerdo a sus propiedades bioquímicas, peso molecular, espectro de actividad, mecanismo 
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de acción y sistemas de producción y excreción. La clasificación actualmente aceptada se 

muestra en el Cuadro 1. 

Las bacteriocinas clase 1, !antibióticos (Schnell y col., 1998; Sahl y Bierbaum, 

1998; McAuliffe y col. 2001) son producidos como péptidos precursores los cuales sufren 

modificaciones post-traduccionales. Los péptidos maduros contienen aminoácidos 

modificados tales como 2,3-dideidroalanina, D-alanina, y 2, 3-didehiclrobutirina, así como 

anillos característicos de lantinona que resulta de la formación de un tioéter entre el lado ele 

la cadena de cisteína y serina o treonina. 

Las bacteriocinas clase 11 se caracterizan por la secuencia consenso 

YGNGVXCXXXXCXV en su parte N-terminal , incluyendo dos cisteínas que forman un 

puente disulfuro (Eijsink y col ., 1998). Otra característica de estas bacteriocinas es su fuerte 

efecto inhibitorio contra en Listeria. Las bacteriocinas clase IIa son producidas por LAB 

pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium y 

Leuconostoc. También se han encontrado que en organismos no pertencientes a bacterias 

lácticas, tales como Bifidobacterium bifidum (Yi ldirim y Jonhson., 1999) y Bacillus 

coagulans (Le Marree y col. 2000). La clase Ilb, son bacteriocinas cuya actividad depende 

de la acción combinada de dos péptidos (Nissen-Meyer y col., 1992). En algunos casos uno 

o ambos de los péptidos individuales pueden estar completamente inactivos, como es el 

caso de la Lactococcina G. En otros casos, un péptido individual puede mostrar actividad, 

pero existe un efecto sinergista en la actividad, al combinarse ambos péptidos. Las 

bacteriocinas clase lle contienen todas las bacteriocinas no-lantibióticos que no pertenecen 

a las clases Ila y lib. Esta clase representa una gran diversidad de bacteriocinas derivadas 

de una gran diversidad de BAL. Aunque existe el hecho de que algunas bacteriocinas clase 

lle muestran una similitud de secuencias (Casaus y col., 1997), no se han establecido 

sub grupos. 
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Clase 1 
Péptidos pequeños termoestables ( <5 kDa). 

Lantibióticos 
Tipo A: Moléculas flexibles 

Tipo B: Moléculas globulares 

Péptidos pequeños tennoestables no 

modificados (<lOkDa). 

Clase 11. Subclase Ila. Bacteriocinas tipo pediocina 

No-Lantibióticos Subclase Ilb. Bacteriocinas con dos péptidos 

Subclase lle. Otras bacteriocinas peptídicas 

Clase 111. 

Bacteriocinas tipo Péptidos grandes termolábiles (>30kDa). 

proteínas 

Cuadro 1. Clasificación de las bacteriocinas. 
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2.6.2 Propiedades bioquímicas. 

Debido a la naturaleza proteica todas las bacteriocinas se inactivan por una o más 

enzimas proteolíticas, incluyendo a aquellas de origen pancreático (tripsina y a­

quimotripsina) y algunas de origen gástrico, como la pepsina. Esta característica es muy 

interesante con respecto a la utilización de bacteriocinas en productos alimentarios, puesto 

que serían inactivadas durante su paso por el tracto intestinal , sin ser absorbidos como 

compuestos activos y sin causar, por tanto, los riesgos relacionados con el uso de 

antibióticos (Lloyd y Drake, 1975). 

La termotolerancia de las bacteriocinas de las BAL es generalmente elevada y 

parece estar relacionada con su estructura molecular, normalmente compuesta por péptidos 

pequeños que no presentan estructura terciaria. Por otro lado, algunas bacteriocinas son 

termolábiles, poseen una estructura más compleja. La termoresistencia generalizada de las 

bacteriocinas permite que permanezcan activas después de tratamientos térmicos 

equivalentes a la pasteurización de Ja leche (63ºC, 30 min; 72ºC, 15 seg.), lo que supondría 

una ventaja adicional en productos pasteurizados. 

Las bacteriocinas son generalmente estables al pH ácido o neutro. La máxima 

solubilidad y estabilidad de la nisina es a pH 2.0, disminuyendo estas propiedades 

conforme aumenta el pH. La estabilidad a pH ácido o neutro de las bacteriocinas indica una 

adaptación al entorno natural de las bacterias que las producen (Piard y Desmazeaud, 

1992). 

2.6.3 Bacteriocinas de Lactococcus lactis. 

El género Lactococcus es ampliamente utilizado en la industria láctea. Este género 

involucra la producción del !antibiótico msma, lactococcinas, lactostrepcinas y 

diplococcina (Kok y col. , 1993). 
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La Lacticina 481, es un !antibiótico de 17 kDa, producido por Lactococcus lactis 

subsp. Lactis CNRZ48 l, a pH de 5.5. Esta bacteriocina presenta actividad bactericida 

contra otras cepas de Lactococcus, así como cepas de los géneros Lactobaciflus, 

Leuconostoc y Clostridium tyrobutyricum. 

La Lactococcina G, es producida por Lactococcus lactis LmG 2081, tiene carácter 

catiónico. Su actividad depende de la acción complementaria de dos pépticos a y p, una 

característica de las bacteriocinas clase Jla (anti-Listeria). 

En el Cuadro 2, se muestran las características importantes de bacteriocinas 

producidas por L. lactis 

2.6.3.1 Nisina 

Producida por varias cepas de L. lactis subsp. lactis, es el !antibiótico que ha sido 

utilizado en aplicaciones comerciales en la industria de alimentos. Se aisló en 1928, 

comenzó a utilizarse como aditivo en algunos alimentos de la década de los ·50 y 

actualmente es considerada como ORAS (generalmente reconocida como segura) por la 

FDA (Food and drug Administration, USA). Presenta actividad antimicrobiana contra un 

rango limitado de bacterias Gram-positivas, particularmente sobre aquellas formadoras de 

esporas. Es particularmente útil para inhibir especies de Clostridium como botu/inum y 

tirobutyricum. Se ha podido demostrar la efectividad de la Nisina en productos lácteos, se 

requiere de 5 a 500 Ul/g o mi (1 µg de nisina = 40 UI), para la inhibición contra Bacillus y 

Clostridium. La nisina es una sustancia polipeptídica producida por Lactococcus lactis. Es 

una molécula ácida y por lo tanto exhibe su mayor estabilidad bajo condiciones ácidas 

(Delves-Broughton, 1990). 
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Cuadro 2 . Características de las bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis. 

Bacteriocina 
Microorganis Espectro de 

Características Referencias 
mo productor inhibición 

Diplococcina 
L. lactis ssp. 

Lactococcus spp. 
cremoris 

35 .3 kDa. Termoestable (lOOºC, 60 min). Sensible a 

quimotripsina, tripsina, pronasa y pepsina. Determinantes Davey, 1984 

genéticos en plásmido (83kb ). 

3.5 kDa. Termoestable (lOOºC, 10 min). Resistente 

L. lactis ssp. Bacterias Gram 
apronasa, tripsina y pepsina y sensible a quimotripsina y 

Hurst, 1981 
Nisina pancreatina. Estable a pH ácido, hasta pH 6.8. 

lactis positivas Liu y Hansen, 1990 
Determinantes genéticos codificados en un transposón 

(70kb). 

L. lactis ssp. 
Bacterias lácticas 

2.9 kDa. Termoestable (1 OOºC, 60 min). Sensible a 

Lacticina 481 lactis CNKZ quimiotripsina, pronasa, proteinasa k y cuajo. Piard y col. , 1990 

481 
Cl. tyrobutyricum 

Determinantes genéticos transmisibles por conjugación. 

L. lactis ssp. Lactococcus spp. 
Termoestables ( 121 ºC, 1 O min). Estables a pH inferiores a 

Lactoestrepcina lactis y Streptococcus spp. Kozak y col. , 1978 
5. Sensibles a tripsina, pronasa, quimotripsina y lipasas. 

ere mor is Leuconostoc spp. 

L. lactis ssp. 
3.4 kDa. Termoestable (lOOºC, 30 min) Sensible a 

Lactococcina A lactis y Lactococcus spp. Hoto y col. , 1991 
tripsina. Determinantes genéticos en plásmido. 

ere mor is 

Lactococcinas L. lactis ssp. Van-Belkum y col. , 
No determinado Determinantes genéticos en plásmido (60kb) 

ByM cremoris 9B4 1992 
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La nisina es un péptido pequeño de 34 aminoácidos sintetizado ribosomalmente. 

Tiene un peso molecular de 3.5 kDa; no contiene ningún aminoácido cíclico, pero contiene 

cuatro tipos de aminoácidos inusuales: dehidroalanina, dehidrobutirina, lantinionina y ~­

metillantionina. Los dos últimos aminoácidos son formados por la unión de cisteína con la 

dehidroalanina y dehidrobutirina, respectivamente y estos forman un tioéter. En Ja Figura 3. 

Se muestra la estructura de la nisina. 

Entre las modificaciones post-transduccionales de la 111sma se encuentra la 

deshidratación de serina y treonina, la formación de puentes tioéter y la remoción de 23 

aminoácidos del segmento líder de la parte NHi-terminal ; las moléculas de prenisina son 

modificadas a las moléculas de nisina activa y excretadas en el medio (Buchman y col; 

1988). 

La nisina es soluble en ambientes acuosos, pero es más soluble a bajos pH; tiene un 

punto isoeléctrico (pi) de 8.9. Su actividad antibacterial es retenida a bajos pH, pero 

destruida a pH por arriba de 9.0, en almacenaje por largos períodos de tiempo, a 

temperaturas de esterilización ( 121 ºC/15 min, cerca del 50% ), refrigeración y congelación. 

Algunas enzimas proteolíticas pueden inactivarla. (Delves-Broughton., 1990). 

Diversos estudios sobre alimentación animal han demostrado que el consumo de 

nisina en animales no es tóxica, y no tiene ningún efecto en la flora intestinal del tracto 

digestivo (FDA, 1988). 

2.6.3.1.1 Toxicidad 

La nisina ingerida es destruida rápidamente durante la digestión y sus aminoácidos 

constituyentes se metabolizan junto con los procedentes de las otras proteínas. 

Prácticamente carece de toxicidad o de poder alergénico (Shtenberg y lgnatev, 1970). Se 

han realizados estudios de toxicidad de nisina en ratas, se determinó que la dosis letal 

media LD50, es similar a la sal común, que es alrededor de 7g/kg (Davison y Branen, 1993). 
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Figura 3. Estructura de la nisina 

Lipido 11 nisina 

\ ti 

Figura 4. Mecanismo de acción de nisina. La nisina requiere de una molécula 
de lípido II precursor de la membrana celular, formando complejos nisina­
lípido II conllevando a la formación de poros. (Wiedemann y col. , 2004). 
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La secretaria de salud en México, establece una concentración máxima permisible de 

nisina del 0.00125%, en quesos procesados (NOM-l 2 l-SSAI-1994). 

2.6.3.1.2 Mecanismo de acción 

Estudios recientes, sobre el mecanismo de acción de Ja nisina, han demostrado que 

la nisina es el primer }antibiótico conocido que utiliza una molécula como sitio de unión a 

la membrana citoplasmática de la célula sensible. La interacción específica con el precursor 

de Ja pared celular, Lípido JI , con la nisina define la formación de poros, Jos cuales son 

estables por segundos y presentan un diámetro de poro de 2 a 2.5 nm (Wiedeman y col ., 

2004). 

En la Figura 4, se muestra el modelo propuesto por Wiedemann, el segmento N­

terminal de la nisina es esencial para la unión de ésta, con la molécula de lípido ll. La parte 

amino-terminal del lantibiótico con ayuda de la molécula de Lípido II, se desplaza a través 

de la membrana celular. El lípido 11 cambia Ja orientación de la nisina en las membranas de 

paralela a perpendicular con respecto a la superficie de la membrana (Van Heusden y col. , 

2002). La estabilidad del poro formado, incrementa en milisegundos y el proceso de 

formación de poro es independiente del gradiente de voltaje. Esto sugiere que las 

interacciones entre el lípido II y la nisina, estabilizan Ja orientación transmembranal de los 

péptidos. Las interacciones del grupo amino de Ja cadena lateral de los residuos de lisina en 

el !antibiótico, con Jos grupos pirofosfatos del lípido JI son muy viables, explicando de esta 

manera la reducida selectividad aniónica del poro (Bonev y col., 2004) . La formación de 

Jos complejos Jípido II-nisina, que tienen una relación de 8 moléculas de nisina por 4 

moléculas de lípido II (Hasper y col ., 2004), son ensamblados, incrementando el flujo de 

liposomas, aminoácidos y A TP a través del poro. Conllevando esto a la muerte celular 

(Wiedemann y col. , 200 l ). 
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2.6.3.1.3 Espectro de inhibición. 

La actividad antimicrobiana de la mayoría de las bacteriocinas es directamente 

contra especies cercanamente relacionadas a la cepa productora, incluyendo bacterias 

patógenas y formadoras de esporas, como Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus 

respectivamente. La nisina presenta un amplio rango de inhibición, es activa frente a un 

extenso número de microorganismos Gram (+), incluyendo los géneros Estreptococcus, 

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Micrococcus y Listeria; 

impidiendo también el desarrollo de esporas de Clostridium y Bacillus (Yang y Ray, 1994). 

El método más usado para la determinación de la actividad de las bacteriocinas ha 

sido el desarrollado por Tramer y Fowler en 1964. Se utiliza el método de difusión en agar, 

para la valoración de la actividad de nisina, como microorganismo indicador se utiliza el 

Micrococcus luteus, en el cual existe una relación proporcional entre el logaritmo del 

diámetro de inhibición y la actividad de nisina expresada en unidades internacionales (UI) . 

2.6.4 Medición de la actividad de bacteriocina. 

El primer análisis de la susceptibilidad antimicrobiana que utilizó la difusión del 

antibiótico a través del agar, fué realizado por Fleming en 1924 con penicilina contra 

Staphylococcus aureus. Esta técnica consiste en realizar huecos en el agar, en donde es 

añadido el antimicrobiano en forma liquida. Las placas de agar son previamente inoculadas 

con el microorganismo indicador. El agente antimicrobiano se difunde en el agar, 

inhibiendo el crecimiento del microorganismo indicador. El diámetro de la zona de 

inhibición es el resultado de la difusión del compuesto antimicrobiano y de la velocidad de 

crecimiento del microorganismo indicador (Linton, 1977). La difusión del compuesto 

antimicrobiano a través del agar, depende del peso molecular, de la carga iónica, y de la 

composición del gel. La temperatura y la viscosidad del gel también pueden afectar la 

difusión del antimicrobiano. La concentración del agente antimicrobiano afecta 

directamente el diámetro de la zona de inhibición; a mayor concentración, más grande es el 

diámetro de la zona de inhibición, bajo condiciones estándar. 
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Grandes zonas de inhibición son usualmente formadas cuando la bacteria crece 

lentamente (debido a temperatura adversa o medio bajo en nutrientes), y pequeñas zonas de 

inhibición son usualmente formadas cuando el crecimiento bacteriano ocurre rápidamente 

(Muriana, 1996). Diversos factores pueden afectar la determinación de la actividad. El 

ensayo de actividad de bacteriocina depende de las condiciones del análisis y de la 

susceptibilidad del microorganismo indicador utilizado. La densidad del indicador es un 

factor importante en el método de sensibilidad. La difusión de la bacteriocina durante el 

análisis es un factor crucial a considerar. La nisina muestra una pobre difusión durante el 

ensayo de actividad. La difusión se puede incrementar añadiendo Tween 80 (Hurst, 1981 ). 

2.6.S Aplicaciones. 

La aplicación de las bacteriocinas en sistemas alimenticios, puede ser empleada en 

tres métodos básicos: 

1. La aplicación de las bacterias ácido lácticas productoras de bacteriocinas. Un 

cultivo puro de BAL viable para la producción de bacteriocinas, puede ser aplicado como 

una manera indirecta para incorporar bacteriocinas a un producto alimenticio. El éxito de 

este método depende de la habilidad de la BAL para desarrollarse y producir bacteriocinas, 

en el medio ambiente del alimento. La preparación puede contener compuestos que no 

interfieren con la actividad de bacteriocina, como por ejemplo, sales y proteínas. 

2. Aplicación de un extracto de bacteriocinas obtenido por crecimiento de BAL en 

un medio de cultivo . Este método es generalmente empleado para la producción de 

preparaciones de nisina por crecimiento de BAL (productoras de nisina) a temperaturas 

óptimas de crecimiento. Durante el transcurso de la fermentación, la nisina es excretada al 

medio de cultivo, el cual es pasteurizado, matando la bacteria, pero sin inactivar la nisina, 

debido a que es termoestable. 

3. La aplicación de preparaciones purificadas o semipurificadas de bacteriocinas. 

Aquí la dosis de la bacteriocina es más exacta, y los componentes inecesarios del medio de 
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cultivo están ausentes. El efecto antimicrobiano de estas preparaciones puede ser más 

predecible y de esta manera evitar los efectos indeseables. Sin embargo la producción de 

estas preparaciones es más costosa que las anteriores, debido a los complejos 

procedimientos de purificación de las bacteriocinas, que son requeridos para remover los 

componentes del medio de cultivo. La aplicación de estas preparaciones es limitada, debido 

a las regulaciones legales de los aditivos alimenticios (Alzamora y col. , 2000). 

2.6.6 Producción de bacteriocinas. 

Se han realizado diversos estudios acerca del mejoramiento en el rendimiento en la 

producción de bacteriocinas. Los avances en el conocimiento de la estructura, organización 

genética y modo de acción de las bacteriocinas producidas por bacterias lácticas, ha 

permitido un gran avance en el conocimiento de la relación estructura-función de estas 

sustancias, así como de los fenómenos relacionados con su procesado, maduración y 

secreción. De esta manera se hacen posibles los estudios sobre mejora en las características 

de solubilidad, difusión y estabilidad de las bacteriocinas en los alimentos, así como 

aumento en su espectro de inhibición. Este aumento en el espectro de inhibición se podría 

conseguir mediante la construcción de péptidos en donde haya sustituido aminoácidos por 

otros que confieran mayor actividad (Hansen, 1993). 

2.6.6.1 Factores que influyen en la producción de bacteriocinas. 

Para que las bacteriocinas presenten una aplicación comercial efectiva, es necesario 

obtener mayores rendimientos en su producción, modificando las condiciones de 

crecimiento o por regulación genética (Biswas y col. , 1991). La producción de 

bacteriocinas puede incrementarse, bajo ciertas condiciones de crecimiento, como la 

temperatura, el pH y el tiempo de incubación (Ennahar y col., 2000; Krier y col., 1998), así 

como también la composición del medio de cultivo, influye fuertemente en el rendimiento 

de las bacteriocinas (De Vuyst, 1995). 
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Se ha demostrado que la adición de algunos azúcares simples (sacarosa, glucosa, 

manitol) y extracto de levadura, al medio de cultivo así como la concentración de algunos 

iones, el pH y la temperatura del medio, la fuerza iónica y el potencial de óxido reducción , 

influyen en la producción de bacteriocinas (Lewus y Montvillc, 1992). Sin embargo 

algunos factores, como la presencia de sal en concentraciones del 2 al 8%, han reducido 

notablemente la biomasa celular y la producción de las bacteriocinas como sakacina, 

sugiriendo que la presencia de las moléculas de NaCl interfieren con la unión del receptor 

con la molécula del microorganismo antagónico, reduciendo la actividad antimicrobiana 

(Nielsen y col., 1998; Leroy y De Vuyst, 1999). Otras investigaciones en las cuales se ha 

incrementado el rendimiento en la producción de las bacteriocinas, suplementando los 

medios de cultivo preparados comercialmente, tales como el APT (Himelbloom, 2001 ), el 

MS, MSlO (Lejeune y col. , 2001), suplementado estos medios de cultivo con componentes 

como peptonas, extracto de carne, extracto de levadura y MgS04 (Kim, 1997 y Li y col. , 

2002), así como el medio comercial más utili zado el MRS (Callewaert y de Vuyst, 2000) el 

cual se suplementó con diferentes fuentes de nitrógeno (extracto de levadura y peptona 

bacteriológica). 

También se han realizado investigaciones acerca de la producción de bacteriocinas 

en medios de cultivo alternativos, como el desperdicio de mejillones (Guerra y Pastrana. , 

2002a), a nivel de matraz agitado, permeado de suero (Hickmann y Monte., 200 l) y suero 

lácteo (Guerra y Pastrana., 2002b). 

2. 7 Suero lácteo. 

El suero lácteo es un subproducto generado durante Ja producción de queso , aún 

después del desuerado este subproducto es altamente nutritivo , Ja composición del suero se 

muestra en el cuadro 3. El suero es un fluido semiopaco de color amarillento. Existen dos 

tipos de suero : el ácido y el dulce. 
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Cuadro 3. Composición del suero lácteo. En base húmeda 

COMPONENTE CONCENTRACION 

Proteína soluble 0.70% 

Grasa 0.80 % 

Lactosa 4.80% 

Minerales 0.70% 

Agua 93% 
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El dulce resulta de la manufactura de productos que principalmente usan enzimas 

tipo renina a pH 5.6. El suero ácido se obtiene de la fabricación de productos lácteos donde 

el coágulo se forma por acidificación a un pH menor a 5.1 (Bylund, 2002). 

El suero lácteo es uno de los materiales más contaminantes que existen en la 

industria alimentaria. Cada 1,000 L, genera cerca de 35 kg de demanda bioquímica de 

oxígeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda química de oxígeno (DQO). Esta fuerza 

contaminante es equivalente a la de las aguas negras producidas en un día por 450 personas 

(Shah y Jelen, 1991 ). Las propiedades funcionales y nutricionales del suero han sido muy 

estudiadas (Morr y Ha, 1993). Solo el 51.2 % del suero líquido producido en los Estados 

Unidos es utilizado para la industria alimentaria (ADPI., 2002). Es una fuente rica de 

proteínas, hidratos de carbono y minerales de alta calidad. Las proteínas más importantes 

del suero son la ~-lactoglobulina y la oo-lactoalbúmina, existen proteínas menores entre las 

que se encuentran las proteosas-péptidos; proteínas sanguíneas y lactoferrina, son 

fácilmente digeridas, además el suero contienen un perfil de aminoácidos que satisface o 

sobrepasa los requerimientos de aminoácidos esenciales especificados por la Organización 

para la Agricultura y Alimentación (FAO), así como la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), es decir son reconocidas como proteínas de alta calidad. 

La ~-lactoglobulina es aproximadamente el 50% del contenido de proteínas de suero 

en la leche bovina, esta tiene la función de enlazar el calcio y el zinc. La oo-Jactoalbúmina 

representa aproximadamente el 25% del contenido total de las proteínas del suero en la 

leche bovina. En la leche humana, representa el 28% del total de las proteínas. La albúmina 

e inmunoglobulinas del suero son proteínas sanguíneas que se incorporan en Ja leche y que 

se recuperan como proteínas de suero menores. La lactoferrina y lactoperoxidasa, son otras 

proteínas del suero. La lactoferrina, puede actuar también como inmunomodulador y es el 

factor más importante de resistencia ante enfermedades no específicas encontrado en la 

glándula mamaria. La lactoperoxidasa es una enzima que utiliza al peróxido de hidrógeno . 

Este componente nutracéutico de los productos de la leche y suero es una enzima con 

propiedades antibacteriales. 

27 



Varios procesos que utilizan el suero lácteo incluyen la producción de concentrado 

de suero, lactosa, proteína de suero, biogas, etanol , y la producción de bacteriocinas como 

la nisina (Liu y col., 2003). La calidad nutrimental del suero, le permite ser usado como 

medio de cultivo para la producción de diversos metabolitos, suplementándolo con 

nutrientes esenciales. En el cuadro 4. Se presentan las características del uso de suero. 

2.8 Diseños experimentales. 

Al diseñar un medio de cultivo es muy importante asegurar que los nutrimentos 

necesarios se encuentren presentes en la forma y concentración necesaria. Los 

microorganismos requieren fuentes de nitrógeno, carbono, oxígeno e hidrógeno, además de 

iones inorgánicos que actúan como fuente exógena de energía y factores de crecimiento 

para su desarrollo. La optimización del medio de cultivo se refiere a encontrar las 

condiciones (nutricionales en concentraciones adecuadas, temperatura, concentración de 

oxígeno, etc.) que permitan obtener el mejor crecimiento celular o la síntesis de un 

producto o metabolito en particular (Rhodes y Stanbury., 1997). Se han propuesto varias 

estrategias de optimización, una de las más ventajosas y utilizadas actualmente es un diseño 

estadístico experimental, el cual permite evaluar una o más variables independientes al 

mismo tiempo. El diseño estadístico de experimentos se debe usar como una metodología 

que permita plantear distintas estrategias para seleccionar, controlar, analizar e interpretar 

diferentes condiciones de estudio en un fenómeno de una manera objetiva y sistemática. El 

diseño de experimentos tiene una enorme utilidad en la industria porque permite mejorar el 

rendimiento de los procesos y la calidad de sus productos. También en el desarrollo de 

nuevos productos, a nivel de laboratorio o de planta piloto. El diseño estadístico de 

experimentos desempeña un papel muy importante. Múltiples ejemplos de aplicaciones se 

dan en la biotecnología, química, veterinaria, agronomía, educación entre otras, en las que 

se realiza investigación experimental, siendo así esta metodología una herramienta de 

mucha utilidad (Castaño .y Domínguez., 2003). 
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Cuadro 4. Usos del suero lácteo. 

UTILIZACION Comercialización 
Suero en forma líquida Alimentación animal 

Alimentación humana: bebidas 
fermentadas, galletas 

Concentrado de suero. Alimentación animal 
Galletas, confitería, panadería. 
Fabricación de lactosa 
Fabricación de quesos fundidos 

Tratamiento térmico, calentamiento a 95ºC Precipitado de proteínas (lactoalbuminas y 
lactoglobulinas) 
Hidrolizados de proteína (alimentación 
animal) 

Concentración y cristalización del suero Obtención de lactosa 
extracción de proteínas 
suero en pasta (rico en proteínas y 
minerales) 

Fermentaciones Bacterias lácticas. 
- conservadores alimenticios (ácidos 

orgánicos) 
- industria textil, etc. 

Fermentaciones butíricas 
- industria química 

Levaduras 
- producción de alcohol 

(Alais., 1988) 
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2.8.1 Diseños fraccionales fraccionados. 

Este tipo de diseños es muy utilizado en experimentos en los que se cuenta con la 

intervención de varios factores , y es útil para estudiar el efecto conjunto sobre una variable 

de respuesta. Un uso importante de los diseños factoriales fraccionado se da en los 

experimentos de escrutinio, los cuales son experimentos en donde se consideran muchos 

factores con el fin de identificar aquellos que tienen efectos importantes en la variable 

respuesta. Los experimentos de escrutinio suelen realizarse en las primeras fases del 

proyecto cuando es probable que muchos de los factores inicialmente considerados tengan 

poco efecto o ningún efecto sobre Ja variable de respuesta (Montgomery, 1991 ). 

Este tipo de diseños experimentales son muy útiles en Ja identificación de los 

factores más importantes y las interacciones entre dos o más factores en relativamente 

pocos experimentos. 

2.9 Listeria monocytogenes. 

El género Listeria comprende las siguientes especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, 

L. seligeri, L. welshimeri, L. inocua, L. grayi, y L. dentrificans (Seelinger y Jones ., 1986). 

Son bacilos gram-positivos, cortos de entre 0.4 a 2 µm. No esporulados; a temperatura entre 

20 y 25ºC son móviles por medio de flagelos, pero a 3 7ºC forman un flagelo polar. La 

temperatura óptima de crecimiento es de 30-37 ºC. Son aerobios, anaerobios facu ltativos, 

catalasa positivos. 

Solamente L. monocytogenes y L. ivanovvi han sido asociadas a enfermedades 

humanas, L. monocytogenes es la especie más importante desde el punto de vista de la 

salud, ya que ha sido aislada con mayor frecuencia en laboratorios clínicos, ha sido aislada 

de una gran variedad de fuentes, como agua dulce, agua salada, polvo ambiental , 

fertilizantes y vegetación en descomposición; alimentos para animales, alimentos crudos de 

origen animal, incluidos aves frescas y congeladas, carnes rojas y productos cárnicos: 

pescado, productos lácteos crudos como leche, quesos y helados; frutas y vegetales crudos; 

y a partir de heces de seres humanos sanos y sintomáticos como también de otros animales . 
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A pesar de su ubicuidad la incidencia anual de listeriosis es de 0.7% por 100,000 

casos, aunque la tasa anual de infección es de 3 veces más alta en mayores de 70 años y 17 

veces más alta en embarazadas (Cherubin y col. , 1991 ). A diferencia de otras infecciones 

transmitidas por alimentos tiene una alta tasa de mortalidad de alrededor del 30%. 

Se considera actualmente que el hábitat primario de L. monocytogenes es el suelo y 

los vegetales en descomposición en los que se puede desarrollar en forma saprófita. Debido 

a que el microorganismo tiene una amplia distribución, contamina frecuentemente los 

alimentos durante su producción o procesamiento (Schwatz, y col. , 1989). Los datos 

epidemiológicos implican a los alimentos como el vehículo más común para la transmisión 

de la listeriosis humana (Swaminathan y col. , 1995). L. monocytogenes es un parásito 

intracelular facultativo, puede sobrevivir en macrófagos e invadir células no fagocíticas 

como las células epiteliales, hepatocitos y células endoteliales. La capacidad del 

microorganismo para penetrar en el citoplasma de la célula, proliferar y diseminarse a las 

células adyacentes es esencial para la expresión plena de su potencial patogénico. Su unión 

a la célula huésped se produce por una proteína (integrina), que luego es fagocitada por la 

célula huésped. En el fagolisosoma es sometida a un ambiente hostil con pH y ferritina 

activando una exotoxina (listeriocina O) que es capaz de lisar la membrana del 

fagolisosoma en 30 min y escapar al citoplasma. La toxina se une al colesterol e interrumpe 

las membranas y tal vez es el factor que conduce a una interrupción de las membranas 

fagolisosómicas y a un crecimiento sin restricciones de Listeria dentro del citoplasma del 

fagocito. La listeria se disemina de célula a célula sin ponerse en contacto con el medio 

extracelular, lo que implica la necesidad de una inmunidad mediada por células (Amstrong, 

1995; Vázquez-Boland y col. , 2001). 

La sensibilidad de L. monocytogenes ha sido estudiada arduamente. El efecto 

inhibitorio de las bacteriocinas de las BAL contra L. monocytogenes en varios sistemas 

alimenticios ha sido bien documentada y sugiere que las bacteriocinas tienen un potencial 

como conservadores para el control de L. monocytogenes en quesos suaves (Wan y col. 

1997). De acuerdo a Benkerroum y col. 2000; concluyeron que la producción de 

bacteriocinas in situ protege contra L. monocytogenes previniendo una eventual 
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contaminación post-procesamiento en productos lácteos. En los productos lácteos 

mínimamente procesados, se pueden adicionar estas bacteriocinas y a su vez combinar 

varias barreras tales como acidificación, refrigeración y otro aditivo para inhibir o reducir el 

crecimiento microbiano indeseable. 

La acidificación de los alimentos con ácidos orgánicos de cadena corta es un buen 

mecanismo para controlar el crecimiento de microorganismos patógenos en una gran 

variedad de alimentos. Sin embargo algunos estudios han demostrado que L. 

monocytogenes es mas ácido tolerante que la mayoría de los organismos patógenos 

relacionados con taxi-infecciones alimentarias, aunque la sensibilidad del microorganismo 

al ácido orgánico, varía con la naturaleza del acidulante utilizado (Sorrells y col., 1989). 

En estudios realizados con diferentes ácidos orgánicos a diferentes pH (3 y 4) encontraron 

que los que presentaron mayor efecto antimicrobiano contra L. monocytogenes fueron : 

benzoato, formato, malato y lactato. Los que no presentaron un efecto en ia inac ti vai:ié:r: de 

Listeria fueron el ascorbato y citrato. A su vez la combinación de dos ácidos orgánicos 

como el formato y el ácido láctico o etanol inhibieron el desarrollo de L. monocytogenes 

cuando fue expuesta a pH 3.0 (Barker y Park, 2001 ). 

2.9.1 Biopelículas 

Muchas bacterias son capaces de adherirse y colonizar superficies, mediante una 

matriz tri-dimensional de polímeros extracelulares, llamadas biopelículas, formando 

organizaciones microbianas que presentan características como heterogeneidad, diversidad 

de microambientes, resistencia a antimicrobianos y capacidad de comunicación intercelular 

que las convierten en complejos difíciles de erradicar de los ambientes donde se establecen. 

Estas biopelículas permiten a los microorganismos, resistir la desecación, la luz UV, 

y el tratamiento con antimicrobianos y agentes sanitizantes (Borucki y col. , 2003). En 

muchas formas la biopelícula representa una estrategia de supervivencia, pues proporciona 

una protección contra las defensas y mecanismos de erradicación microbiana y cuenta con 

un sistema de canales que le permiten establecer un vínculo con el medio externo para 

hacer intercambio de nutrientes y eliminar metabolitos de desecho. 
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Superficies de acero inoxidable, son nichos particularmente importantes para la 

adherencia de Listeria, siendo éstas áreas, criticas para el control de la contaminación de 

patógenos en industrias procesadoras de alimentos. Listeria monocytogenes ha sido 

generalmente encontrada en ambientes de procesamiento de alimentos; en las manos de los 

trabajadores que laboran en estas empresas (Kerry y col ., 1993) y también en el equipo 

industrial utilizado, como biopelículas adheridas a estos (Zottola y Sasahara, 1994). Ciertas 

cepas de L. monocytogenes pueden llegar a establecerse en áreas como superficies de 

drenaje, en donde la microflora puede permanecer durante años o meses (McBain y col ., 

2003; Tompkin, 2002). 

Numerosos desinfectantes se han desarrollado para prevenir la contaminación de 

este microorganismo en plantas procesadoras de alimentos. La mayoría de los análisis se 

han desarrollado en células libres y se ha demostrado que una vez adheridas las bacterias a 

las superficies, son más resistentes a los agentes desinfectantes. Se han evaluado diversos 

tipos de sanitizantes como: ácido acético, NaOH, Na2S04, amoniaco y gliceril monolaurato 

(Chavant y col., 2004). Aunque se ha realizado importantes avances en el diseño de 

procedimientos de limpieza con diversos sanitizantes en equipo y áreas de planta 

procesadoras de alimentos, no se ha logrado remover eficazmente a este microorganismo. 

El proceso de adherencia de los microorganismos a diversas superficies es muy 

complejo y las características tanto de la membrana celular del microorganismo como de la 

superficie de soporte juegan un papel muy importante (Blake y col., 1998). En la Figura 5 

se observan las diferentes etapas del desarrollo de la biopelículas, las cuales constan de 4 

pasos: 

1. Adhesión electrostática de las células a la superficie 

2. Adhesión irreversible de las células a la superficie 

3. Maduración de la biopelícula 

4. Liberación de la biopelícula 

Se inicia el proceso de adherencia de las células microbianas a la superficie 

adherente, las cuales son distribuidas en la superficie mediante la difusión de un cierto 
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Células libres 

Etapa 1 

Etapa 3 
t 

__. Etapa 4 

Figura 5. Etapas de formación de las biopelículas. 1. Adhesión electrostática de las 

células a la superficie. 2. Adhesión irreversible de las células a la superficie. 3. 

Maduración de la biopelícula. 4. Liberación de la biopelícula. 
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volumen de medio, donde una fracción de estas células pueden ser adsorbidas a la 

superficie, mediante interacciones electrostáticas (paso 1) de la membrana celular y la 

superficie, manteniéndose adheridas un cierto periodo de tiempo, y después pueden ser 

liberadas al medio, este fenómeno se denomina adsorción reversible. Esta liberación de las 

cierto número de células es debido a la acción de Ja tensión superficial (Eppich, 2000). Sin 

embargo algunas células se mantienen adheridas, mediante la formación de un 

expopolisacárido extracelular, que refuerza Ja adherencia de las células hacia la superficie 

(paso 2) desarrollando de esta manera Ja biopelícula. La maduración de la biopelícula 

formada (paso 3) se realiza mediante Ja acumulación y desarrollo de más células 

bacterianas. Sin embrago pueden existir la adherencia de otros microorganismos a la 

colonia ya formada. La disponibilidad de nutrientes es el principal factor que determina la 

sobrevivencia bacteriana de una población, por lo cual existe una competencia por 

nutrientes entre la población que conforman la biopelícula y los microorganismos presentes 

en el medio (células libres), lo que da como resultado la liberación de los microorganismos 

presentes en la biopelícula (paso 4). 
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3. JUSTIFICACIÓN. 

Ante el auge en el consumo de alimentos sin aditivos químicos, se han realizado 

investigaciones acerca de métodos alternativos que no involucren sustancias sintetizadas 

para la conservación de alimentos. Las bacterias ácido lácticas, clasificadas como ORAS 

(generalmente reconocidas como seguras), tienen la capacidad de producir compuestos 

antimicrobianos como las bacteriocinas, las cuales presentan un gran potencial para ser 

utilizadas como conservadores de origen natural. 

Muchas bacteriocinas inhiben bacterias patógenas como Listeria monocytogenes, la 

cual puede crecer a temperaturas de refrigeración. La contaminación de alimentos por L. 

monocytogenes ocurre más frecuentemente en ambientes de procesamiento de alimentos 

donde las células pueden persistir, debido a su habilidad para adherirse a superficies de 

procesamiento de alimentos, como el acero inoxidable. Una vez adheridas estas células 

pueden producir biopelículas multicelulares, que son resistentes a Ja desinfección y que 

pueden ser fuente de contaminación de productos alimenticios. 

Para que las bacteriocinas presenten una aplicación comercial, es necesario obtener 

altos rendimientos de producción a bajo costo. Sin embargo, el rendimiento en su 

producción es bajo, aumentando de esta manera su costo de producción. Debido a que su 

producción se ve influenciada por factores ambientales, las BAL requieren condiciones de 

crecimiento complejas, aumentando de esta manera su costo de producción. Por lo tanto es 

necesario evaluar medios de crecimiento alternativos, en los cuales se obtenga un mayor 

rendimiento de las bacteriocinas, con el fin de hacer viable un escalamiento del proceso de 

fermentación. 

En la industria láctea de nuestro país se producen grandes cantidades del 

subproducto suero lácteo, este es parcialmente aprovechado en la alimentación animal , en 

la elaboración de leches maternizadas y de manera incipiente para la elaboración de 

concentrados proteínicos de suero (CPS) desperdiciándose una cantidad no reportada por 

las organizaciones competentes en México, considerando que el suero lácteo es un 
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excelente fuente de todos los aminoácidos esenciales y de minerales, es importante utilizar 

este subproducto de la industria ya que cuenta con un alto valor nutritivo . 

Se plantea en este trabajo, la utilización de suero lácteo como un medio de cultivo 

alternativo de bajo costo para la producción de bacteriocinas de Lactococcus lactis, 

determinando los factores que influencian la producción de éstas, la cinética de crecimiento 

del microorganismo productor y la formulación que permita una mayor producción de 

bacteriocinas, a través del diseño estadístico de experimentos. 
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4. OBJETIVOS. 

4. 1 OBJETIVO GENERAL. 

.. ¡_ Determinar los factores que influyen la producción del extracto de bacteriocinas por 

Lactococcus lactis UQ2 utilizando como medio de cultivo suero lácteo 

suplementado a nivel de biorreactor; así como también evaluar el efecto 

antimicrobiano de bacteriocina contra siete cepas de Listeria monocytogenes a 

diferentes valores de pH y en la biopelícula formada por de la cepa más resi stente 

de L. monocytogenes. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS . 

.. .¿. Determinar los factores más relevantes del medio de cultivo a base de suero lácteo 

suplementado para la producción de bacteriocinas de acuerdo a un diseño 

experimental de escrutinio . 

. ¿. Establecer las mejores condiciones de producción de bacteriocinas, en base al 

diseño de escrutinio. 

'-'- Comparar la producción de bacteriocinas usando el medio de suero suplementado, 

contra el medio sintético MRS. 

¡_ Determinar las cinéticas de producción de actividad de bacteriocina y biomasa, la 

velocidad específica de crecimiento, el perfil de pH y consumo de azúcares, durante 

la fermentación. 

'*- Realizar pruebas de antagonismo entre la bacteriocina y diferentes cepas de Listeria 

monocytogenes. , así como la CMI (concentración mínima inhibitoria) de la cepa de 

Listeria más resistente y más sensible ante el antimicrobiano. 
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'*- Evaluar el efecto del pH en la actividad antimicrobiana usando las cepas de L. 

monocytogenes más resistente y más sensible encontradas . 

._ Analizar el efecto de las bacteriocinas contra la viabilidad de las biopelículas 

formadas por la cepa de L. monocytogenes más resistente determinada. 

39 



5. MATERIALES Y MÉTODOS. 

5.1 Cepas empleadas. 

Como microorganismo productor de bacteriocinas, se utilizó la cepa de Lactococcus 

lactis UQ2, la cual fue aislada de un queso fresco en el laboratorio de biotecnología de 

alimentos del DIPA, Facultad de Química, en la Universidad Autónoma de Querétaro . Este 

microorganismo fue previamente caracterizado por los laboratorios Midilabs (DE, USA), 

por la homología en sus bancos de datos con la secuencia del gen que codifica para la 

subunidad l 6S rRNA. Se utilizó como microorganismo indicador para la prueba de 

actividad de bacteriocinas la cepa de colección Micrococcus luteus NCJB 8166. Para 

evaluar el efecto anti-listeria se utilizaron siete cepas de Listeria monocytogenes descritas 

en el Cuadro 5. Esta parte del proyecto se realizó en la Universidad de lllinois Urbana­

Champaign, en el laboratorio de microbio! ogía de alimentos a cargo del Dr. Scott E. 

Martin. 

5.2 Medios de cultivo. 

Para la activación inicial de la cepa productora de bacteriocinas L .lactis se utilizó el 

caldo MRS (de Man Rogosa y Sharpe, Oxoid, CM359, UK), este medio se utilizó también 

para la corrida de comprobación a nivel de biorreactor. Caldo APT (BBL, Cat. 10918, 

USA) para la activación subsecuente de la cepa, así como Agar APT (Oxoid, Cat. 265430, 

USA) para la conservación de la misma. Para el conteo de la población de L. lactis se 

utilizó el Agar MRS (Oxoid, Cat. 28821 O, USA). 

Para la medición de la actividad de bacteriocina, utilizando como microorganismo 

indicador M Luteus NCJB 8166; para la activación del microorganismo se utilizó el medio 

Assay (Tramer y Fowler, 1964) que consta de la siguiente formulaci ón: peptona, l Og/L 

(Bioxon, Cat. 232200, México); extracto de levadura, 1.5 g/L (Oxoid, Cat . L2 l , Inglaterra) ; 

extracto de carne, 3g/L (Bioxon, Cat. 160. México); NaCI, Jg/L (Sigma, Cat. 5886, USA); 

azúcar mascabado, 1 g/L (Bioxon, Cat. 150-1 , México) ; con o sin agar bacteriológico 1.5% 

ó 0.8% (Bioxon, Cat. 134, México). 
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Cuadro 5. Características de las cepas de L. monocytogenes utilizadas. 

CEPA FUENTE ORIGEN 

L. monocytogenes Scott A Alimento 
Dr. Larry R. Beuchat, 

Universidad de Georgia 

L. monocytogenes 19112 Humano ATCCª 

L. monocytogenes 7644 Humano ATCC 

L. monocytogenes 15313 Conejo ATCC 

L. monocytogenes SLCC Dr. Daniel Portnoy, 
Desconocido 

5764 Universidad de Pennsylvania 

Mutante catalasa 
L. monocytogenes 1370 Dr. J. T. von Dissel, Suiza 

negativo 

Dr. Daniel Portnoy, 
L. monocytogenes 10403 S Ratón 

Universidad de Pennsylvania 

ª ATCC: American Type Culture collection 
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Para la activación y cuenta de la población de las cepas de L. monocytogenes se 

utilizó el Caldo Soya Tripticaseína CST, (DB Bioxon, Cat. 210800, México) y Agar soya 

tripticaseína AST, (DB Bioxon, Cat. 211043, USA). 

Para la producción de bacteriocinas mediante Ja cepa de L. lactis se utilizó el medio 

de cultivo a base de suero lácteo dulce suplementado. Los componentes de la 

suplementación de este medio, así como las concentraciones de los mismos se determinaron 

en base investigaciones previas, detalladas en la sección 5.4. La composición del suero 

lácteo (Melfran, Pensilvania, USA) en base seca fue de: 65% de lactosa, 11.5% de proteína, 

0.5% grasa y 8.5 % de cenizas. La suplementación se realizó con: Extracto de levadura, EL, 

(Oxoid, Cat. L2 l, Inglaterra), MgS04 (Sigma, Cat. M2643, USA); MnS04 (Sigma, Cat. 

M7634, USA) y Tween 80 (Sigma, Cat. P4780, USA); las cantidades de estos componentes 

se describen en el Cuadro 6. 

5.3 Ensayo de la actividad de bacteriocina. Difusión en agar. 

La actividad bacteriocinogénica de los ELC se determinó mediante la técnica de 

difusión en Agar (Bhunia y col ., 1988). Se prepararon cajas pe tri con l O mi de medio al 1 % 

de agar y se colocó una sobrecapa de 8 mi de medio al 0.8% de agar previamente inoculado 

con el microorganismo indicador (106 a 107 UFC/ml). Se dejó solidificar y se realizaron 

orificios de 0.4 mm con un horadador # 2 removiendo el agar. Se colocaron 20 ~tl del ELC 

usando diluciones seriadas de dos en dos. Se incubaron las cajas a 30ºC, durante 24 h. La 

actividad fue expresada en Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/ml). Una unidad 

arbitraria es expresada como el recíproco de la dilución más alta que produjo una zona de 

inhibición de crecimiento del microorganismo indicador (Barefoot y Klaenhammer, 1983). 

42 



Cuadro 6. Concentraciones de los componentes del medio de cultivo a base de 

suero lácteo, para la producción de bacteriocinas de L. lactis UQ2 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Suero lácteo dulce 

(Melfran, Pensilvania, USA) 
10 g/L 20 g/L 

Extracto de Levadura 

(Oxoid) 
10 g/L 20 g/L 

MgS04/MnS04 (Sigma) (0.20/0.04) g/L (0.5/0.1) g/L 

Tween 80 (Sigma) 0.04g/L 0.2 g/L 

Flujo de aire o 248 ml/min 
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5.4 Producción de bacteriocinas. 

Se ha demostrado en diversos estudios, que la composición del medio de cultivo 

tiene un efecto significativo en la producción de las bacteriocinas producidas por las BAL. 

El rendimiento de la producción de bactericidas se ha incrementado mediante la 

suplementación del medio de cultivo, con vitaminas, fuentes de nitrógeno (peptonas) y de 

carbono (azúcares). Los componentes del medio de cultivo que han demostrado tener un 

efecto importante en la producción de las bacteriocinas son el extracto de levadura, 

carbohidratos como glucosa, sales de magnesio y manganeso y Tween 80 (Nel y col. , 

2001). La suplementación de nutrientes en medios comerciales como el MRS, con extracto 

de levadura, glucosa y Tween 80, incrementaron eficazmente la producción de 

bacteriocinas producidas por Lactobacillus brevis OG 1, sin embargo la adición de citrato 

de amonio, acetato de sodio y fosfato de magnesio no presentaron tener ningún efecto 

significativo en su producción (Ogunbanwo y col., 2003). Así también en la producción de 

pediocina ACH, se adicionó extracto de levadura y glucosa a los medios comerciales MRS 

y TGE y se obtuvo un aumento en su producción del 10% (Biswas y col., 1991), lactocina 

705 (Vignolo y col., 1995). 

Los carbohidratos son utilizados por los microorganismos como fuente de carbono, 

para, los cuales son metabolizados para el mantenimiento celular a través de la producción 

de ATP. Los microorganismos también requieren fuentes de nitrógeno, necesarios para la 

producción de purinas, pirimidinas y aminoácidos nitrogenados. Así como también 

recursos minerales como fosfatos, potasio, calcio, magnesio, manganeso, zmc, hierro y 

sulfato, éste último requerido para la biosíntesis de aminoácidos sulfurados. 

Micronutrientes inorgánicos, como iones de magnesio, manganeso, zinc, calcio y potasio 

son requeridos en pequeñas cantidades como cofactores enzimáticos (Weinberg, 1989; 

Rhodes y Stanbury, 1997). 

De esta manera la determinación de los componentes para la suplementación del 

medio de cultivo a base de suero lácteo suplementado fueron: extracto de levadura, 

MgS04/MnS04 y Tween 80. En trabajos previos desarrollados en el laboratorio de 
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biotecnología de alimentos se estudio el efecto de la concentración de estos componentes 

en medios alternativos como el permeado se suero (Sánchez, 2003) y suero lácteo (Gómez, 

2002) ambos en matraz agitado, durante Ja fermentación del L. laclis UQ2. 

La producción de bacteriocinas fue llevada a cabo mediante Ja fe rmentación del L. 

laclis UQ2 en un medio de cultivo a base de suero lácteo a nivel de biorreactor. Se evaluó 

el efecto de cinco factores ambientales los cuales se muestran en el cuadro 6, así como los 

niveles determinados. Se utilizó un biorreactor (Applikon, Holanda, Mod Z611O1 C006) de 

3 L el cual cuenta con un biocontrolador (ADI 1030), una bioconsola (ADI 1035) y un 

Programa BioXpert (versión 1.1) para la adquisición de datos por computadora. 

Actualmente se ha recurrido al uso de herramientas estadísticas para aumentar el 

rendimiento en la producción de bacteriocinas, mediante la identificación de Jos 

componentes del medio de cultivo que presentan un efecto significativo en Ja producción de 

éstas bacteriocinas, presentando muy buenos resultados. En la producción de pediocina y 

nisina (Guerra y col., 2001) se empleó un diseño factoriales fraccionados, mediante el cual 

se logró incrementar la producción de éstas bacteriocinas. Li y col. (2002) utilizaron 6 

factores para optimizar la producción de nisina, en un medio sintético, emplearon un diseño 

factorial fraccionado el cual fue muy efectivo como diseño de escrutinio para poder 

identificar los factores más imp01iantes, que fueron: sacarosa, peptona de soya, extracto de 

levadura y KH2P04. 

Para la producción de msma y pediocina en un medio alternativo a base de 

desperdicio de mejillones (Guerra y Pastrana, 2002a) se utilizó un diseño factorial con dos 

variables (fuente de carbono y nitrógeno) con dos niveles. Determinaron que Ja 

concentración de glucosa no afectó la producción de las bacteriocinas y la variable de 

respuesta fue determinada directamente de la actividad de bacteriocina mediante el método 

de fotométrico (Cabo y col., 1999). 
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Por lo que en éste estudió se empleo un diseño experimental factorial fraccionado 

25
-
1 con tres réplicas al centro, dando un total de 19 corridas, con un resolución V, en donde 

se pueden evaluar todos los efectos principales e interacciones dobles, la cual permite 

encontrar los factores relevantes en la producción de las bacteriocinas; de acuerdo a este 

diseño se determinaron las formulaciones para cada corrida de fermentación en el 

biorreactor. Se midió la actividad antimicrobiana como variable respuesta, mediante la 

técnica de difusión en agar. 

La estrategia experimental llevada a cabo para encontrar los niveles de los factores 

del medio de cultivo, que presenten las mejores condiciones de producción de las 

bacteriocinas se muestra en la Figura 6. 

Una vez determinados los factores significativamente relevantes, se determinaron 

mediante el modelo ajustando a los datos experimentales de los niveles de dichos factores 

que condujeran a la mejor variable de respuesta, es decir, las condiciones en las que se 

obtuvieran las mejores condiciones de producción de actividad antimicrobiana. 
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DISEÑO DE ESCRUTINIO 
Factores más relevantes 

Diseño factorial fraccionado, 25
-
1 con 3 puntos al centro 

con 19 corridas. 

Factores: 
Flujo de oxígeno 

Suero lácteo en polvo 
Extracto de levadura 

Tween 80 
MgS04/MnS04 

D 
DETERMINACIÓN DE LAS MEJORES 

CONDICIONES. 

Determinación de los niveles de 
los factores mas relevantes de acuerdo 

al diseño de escrutinio. 

D 
CORRIDA DE COMPROBACIÓN 

Fermentación del L. lactis con la formulación 
obtenida del diseño de escrutinio. 

Figura 6. Estrategia Experimental. Para la obtención de las mejores condiciones de 
producción de bacteriocinas, de acuerdo al diseño de escrutinio 25

-
1
• 



5.5 Corrida de comprobación. 

Una vez obtenidos Jos niveles de los factores con mayor influencia hacia una mejor 

actividad antimicrobiana, se realizó la corrida de comprobación, mediante Ja fermentación 

con L. lactis UQ2, utilizando la formulación del medio de cultivo obtenido del diseño 

estadístico. Se obtuvo el número de unidades formadoras de colonia, mediante la cuenta 

viable, determinándose también la concentración de azúcares reductores, perfil de pH y 

actividad antimicrobiana, utilizando como microorganismo indicador M luteu (Estas 

técnicas se detallan más adelante). 

5.6 Producción de bacteriocinas en medio comercial MRS. 

El medio de cultivo comercial más utilizado para la producción de bacteriocinas es 

el MRS, por lo cual se realizó la corrida de fermentación a nivel de biorreactor con este 

medio y se determinó durante el proceso fermentativo, Ja cuenta viable del L. lactis UQ2, 

así, como el perfil de pH y la actividad antimicrobiana del extracto libre de células (ELC) 

utilizando como microorganismo indicador el M luteus. 

5. 7 Procedimiento para cuenta Viable. 

5.7.1 Técnica de Miles y Misra. 

En la técnica de Miles y Misra (ICMSF, 1978), se preparan cajas de agar con el 

medio correspondiente para cada microorganismo, vertiendo de 1 O a 15 mi del medio y 

posteriormente se realizan diluciones de las muestras en diluyente de peptona al 0.1 % y 

solución de fosfatos al 0.85% (pH 7), según corresponda. Se divide la caja petri con el 

medio en tres segmentos iguales (correspondiente a tres diluciones diferentes) y se colocan 

en cada zona 3 gotas de 20 µl de la muestra. Se dejan secar, para su posterior incubación a 

la temperatura y tiempo adecuado para cada microorganismo analizado. Aunque la 

precisión y exactitud de este método es inferior al recuento en placa mediante vaciado o por 

extensión en superficie, permite una valoración rápida y aproximada de Ja cuenta viable. 
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5. 7.2. Técnica de extensión en superficie. 

Se vierten en la caja petri de 10-15 mi del medio de cultivo correspondiente y se 

deja solidificar. Se realizan diluciones de la muestra con una solución de sales de fosfatos al 

0.85% (pH 7) y se agregan 100 µI de la dilución de la muestra en la caja petri , se extiende 

con una varilla acodada de vidrio y por último se incuba a 37 ºC durante 24 h. 

5.8 Determinación de proteína. 

La determinación de proteína se llevó a cabo mediante el método de Bradford 

utilizando el kit de BIO-RAD (Cat. 500-0114; Bradford, 1976). El reactivo de tinción se 

prepara diluyendo una parte de éste en 4 partes de agua destilada. Se remueven las 

partículas mediante filtración con un papel filtro (Whatman, #1). Se realiza una curva 

estándar con seroalbúmina bovina que contenga una concentración entre 200 µg/ml y 1,400 

µg/ml. Se colocan 800 µL de la muestra y 200 µL del reactivo de Bradford en un tubo de 

ensaye, dejándolo reposar 1 O min. Se lee la absorbancia a una longitud de onda de 595nm, 

usando un espectrofotómetro (Perkin Elmer, Lamba 40). 

5.9 Determinación de azúcares. 

Para este análisis las muestras del suero suplementado fermentado , fueron 

centrifugadas (Eppendorf, Mod. 5804R) a 13000 x g durante 15 min a 4 ºC, para eliminar 

las células, 2 mi de la muestra y 50 µl de fenol al 80% fueron mezclados, posteriormente se 

añadió 5 mi de ácido sulfúrico concentrado (Baker, Cat. 968 1-02, México) dejándolos 

reposar 1 O min, después se llevaron a un baño maría de 25-30 ºC durante 1 O a 20 minutos 

en agitación. Se leyó a una absorbancia a 490 nm. Se realizó una curva estándar con 

glucosa conteniendo entre 1 O a 70 g/L del azúcar (Dubois y col. , 1956). 

49 



5.10 Extracto libre de células (ELC). 

Las muestras se calentaron a 80ºC por 30 minutos para evitar una posible 

inactivación de la bacteriocina por la acción de enzimas proteolíticas, posteriormente se 

separaron las células por centrifugación (Eppendorf 5804 R) a 13000 x g durante 15 min a 

4º C (la pastilla obtenida de la centrifugación es utilizada para el EC) . El sobrenadante 

obtenido se ajustó el pH a 6.5 con NaOH 1 M (Lewus y Montville, 1991), finalmente se 

esteriliza por filtración con membranas Millipore de 0.45 µm de diámetro de poro 

(Benkerroum y col., 1993). 

Una vez obtenido el ELC del medio de cultivo obtenido al finalizar la fermentación, 

se deshidrató utilizando un secador por aspersión (Büchi , Suiza, Mod. B-191) a una 

temperatura de entrada de 180 ºC y una temperatura de salida de 80ºC. 

5.11 Extracto de células (EC). 

La pastilla resultante de la centrifugación anterior, se resuspendió en 1 mi de HCl 

0.02 N, se llevó a ebullición durante 1 O min (Barrena-González y col. , 1996) 

posteriormente centrifugándose a las mismas condiciones que el ELC. El sobrenadante se 

ajustó a pH de 6.5 y finalmente se esterilizó por filtración con membranas Millipore con un 

diámetro de poro de 0.45 µm. 

5.12 Concentración mínima inhibitoria (CMI). 

Para la determinación de la CMI de las cepas de L. monocytogenes más sensible y 

más resistente encontradas. Se realizaron diluciones crecientes del ELC deshidratado en 

agua destilada estéril, se inoculó el medio CST a una concentración de 103 
- 105 UFC/ml 

con las cepas de Listeria. Los tubos se incubaron durante 18 y 24 hr a 37 ºC. Se realizó la 

cuenta viable en ambos tiempos mediante la técnica extensión en superficie. Se utilizó 

como control negativo un tubo con medio CST inoculado con Listeria, sin la presencia del 

antimicrobiano. 
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5.13 Efecto del pH sobre la actividad antimicrobiana. 

Se utilizaron las cepas de L. monocytogenes más resistente y más sensible. Las 

CMI's del ELC encontradas para cada una de las dos cepas de Listeria analizadas, se 

añadieron a series de tres tubos de ensaye, conteniendo 9 mi de medio CST. Los tubos de 

cada serie fueron ajustados a diferentes valores de pH (5 , 6, 7 y 9) con soluciones de NaOH 

1 M y ácido cítrico 1 M. Se inocularon los tubos con una población de 104 UFC/ml. Se 

tomaron muestras a 1, 2, 3, 5 y 7 h de incubación a 3 7ºC, determinándose el recuento 

microbiano mediante la técnica de Miles y Misra. Se utilizó un tubo control sin la adición 

del ELC. 

5.14 Biopelículas de L. monocytoge11es Scott A. 

5.14.1 Preparación del inóculo. 

Los cultivos de trabajo de L. monocytogenes Scott A, se prepararon, inoculando 1 O 

mi de CST (Oxoid) con 0.1 mi de un cultivo en fase estacionaria en tubos de ensaye 

incubados durante 18 h a 3 7ºC, en agitación orbital (Lad-line, USA) a 100 rpm, 

posteriormente se almacenaron a -20ºC. Antes de cada experimento, se inocularon 100 µ! 

de este cultivo en 1 O ml de CST, incubándose durante 18 h a 3 7 ºC, 1 O mi de este cultivo, 

se inocularon en 90 ml de CST incubándose durante 18 h a 3 7º C. Posteriormente se 

centrifugó el cultivo a 10,000 x g a 4ºC, 1 O min. Finalmente se removió el líquido y se 

resuspendió la pastilla con 100 ml de solución salina 0.85%. 

5.14.2 Preparación de las placas de acero inoxidable. 

Las placas de acero inoxidable (tipo 304L, No. 4) de dimensiones de 2.54 cm por x 

2.54 cm de longitud por lado, teniendo un área total de 6.45 cm2 fueron utilizados como 

superficie para la formación de las biopelículas producidas por l. monocytogenes. Las 

placas se colocaron dentro de cajas petri de vidrio esterilizadas a 12 1 ºC durante 15 min, 

posteriormente se tallaron con una solución caliente de detergente (Alconox, USA) para 
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remover cualquier residuo, después se lavaron con agua destilada para remover el 

detergente. Las placas se esterilizaron nuevamente dentro de las cajas de vidrio, dejándose 

secar durante la noche en un desecador (Moltz y Martín, 2005). 

5.14.3 Formación de las biopelículas. 

Se utilizó una modificación del método desarrollado por Robbins (2000), para la 

adhesión y desarrollo de la biopelícula. En las placas de acero inoxidable, se colocaron 0.1 

ml del cultivo, difundiéndose el inóculo en toda la superficie de la placa, con una asa 

estéril , se dejó incubar 3 h, 20ºC para permitir la adherencia a la superficie del metal. Se 

lavan las placas con 1 O mi de una solución amortiguadora de fosfato de potasio (50 mM, 

ajustado a pH 7), aplicando sobre la superficie inoculada, manteniéndose sujetada a placa 

con unas pinzas en un ángulo de 45°. Posteriormente se escurrió el líquido sobrante y se 

regresó la placa a la caja petri . 

5.14.4 Alimentación de la biopelícula. 

Después de cada lavado con la solución amortiguadora de fosfatos, se colocaron 0.2 

mi de CST en cada placa (la tensión superficial de la humedad de la placa, permite la 

distribución uniforme del CST), dejándose en el desecador al l 00 % de humedad relativa 

por 24 h, evitándose la evaporación del medio. Después de 24 h se lavaron las placas 

nuevamente con la solución amortiguadora de fosfatos. Se repitió este procedimiento 

durante 5 días . 

5.14.5 Adición del antimicrobiano a las biopelículas de L. monocytogenes. 

Una vez formada la biopelícula, se añadieron 0.2 mi de diferentes concentraciones 

del ELC deshidratado, partiendo de la CMI encontrada para la Listeria más resistente. 

Después de la adición del ELC, se colocaron las placas en el desecador a 100% de humedad 

relativa dejándose reposar durante 24 h. Cada experimento se realizó por triplicado, 

dejando una placa sin tratamiento, para usarse como control (sin la adición del ELC). 
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5.14.6 Remoción de L. monocytogenes adherida a las placas de acero inoxidable. 

El ensayo cuantitativo para la cuenta viable de L. monocytogenes en la superficie de 

las placas fue realizado por frotis. Se utilizaron hisopos esterilizados a 121 ºC durante 5 

min. Para cada placa, se utilizó un hisopo distinto, el cual se talló vigorosamente en la 

superficie, posteriormente se colocaron los hisopos en tubos de ensaye conteniendo 1 O mi 

de solución salina estéril al 0.85%. Se agitaron durante 1 min y se realizó la cuenta viable 

por extensión en superficie por triplicado. Los resultados se reportaron como UFC/placa. 

5.15 Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

Para la identificación de las bacteriocinas presentes en el EC, se realizó una 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida, usando el sistema Tris-Tricina 

(Schagger and Jagow, 1987). El gel de alineamiento fue al 49.5% T y 3 %C (% de la 

mezcla archilamida/bisacrilamida) y para el gel separador 49.5%T y 3%C. Los marcadores 

de peso molecular (Bio-rad, Cat 161-0326) se diluyeron 1 :20 en la solución amortiguadora 

Tris-Tricina, con mercaptoetanol, para posteriormente ser calentados a 95ºC durante 5 min. 

Las muestras se diluyeron l :4 en solución amortiguadora Tris-Tricina, se calentaron a 

90ºC, 4 min. Se inyectaron 20 µl de cada muestra, en los carriles del gel de poliacrilamida 

Se realizó la corrida a voltaje constante, primero 1 h a 30 V para el al ineamiento de los 

carriles y posteriormente cuando las muestras llegan al gel de separación, se incrementó a 

150 V hasta terminar la corrida (aproximadamente 2 h). Los geles se tiñeron con azul de 

Coomassie G-250. 

5.15.1 Zimograma. 

Para determinar el efecto antimicrobiano del EC, se cortaron bandas del gel de 

poliacrilamida. Las bandas obtenidas en lugar de teñirse con azul de Coomassie para evitar 

se lavaron repetidamente (5 veces) con agua estéri l. Para determinar la actividad de las 

bandas del gel electroforético, se utilizaron, tanto la técnica de difusión en agar, como el 

método en medio líquido. 
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Para la técnica de difusión en agar (sección 5.3), se utilizó como microorganismo 

indicador al M Luteus NCIB 8166, las bandas del gel se colocaron en la caja petri, 

inoculada previamente con 1x107 UFC/ml con el microorganismo indicador. Se añadieron 

16 ml del medio Assay, para cubrir completamente las bandas del gel, se dejó incubar 

durante 24 ha 30ºC. 

Para la técnica en medio líquido se uti lizó a la cepa de L. monocytogenes Scott A, 

como microorganismo indicador. Las bandas obtenidas en la electroforesis, se colocaron 

dentro de tubos con tapón de rosca con 5 mi de CST (caldo soya tripicaseína) . Previamente 

se inocularon los tubos con L. monocytogenes Scott A con una población de 1x105 UFC/ml. 

Los tubos se incubaron durante 18 h a 3 7°C. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION. 

6.1 Crecimiento de Lactococcus lactis UQ2 en suero lácteo suplementado. 

Se realizaron estudios preliminares (Sandoval y col., 2003), en el Laboratorio de 

Biotecnología de alimentos, de la Universidad Autónoma de Querétaro. Se evaluó el 

crecimiento de L. lactis UQ2 a nivel de matraz agitado utilizando suero lácteo 

suplementado, para determinar las condiciones de activación de la cepa, para su posterior 

escalamiento a nivel de biorreactor. 

La etapa de crecimiento exponencial de L. lactis UQ2 en agitador orbital (Figura 7), 

se observó desde el inicio hasta aproximadamente las 12 h, siendo las 8 h donde se obtuvo 

un máximo de producción en el extracto de bacteriocinas de 3200 UA/ml. De acuerdo a 

esto, la activación de la cepa de L. lactis para cada una de las corridas en el biorreactor se 

realizó inoculando el 1 % del microorganismo en 1 O y 20 mi del medio a base de suero 

lácteo para el primer y segundo semilleo respectivamente, incubándolo 12 h a 30 ºC, a l 00 

rpm, tomando en cuenta que el microorganismo pasa de un medio de cultivo a otro 

diferente, se decidió activarlo hasta tiempos de incubación más largos, dentro de la fase 

estacionaria, para evitar el riesgo de una falta de adaptación al medio de suero 

suplementado. 

De acuerdo a Gómez (2002), las mejores condiciones encontradas en matraz agitado 

no representan las mejores condiciones a nivel de biorreactor, por lo que es necesario 

realizar los estudios correspondientes en el biorreactor para determinar las mejores 

condiciones de producción de bacteriocinas. 
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Figura 7. Crecimiento de L. lactis en suero lácteo suplementado en agitador orbital. (Suero 

lácteo, 20 g/L; extracto de levadura, 15 g/L; MnS04/MgS04, (0.35/0.07 g/L); Tween 80 al 

0.1%)a30ºC y 200 rpm. 
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6.2 Escrutinio de las mejores condiciones de producción de bacteriocinas por L. lactis 

UQ2 a nivel de bioreactor. 

Se empleó un diseño factorial fraccionado de 25
-I completamente aleatorizado, con 

tres réplicas al centro, para poder localizar los factores que presentaron un tener un efeclo 

significativo en la producción de las bacteriocinas, denominado diseño de escrutinio. Para 

poder analizar de una manera práctica el diseño estadístico, se pasa de una región de 

operación real a una región experimental codificada. En la figura 8, se muestra 

gráficamente la codificación de los valores en la región experimental. Se realizaron 19 

corridas experimentales, en donde se realizó la fermentación del L. lactis UQ2 a nivel de 

biorreactor en 0.9 L. de medio de cultivo de suero lácteo suplementado. Las formulaciones 

del medio de cultivo para cada corrida fueron determinadas de acuerdo al diseño factorial 

fraccionado. Cada fermentación fue desarrollada a una temperatura constante de 30ºC a 

200 rpm, durante 24 h. Se tomaron muestras cada 2 h. Para cada corrida de fermentación se 

obtuvo el perfil de actividad de bacteriocina de acuerdo al método de difusión en agar, 

utilizando como microorganismo indicador el M luteus en UA/ml, así como el perfil del 

pH. 

La actividad de bacteriocina se tomo como variable respuesta. Sin embargo de 

acuerdo a García-Almendárez y col., (2002), quienes utilizaron un diseño estadístico para 

optimizar la producción de bacteriocinas de Lactobacillus plantarum Ja medición de Ja 

actividad de bacteriocina se modificó para expresarla en unidades arbitrarias modificadas, 

tomando en cuenta la substracción del diámetro de inhibición inicial , menos el diámetro de 

inhibición de inhibición causado por la dilución más alta, multiplicado por la dilución. El 

uso de estas unidades arbitrarias modificadas permitió el modelamiento de las condiciones 

del medio de cultivo que condujeran a un óptimo en la producción de las bacteriocinas del 

L. plantarum. 
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Valor real 
xs 

0.2 g/L -o-
~---+---- (1 , 1) 

-~ 
Región 

Experimental 

X3 

0.04 g/L __ 

(-l ,-l) 

1 1 

1 1 Valor real 
10 g/L 20 g/L 

Factor Nivel alto (1) Nivel bajo (-1) 

Xl: Flujo de aire O ml/min 248 ml/min 

X2: Suero lácteo lOg/L 20g/L 

X3: Extracto de levadura 10 g/L 20g/L 

X4: MgS04/MnS04 (0.2/0.04)g/L (0.5/0. l)g/L 

XS: Tween 80 0.04g/L 0.2 g/L 

- l y + 1 son los valores codificados xkl = Xkl -Xmk / { 112 (maxl (Xkl) - mini (Xkl))} 
donde k = 1, 2 representa el factor, y l = 1, 2 el nivel del factor, el valor codificado se 
denota nor la letra minúscula (k . J) v Xm es el nromedio del valor real de cada factor . 

Figura 8. Codificación de los valores reales de operación en Ja región experimental. 
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Figura 9. Medición de las zonas de inhibición en la técnica de difusión en agar. 
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Se analizaron diferentes modificaciones a la variable de respuesta, considerando 

lograr un mayor rendimiento en la actividad de bacteriocina, sin embargo el modelo 

anteriormente detallado fue el que representó Ja mejor opción. En la sección de anexos se 

detallan estos modelos. 

Los niveles de Jos factores para cada corrida se muestran en el Cuadro 7, el orden de 

las corridas de acuerdo al diseño estadístico factorial fraccionado y el valor de la actividad 

antimicrobiana modificada. 

Los datos obtenidos de cada corrida de fermentación fueron analizados mediante el 

análisis de varianza (ANOV A) del diseño factorial fraccionado 25
-
1 con tres réplicas al 

centro. De acuerdo al Cuadro 8, solamente el flujo de aire no fue significativo (p=0.43). 

El suero lácteo, el extracto de levadura, las sales (MgS04/MnS04) y el Tween 80 

fueron los factores, que tuvieron un efecto significativo en la actividad antimicrobiana. La 

influencia de estos factores en Ja composición del medio de cultivo para la producción de 

diversas bacteriocinas, ha sido reportada. Tal es el caso de la producción de bacteriocinas 

de L. lactis A TCC 11454 (Li y col., 2002), en donde se encontró, que la peptona de soya, y 

el KH2P04, tuvieron un efecto significativo para la producción de éstas. En la producción 

de enterocina 1146 el extracto de levadura, pH y el Tween 80 afectaron significativamente 

la actividad de esta bacteriocina (Parente and Hill, 1992). 
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Cuadro 7. Diseño 25
-
1 con tres puntos al centro y valores de la actividad modificada. 

Orden X4 X3 X2 Xl X5 AM 

1 -1 -1 -1 -1 1 3.54 

2 1 -1 -1 -1 -1 4.6 

3 -1 1 -1 -1 -1 2.67 

4 1 1 -1 -1 1 3.68 

5 -1 -1 1 -1 -] 3.05 

6 1 -1 1 -1 1 3.45 

7 -1 1 1 -1 1 3.62 

8 1 1 1 -1 -1 3.58 

9 -1 -1 -1 1 -1 2.51 

10 1 -1 -1 1 l 9.5 

11 -1 1 -1 1 l 2.4 

12 1 1 -1 1 -1 2.7 

13 -1 -1 1 1 1 3.03 

14 1 -1 1 1 -1 3.45 

15 -1 1 1 1 -1 2.46 

16 1 1 1 1 1 3.51 

17 o o o o o 3.07 

18 o o o o o 3.28 

19 o o o o o 3.28 

X1: Flujo de aire (ml/h); X2: Suero dulce (g/L); X3: Extracto de levadura (g/L); X4: 

MgS04/MnS04 (g/L); X5: Tween 80 (%); AM: Actividad antimicrobiana modificada. 
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Cuadro 8. Análisis de varianza (ANOV A) para el diseño factorial fraccionado 25
-
1
• 

Suma de Grados de Valor de F 
Factor Valor-p 

cuadrados libertad calculada 

Xl: Flujo de aire 0.117306 1 0.81 0.4334* 

X2: Suero dulce 1.85641 1 12.88 0.0370 

X3 :Extracto de 
4.52626 1 31 .41 O.O 112 

levadura 

X4: MgS04/MnS04 7.82601 1 54.30 

~: ~~~~----! X5: Tween 80 3.71526 1 25.78 

XIX5 3.00156 1 20.83 0.0197 

XlX3 2.50431 1 17.38 0.0251 

X1X4 2.50431 1 17.38 0.0251 

XlX2 0.936056 1 6.50 0.0840 

X2X3 4.93951 1 34.27 0.0099 

X2X4 3.54381 1 24.59 0.0157 

X2X5 1.93906 1 13.45 0.0350 

X3X4 2.68141 1 18.61 0.0229 

X3X5 1.05576 1 7.33 0.0734 

X4X5 0.955506 1 6.63 0.0821 

Error total 0.432348 3 - -
Total 42.5348 18 - -

* factor no significativo al 0.55% 
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Se obtuvo también el diagrama de pareto, como se observa en la figura 1 Oa donde se 

puede observar gráficamente los efectos principales y de interacción, así como el nivel 

codificado de cada uno de los factores que presentan el mayor efecto significativo de la 

variable de respuesta modificada (AM). Una mayor área en Ja gráfica de barras indica un 

mayor efecto del factor en la variable de respuesta; cuando la barra se encuentra a la 

derecha de la grafica habrá un efecto hacia el nivel + 1. De esta manera puede observarse 

que el flujo de oxígeno presenta un pequeño efecto en la variable de respuesta modificada, 

con una ligera tendencia hacia el nivel + 1; de acuerdo con la última columna de Ja figura 

1 Oa este efecto no es significativo. En la figura 1 Ob se ejemplifica una gráfica de 

interacción entre los factores X4 y X 1, donde se puede observar que existe un efecto de 

interacción entre ambos factores mostrando una tendencia hacia el nivel + 1, hacia un valor 

de la AM de 0.4, lo cual se comprueba en la gráfica de Pareto (Figura 1 Oa). 

En la figura 11 , se muestran todas las interacciones entre los factores analizados, las 

cuales muestran una concordancia en la tendencia del nivel de cada interacción con el 

diagrama de pareto. 

De acuerdo a la máxima deseabilidad (deseabilidad=l) de la variable respuesta 

modificada AM, se obtiene teóricamente la mayor producción de bacteriocina. Los niveles 

de los factores codificados en el valor máximo deseado de la variable respuesta que es 

alrededor de 9.4, se muestran en figura 12. Estos valores se obtuvieron de acuerdo al 

software JMP4. 
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a) Término Escala estimada Error estándar valor-t Prob>)t,1 

Interceoto 3.5463158 0.087092 40.72 <.0001 

X4 0.699375 0.094907 7.37 0.0052 

X3 -0.531875 0.094907 -5.60 0.0112 

X4*X3 -0.409375 0.094907 -4 .31 0.0229 

X2 -0.340625 0.094907 -3.59 0.0370 

X4*X2 -0.470625 0.094907 -4.96 0.0157 

X3*X2 0.555625 0.094907 5.85 0.0099 

X1 0.085625 0.094907 0.90 0.4334 

X4*X1 0.395625 0.094907 4.17 0.0251 

X3*X1 -0.395625 0.094907 -4.17 0.0251 

X2*X1 -0.241875 0.094907 -2 .55 0.0840 

X5 0.481875 0.094907 5.08 0.0148 

X4*X5 0.244375 0.094907 2.57 0.0821 

X3*X5 -0.256875 0.094907 -2 .71 0.0734 

X2*X5 -0.348125 0.094907 -3 .67 0.0350 

X1 *X5 0.433125 0.094907 4.56 0.0197 

X4 
~- - - -··--- - -- -- -

b) 
9.1428571 1 

J 6.8.571429 AM 1 

1 1 ' 
X I 

4.57142ffi - 1 1 

1 - : . - - ---- .. - ' 

2.2857143 1------ -----------1 
-1 +1 

Figura 10. Diagrama de Pareto (a) y gráfica del efecto de interacción (b ). 
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9.1428571 

AM 6.8571429 ~ X3 
-1 1------ - -~ l ---=;1 1 ~1 1 >< 4.5714286 ~ (;.) 
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9.1428571 
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X2 
AM 

1 -1 1 -1 1 >< 4.5714286 -=-~ ~ N ----:¡ 
2.2857143 

9.1428571 1 
6.8571429 J 

1 

X1 AM 
4.5714286 1 ~1 1 1 >< ::::::-----_ 

---- 4 =--- =::11 
2.2857143 

9.1428571 

AM 
68571429 j 1 1 1 1 

X5 
>< 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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Figura 11. Efecto de interacciones dobles de acuerdo al diseño 25
-I 
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Figura 12. Deseabilidad de la variable modificada de respuesta 
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Para poder observar de una manera global la tendencia del efecto de los factores en 

la variable respuesta modificada, es necesario obtener una gráfica de curvas de nivel (figura 

l 3a) en la cual se fijaron los factores X 1, X2 y X5 de acuerdo a los resultados de 

deseabilidad; estos mismos resultados se pueden observar en la gráfica de superficie de 

respuesta (figura 13b). En este tipo de gráficas se observa la tendencia de los factores X3: 

Extracto de levadura y X4: MgS04/MnS04, en los que se obtiene el mayor valor de la AM. 

En el cuadro 9, se muestran los valores de los niveles de los factores determinados 

en donde teóricamente se obtuvo el máximo valor de la AM. 

El efecto significativo de estos factores ha sido reportado. Liu y col., 2003 , 

estudiaron los factores que influyen la nisina producida por L. lactis en un medio a base de 

suero lácteo, en donde utilizaron un diseño estadístico, en el cual se encontró que la 

máxima producción de la nisina fue obtenida cuando el extracto de levadura tuvo un valor 

de 12.067g/L, el KH2P04 de 0.569 g/L y el MgS04 fue de 0.572 g/L. Los factores que no 

presentaron efecto significativo fueron el pH, Temperatura, Tween 80 y la polipeptona. Los 

experimentos se llevaron en condiciones aeróbicas. Estos valores son similares a los 

obtenidos en este trabajo. 
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Cuadro 9. Niveles de los factores obtenidos para las mejores condiciones de producción 

de bacteriocinas, de acuerdo al diseño de escrutinio 25
-
1
• 

Compuesto Factor Nivel Cantidad 

Flujo de aire XI + ! 248 ml/min 

Suero lácteo X2 -1 10 g/L 

Extracto de 
X3 -1 10 g/L 

levadura 

MgS04/MnS04 X4 + l (0.5/0.1) g/L 

Tween 80 xs +l 0.2% 
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6.3 Producción del extracto de bacteriocinas en las mejores condiciones obtenidas de 

acuerdo al diseño de escrutinio. 

La corrida de comprobación fue llevada a cabo de acuerdo a la formulación del 

medio de cultivo obtenida de acuerdo al diseño de escrutinio, anteriormente detallado. En la 

Figura 14, se presentan gráficamente los valores de actividad de bacteriocina, pH, 

población, contenido de carbohidratos y proteína contra el tiempo de fermentación. La 

máxima producción de bacteriocina fue de 12,800 UA/ml, el tiempo de fermentación se 

desarrolló en 8 h, con un valor de pH 4.9, población del L. lactis lxl0 10 UFC/ml, consumo 

de carbohidratos alrededor del 23% de los carbohidratos iniciales y por último el contenido 

de proteína aumentó cerca del 50% del contenido inicial , estos valores están dados en el 

punto donde se determinó la máxima actividad bacteriocinogénica. 

Se observa en la figura 14, que después de alcanzar la máxima producción de 

bacteriocina en el medio de suero lácteo suplementado, ocurre una drástica disminución de 

la bacteriocina soluble. Este proceso generalmente ha sido observado en diversos estudios y 

puede ser debido a la inactivación proteolítica (Joerger y Klaenhammer, 1986), agregación 

de las moléculas de bacteriocina (De Vuyst y col. , 1996) y la adsorción de las bacteriocinas 

a la superficie celular del microorganismo productor (Yang y col. 1992; Parente y 

Riccciardi, 1994; Parente y col. , 1997). 

Se ha observado este mismo fenómeno en la producción por fermentación de 

diversas bacteriocinas. Durante la fermentación por lote de L. amylovorus DCE 475, se 

observó un rápido decrecimiento en la actividad de bacteriocina después de la fase de su 

producción de bacteriocina asociada al crecimiento (De Vuyst y col , 1996; Lejeune, y col. , 

1998). Esta disminución de la actividad está asociada con el consumo de Ja fuente de 

energía, glucosa, que disminuye considerablemente al final de la fermentación. 
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En la figura 14, se puede observar que la producción de bacteriocinas se clasifica 

cinéticamente como un metabolito primario asociado parcialmente al crecimiento, ya que se 

empieza a sintetizar desde el inicio de Ja fermentación y está asociada al crecimiento del L. 

lactis. Otras bacteriocinas han sido reportadas cinéticamente como metabolitos primarios 

tal como nisina y pediocina (Guerra y Pastrana, 2002b). La síntesis de nisina decrece 

cuando el pH del medio disminuye a menos de 4. En estudios realizados por Li y col , 

(2002), se encontró que la máxima producción de biomasa celular no necesariamente 

resulta la mas alta producción de nisina. 

Estudios realizados en la producción de bacteriocinas por L. lactis subs. lactis 

CECT 539 y Pedíococcus acídilactící NRRL B-5627 en concentrado de suero, se demostró 

que Ja producción de nisina, presentó un comportamiento de metabolito primario . Su 

producción fue inhibida por el incremento de nitrógeno, fósforo y concentración de azúcar 

en el medio de cultivo (Guerra y col., 2001). La máxima producción de biomasa y de la 

bacteriocina fue a las 12 h. En general la producción de bacteriocinas muestra ser 

metabolitos primarios, en las cuales la velocidad de producción de éstas, es paralela con la 

velocidad de crecimiento de la su cepa productora. Sin embargo existen varios factores que 

pueden afectar la síntesis de éstas, tal como la composición del medio de cultivo 

( carbohidratos, nitrógeno, minerales, etc) y las condiciones de fermentación (pH y 

temperatura). 

A su vez en la Figura 14, se observa que la concentración de azúcares totales que 

puede verse como un índice del consumo de sustrato, se fue agotando al pasar el tiempo de 

fermentación , a su vez se observa un aumento en Ja población del L. lactis, indicando que 

los carbohidratos presentes en el medio de cultivo son una buena fuente de carbono para la 

biosíntesis celular. 

Estudios realizados en la producción de bacteriocinas producidas por L. lactis subsp. 

lactís y Pediococcus acídílactící en un medio de cultivo a base de desperdicio de 

mejillones, se observó también una disminución de los azúcares totales, de 0.65g/L a 0.38 

g/L (59%) en 18 h de fermentación (Guerra y Pastranaa, 2002). 
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Generalmente el tiempo de fermentación, en donde se obtiene la máxima 

producción de bacteriocinas, es mayor a las 1 O horas, tal es como se observa en la 

producción de pediocina en medio TGE a las 14 h, la producción de sakacina en el mismo 

medio a las 1 O h de fermentación (Yang y Ray, 1994 ). 

Estudios realizados sobre las características metabólicas del L. lactis demostraron 

que la adición de oxígeno al medio de cultivo, incrementa el rendimiento de biomasa 

celular, 10% más en comparación con el análisis realizado en condiciones anaeróbicas, 

encontrándose también un importante impacto en la actividad de enzimas catabólicas. Se 

confirmó que la adición de oxígeno al medio , presentó un impacto negativo, en la síntesis 

del piruvato, regulando las enzimas alcohol-deshidrogenasa, incrementando la actividad de 

la piruvato deshidrogenasa, a-acetolactato deshidrogenasa, y las NADH oxidasas (Jensen y 

col., 2001) 

La tolerancia al oxígeno, del L. lactis puede conseguirse, adicionando sulfato de 

manganeso al medio de fermentación, ya que la acumulación de Mn2
+ en el medio actúa 

como una superóxido dismutasa, que es la enzima que metaboliza al oxígeno. 

La adición de surfactantes al medio de cultivo, tales como Nonidet P-40, SOS y 

Tween en la producción de bacteriocinas han demostrado el incremento en su producción, 

como se demostró en la producción de lactacina F, al adicionar tween 80, se logró un 

incremento en la producción en un 400% (Muriana y Klaenhammer, 1991 ). Esto se ha 

atribuido al efecto dispersante de agregados de la bacteriocina entre ellas mismas o con las 

paredes del recipiente. La actividad de Jactococcina G producida por L. laclis aumentó 1 O 

veces, al añadirse Tween 80 en el medio de cultivo. Se ha encontrado que la presencia de 

Tween 80 en concentraciones mayores a O.O l %, disminuye la actividad de la pediocina A y 

lactocina S (Piva y Headon, 1994); aunque en la producción de bacteriocinas producidas 

por L. lactis subsp. lactis B 14 ante la presencia de Tween al 1 %, no se encontró un cambio 

significativo en la producción de éstas bacteriocinas. Sin embargo se han desarrollado 

estudios en donde a bajas concentraciones de Tween, menores de 2 g/L se observa un 
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efecto significativo en la actividad de bacteriocinas, como la enterocina 1146 y 

lactococcina D (Parente y Hill, 1992). 

Este incremento en la actividad de bacteriocina, puede atribuirse al efecto del 

Tween a formar micelas con las proteínas del medio de cultivo, estabilizando de esta 

manera la actividad de las bacteriocinas. 

6.4 Tiempo de duplicación. 

Se determino la velocidad específica de crecimiento (Monod, 1949). En la Figura 

15, se observa gráficamente el cálculo tanto del tiempo de duplicación, como de la 

velocidad especifica de crecimiento, mediante la ecuación de Monod, se determinó el 

tiempo de duplicación de 0.527 h, mientras que la velocidad específica de crecimiento fue 

de 1.31 h- 1
• 

La producción de las bacteriocinas generalmente esta relacionada con el crecimiento 

bacteria!, implicando una dependencia en el volumen de producción de bacteriocina con la 

biomasa total formada (De Vuyst y Vandadmme, 1992; M0ortvedt-Abildgaard, y col. , 1995 

y De Vuyst, 1995). 

6.5 Comparación de la fermentación efectuada en las mejores condiciones de 

producción obtenidas según el diseño de escrutinio, usando el medio comercial MRS. 

El medio comercial MRS es el medio de cultivo más utilizado para la producción de 

bacteriocinas, tal como la lactococcina K (Seuk-Hyun y Ahn, 2000; Onda y col., 2002); así 

como bacteriocinas de L. laclis (Cai y col., 1997; lvanova, y col., 2000). Debido a su 

amplia actividad antimicrobiana, asociada a la producción de bacteriocinas, se decidió 

utilizar éste medio para realizar la comparación de la producción de bacteriocinas en un 

medio comercial contra el medio de suero lácteo suplementado. En el Cuadro l O, se 

observa la formulación de este medio (De Man y Rogosa, 1960). 
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Cuadro 10. Composición del medio de cultivo comercial MRS 

Componente Cantidad 

Fosfato hidrógeno dipotásico 2 g/L 

Glucosa 20 g/L 

Sulfato de Magnesio heptahidratado 0.2 g/L 

Sulfato de Manganeso tetrahidratado 0.05 g/L 

Extracto de carne 8 g/L 

Peptona JO g/L 

Acetato de sodio Trihidratado 5 g/L 

Citrato triámonico 2 g/L 

Extracto de levadura 4 g/L 
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En la Figura 16, se observa cinética de producción de bacteriocinas mediante la 

fermentación del L lactis UQ2 a nivel de biorreactor utilizando el medio comercial MRS, 

en donde el máximo título de actividad de bacteriocina durante el proceso de fermentación 

fue de 6400 UA/ml a un tiempo de l O horas. La actividad de bacteriocinas, en este medio, 

fue menor a la desarrollada en el medio a base de suero lácteo suplementado, mientras que 

el tiempo de fermentación en el cual se encontró la máxima actividad de bacteriocina, fué 

mayor al registrado en la corrida de suero lácteo suplementado, obtenida del disefio 

estadístico de escrutinio. 

En estudios realizados para la producción de pediocina por Pediococcus acidilactici 

NRRL B-5627 en suero lácteo, la producción de bacteriocina fue menor a los obtenidos en 

el medio MRS (Guerra y Pastrana, 2002b ). 

El máximo valor de la actividad de bacteriocina en el medio de suero suplementado 

fue dos veces mayor que el encontrado en el medio MRS. Aunque la máxima producción 

de bacteriocina fue encontrada a las 8 h de fermentación al igual que en el medio de suero 

lácteo suplementado, no se logró obtener los mismos rendimientos de producción de 

bacteriocina. El valor de pH en la máxima actividad de bacteriocina para ambos casos es 

alrededor de 4.5 
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6.6 Espectro de Actividad anti-listeria del ELC. 

Todas las cepas de Listeria monocytogenes utilizadas para este análisis, fueron 

sensibles al efecto antimicrobiano del ELC. En el Cuadro 11, se presentan los valores de Ja 

reducción de la población en base logarítmica para cada una de las cepas de Listeria 

monocytogenes al estar en contacto con dos diferentes concentraciones del ELC (5 ,200 

UA/ml y 6,400 UA/ml) , en caldo soya tripticaseína (CST). De acuerdo a estos valores se 

observa que la cepa de L. monocytogenes 10403S de origen animal fué la más sensible al 

efecto antimicrobiano del ELC presentando una reducción de 5 logaritmos de población a 

la más alta concentración del ELC comparado con el control, en el cual la misma cepa se 

desarrolló en las mismas condiciones sin la adición del antimicrobiano. 

Mientras que la cepa de L. monocytogenes Scott A, aislada de un alimento, fué la 

más resistente a este compuesto, obteniendo una reducción de tan solo 1 logaritmo de 

población a la más alta concentración del ELC, en comparación con el control , desarrollado 

a las mismas condiciones sin la adición del antimicrobiano. 

Se han realizado diversos estudios acerca de la sensibilidad de diferentes cepas de L. 

monocytogenes contra diferentes bacteriocinas, tales como las producidas por L. lactis (Cai 

y col., 1997; Benkerroum y col., 2000), así como las producidas por Lecuconostoc 

carnosum (Budde, y col; 2003), bacteriocinas purificadas como la nisina (Benkerroum y 

Sandine 1988), sakacina K (Leroy y De Vuyst, 1999) y pediocina AcH (Bhunia, y col. , 

1988) ha sido demostrada extensivamente. 

Se han realizado diversos estudios acerca de la variación de la sensibilidad de las 

cepas de Listeria al efecto antimicrobiano de las bacteriocinas, en los cuales se ha 

encontrado que L. monocytogenes Scott A ha sido la más resistente al efecto de nisina 

(Yang y Ray., 1994). 
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Cuadro 11. Sensibilidad de siete cepas de L. monocytogenes ante el ELC 

Log UFC/ mi de reducción de L. monocytogenes 

Listeria monocytogenes 51, 200 UA/ml * 6,400 UA/ml * 

Scott A 1 0.179 

19112 3 1 

7644 2 l 

15313 3 3 

SLCC 5764 2 1 

1370 3 1 

104038 5 2 

* UA/ mi del ELC deshidratado mediante la técnica de difusión en agar 
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6. 7 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de la cepas de L. 

monocytogenes más sensible y más resistente ante el efecto del ELC. 

Se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI) para la cepa de L. 

monocyotegenes Scott A, determinada como la más resistente, y para la más sensible L. 

monocytogenes 10403S ante el ELC, en el medio CST. 

En la Figura 17, se observaron los valores de población de la cepa de L. 

monocytogenes 10403S contra la concentración del ELCs, en donde se obtiene el valor de 

la CMI, en un valor de 0.106 g/L. 

En la Figura 18, se obtiene fa misma gráfica para la L. monocytogenes Scott A, 

donde la CMI es de 0.1708 g/L 

La concentración del ELC usada para la cepa de L. monocytogenes más sensible, fue 

62% menor a la concentración utilizada para la cepa de L. monocytogenes más resistente . 
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Figura 17. Determinación de la CMI de la cepa de L. monocytogenes 10403S más 
sensible ante el afecto antimicrobiano del ELC. 0.106g/L. 
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Figura 18. Determinación de la CMI de la cepa de L. monocytogenes Scott A, la 
más resistente ante el afecto antimicrobiano del ELC. 0.1708 g/L. 
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6.8 Efecto del pH sobre la actividad antimicrobiana del ELC. 

Se evaluó el efecto del pH, sobre la actividad anti-listeria del ELC, en un rango de 

pH entre 5 y 9. La actividad del ELC permaneció estable en un amplio rango de valores de 

pH, en comparación con los controles, analizados en las mismas condiciones, sin la adición 

del antimicrobiano. La estabilidad de la actividad de las bacteriocinas a amplios valores de 

pH es relativamente común para la mayoría de las bacteriocinas (Ivanova y col., 2000). Un 

gran número de estudios han demostrado que L. monocytogenes es más ácido tolerante que 

la mayoría de los microorganismo patógenos relacionados con brotes alimentarios, aunque 

la sensibilidad de Listeria a ácidos orgánicos varía con la naturaleza del acidulante utilizado 

(Sorrels y col., 1989). 

En las Figuras 19 y 20, se observa las sensibilidad tanto de L. monocytogenes 

10403S y L. monocytogenes Scott A ante el efecto antimicrobiano del ELC, a valores de pH 

de 5, 7 y 9. La sensibilidad de ambas cepas muestran patrones similares. 

La máxima actividad anti-listeria del ELC, fue asociada a un rango de valores de 

pH entre 5 y 7. Cuando el ELC se añadió en el medio de cultivo a valores de pH de 5, 6 y 7, 

se observó con reducción de la población entre 4 y 5 Log, para el mayor efecto 

antimicrobiano; mientras que a valores de pH de 9, no se observó un efecto tan 

predominante. Estos datos muestran que las cepas de Listeria analizadas son más 

vulnerables a valores de pH ácidos, o bien que la actividad de la bacteriocina a pH 

alcalinos es baja. 

A valores de pH de 6 y 7 se logró una reducción de cerca de 5 log, sin embargo a 

pH alcalinos se presenta una reducción en la eficiencia del antimicrobiano. 

84 



1e+7 
1 

pH 5 
1e+6 

1e+5 

E 
3 1e+4 
u.. 
ü 
O> 1e+3 o 
_J 

1e+2 

1e+1 J - Control Scott A 
_____.__ Listeria + ELC 

w;9 

1e+6 J pH 7 ___. J pH 9 

, .. , l 
_ ________/ ] E -- 1e+4 ::J . 

u.. 
ü 
O> 1e+3 
o 

, .. , 1 
-""~ _J 

1e+1 

1e+O 
o 2 4 6 8 o 2 4 6 8 

Time (H) Time (H) 

Figura 19. Efecto del pH en la actividad anti-listeria del ELC en L. monocytogenes Scott A 

85 



1e+7 

1e+6 

1e+S 

E --::::> 1e+4 
u.. 
ü 
O) 1e+3 
o 
_J 

1e+2 

1e+1 

1e+O 
1e+7 

1e+6 

1e+5 

E --::::> 1e+4 
u.. 
ü 
O) 1e+3 
o 
_J 

1e+2 

1e+1 

1e+O 

pH 5 

---4--

pH 7 

o 2 4 

Time (H) 

Control 104038 
Listeria + ELC 

6 

pH 6 

pH 9 

8 o 2 4 6 

Time (H) 

Figura 20. Efecto del pH en la actividad anti-listeria del ELC en L. rnonocytogenes 10403S 

86 

8 



De acuerdo a Khalid y col., (1996), la motilidad de L. monocytogenes se ve 

afectada por el pH y la temperatura del medio, a un valor de pH 7 se encontró el máximo 

desarrollo de motilidad, mientras que a pH por debajo de 5 y por arriba de 1 O las cepas de 

L. monocytogenes presentaron motilidad casi nula. A valores de 5.5, 6.0, 7.0 y 9.0 a una 

temperatura de 35º C se presentó los mayores valores de motilidad. La motilidad de Listeria 

es considerada como un factor de virulencia, el cual es afectado por el pH. 

La actividad anti-listeria de las bacteriocinas producidas por L. lactis UQ2 fueron 

más efectivas a valores de pH bajos, como ha sido observado en otros estudios (Henning y 

col., 1986) o puede atribuirse a que existe un efecto aditivo del ácido y la actividad anti­

listeria. La actividad del ELCs a valores de pH 9 fue menor que a valores de pH ácidos . La 

nisina, bacteriocina producida por L. lactis, es estable a bajos valores de pH, pero decrece 

drásticamente a pH por arriba de 7. (Delves-Broughton, 1990; Ray y Daeschel. , 1992; 

Doyle y Roman., 1987; Mohamed y col., 1984). Sin embargo, permanece estable después 

de esterilizarse a 115.6º C a pH 2.0, pero pierde el 40% de su actividad a pH 5.0 y más del 

90% a pH 6.8 (Hurst, 1981) 

La estabilidad de la actividad de las bacteriocinas producidas por L. lactis subs. 

lactis no presentaron cambio en un pH de 3 a 1 O, sin embargo hubo perdida de su actividad 

a valores de pH de 2, 10, 11 y 12. (Ivanova, 2000). De acuerdo a Todorov y col. , (2004) en 

la cual se analizaron 4 diferentes bacteriocinas producidas por cepas de Lactobacillus y 

Lactococcus en la cual mostraron mantener su actividad a pH de 2 a 12 utilizando como 

microorganismo indicador L. casei LHS. García y col., (2004), demostraron que la 

enterocina producida por Enterococcus faecalis tuvo efecto antimicrobiano contra Bacillus 

a valores de pH 7, sin embargo a pH 9 y 4 la actividad se vio inhibida. Bacteriocinas 

obtenidas por fermentación de Lactobacillus presentaron actividad a un amplio rango de 

valores de pH (2 a 8) y el decrecimiento en la actividad a un pH de 8, 1 O y 12 (Ogunbawo, 

2003). 
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6.9 Efecto antimicrobiano del ELC en biopelículas formadas por L. monocytogenes 

Scott A en superficie de acero inoxidable. 

Se han realizado estudios acerca de la habilidad de L. monocytogenes para formar 

biopelículas en superficies y equipo en industrias procesadoras de alimentos (Herald y 

Zottola, 1988; Blackman y Frank, 1996). Así también se han desarrollado métodos tanto 

físicos, como químicos para poder eliminar los microorganismos (biopelículas) de estas 

superficies, sin embargo, estudios en esta área han indicado que la adherencia de estos 

microorganismos a superficies de acero inoxidable, pueden ser mucho más resistente a 

compuestos sanitizantes que los microorganismos libres, presentes en medios líquidos 

(Frank y Koffi , 1990). 

Se determinó en este estudio la viabilidad del ELC para remover las biopelículas de 

L. monocytogenes Scott A en superficie de acero inoxidable. En el Cuadro 12, se muestran 

los valores de la reducción de la población de L. monocytogenes Scott A, a diferentes 

concentraciones del ELC. Se puede observar que a mayor concentración del ELC, mayor es 

el efecto en la inhibición del crecimiento. En las diferentes dosis utilizadas se observó una 

reducción de la población en la biopelícula de Listeria formada, de 2 a 4 Log UFC/ml. 

En la Figura 21, se muestran imágenes obtenidas mediante la microscopía 

electrónica de barrido (SEM) de las biopelículas de L. monocytogenes Scott A, 

desarrolladas en medio CST, a 20º C. La figura l 7A, muestra la densidad poblacional (6 

Log) del control de L. monocytogenes Scott A, después de 5 días de tratamiento , para la 

formación de la biopelícula. En la figura 178, se observa claramente la reducción en la 

densidad de la población (5.73x103 Log) de Listeria ante el tratamiento con el ELC. 

Mediante este análi sis se demostró que el ELC obtenido por la fermentación del L. 

lactis UQ2, en suero lácteo suplementado es un prometedor antimicrobiano para la 

remoción de las biopelículas formadas por Listeria. 
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Cuadro 12. Valores de la reducción de la población de L. monocytogenes Scott A. 
En superficies de acero inoxidable ante el efecto del ELC 

ELC (g/ml) 
Log UFC/ml de reducción de Ja 

población de L. monocytogenes Scott A 

1.4208 4 

0.9208 
.., 
-' 

0.5874 2 

0.3493 2 

0.1708 1 
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Se aislaron diferentes cepas de bacterias lácticas de biopelículas formadas por L. 

monocytogenes, en equipo de plantas procesadoras de alimentos, así como en suelos de 

desagüe. Se observó que la cepa de L. lactis subs. lactis fue muy efectiva para controlar el 

desarrollo de las biopelículas de L. monocytogenes en largos periodos de tiempo, al ser 

inoculada en la biopelicula ya formada (Olasupo y col, 1999); también se determinó que la 

Enterococcus durans 152 también demostró ser efectiva en este análisis (Zhao, y col., 

2004). 

Barker y Park, (2001), encontró que la combinación de ácidos orgánicos, bajo pH y 

etanol proveen un efectivo tratamiento bactericida; la combinación más potente fue de pH 

3.0, 50 mM de formato, y 5% (v/v) de etanol, resultando la reducción de 5 Log de L. 

monocytogenes en solo 4 min. 

6.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

Para determinar el peso molecular del antimicrobiano, se utilizó la técnica de 

electroforesis en gel de poliacrilamida, utilizando el sistema tris-tricina (Schagger y Jagow, 

1987). Se utilizó el EC liofilizado, además del ELC para la determinación del peso 

molecular del antimicrobiano. 

En Ja Figura 22, se muestra el gel electroforético; en la muestra del EC liofilizado, 

en donde se observa que la banda (S) determinada, se encuentra entre 14.4 y 6.5 kDa, de 

acuerdo a los estándares utilizados. 

En la Figura 23 , Se utilizó el ELC, en el cual se observó el mismo patrón observado 

anteriormente. La banda se encuentra entre los valores de 14.4 y 6.5 kDa. 
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kDa 1 2 3 

26.6 

16.9 

14.4 
s 

6.5 -----+. 

Figura 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Tris-tricina. En el carril 1, se 

encuentran los estándares de peso molécular. El carril 2 y 3, se encuentran las 

muestras del EC. La zona más oscura (S), muestra las bandas que se encuentran 

entre 14.4 y 6.5 kDa. Esta banda presentó actividad antimicrobiana contra M 

luteus 
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3 2 1 kDa 

.... 26.6 

.... 16.9 
i 11111 14.4 

s{ 
11111 6.5 

Figura 23. Electroforesis en gel de poliacrilamida ELC. Sistema 
Tris-tricina. Carril 1: Estándares de peso molecular. Carril 2 y 3, 
muestras de EC. La banda (S), presentó actividad contra L. 
monocytogenes Scott A. 
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6.11 Zimograma. 

Para la determinación de la actividad antimicrobiana del EC liofilizado, se realizó 

la técnica de difusión en agar, utilizando como microorganismo indicador la cepa de M 

Luteus NCJB 8166. En la Figura 24 se observa una zona de inhibición del crecimiento del 

M luteus, ante la presencia de las bandas del EC obtenidas de la electroforesis. 

En cuanto al EC, se determinó su actividad anti-listeria. En la Figura 24, se observa 

que la banda (S), que presentó actividad anti-listeria, se encuentra entre los valores de 14.4 

y 6.5 kDa, de acuerdo a los estándares. Se utilizo la técnica de la actividad en medio 

líquido, para determinar el efecto antimicrobiano de las bandas del EC en L. 

monocytogenes Scott A. Como control positivo, a 5 mi de CST (sin fragmentos del gel) se 

inocularon con 1x105 UFC/ml de L. monocytogenes Scott A. Como control negativo se 

utilizó solamente el medio CST, sin la presencia de Listeria, ni el gel. Se utilizó otro 

control negativo, en donde se obtiene crecimiento de Listeria, ante la presencia de una 

banda del gel que no contenía agente antimicrobiano. 

En la Figura 25 , se demuestra plenamente la actividad anti-listeria, de la banda del 

gel de electroforesis, obtenida de la muestra de EC. 

Estos resultados muestran, que el compuesto presente en el EC, que presenta 

actividad antimicrobiana contra M luteus y actividad anti-listeria, presenta un peso 

molecular entre 14.4 y 6.5 kDa. Sugiriendo que se encuentra clasificado como una 

bacteriocina de tipo 11, ya que ataca a L. monocytogenes y es termoresistente 

(Klaenhammer, 1993; Nes y col. , 1996; Holo y col. , 2000; Mc-Auliffe y col., 2001 ). 
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Figura 24. Zimograma del EC. Determinación de actividad por difusión en agar, usando como 
microorganismo indicador M luteus NCIB 8166. En las placas se observa claramente la zona de 
inhibición del Micrococcus , ante la presencia de la banda del gel electroforético del EC. 
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Figura 25. Zimograma en medio líquido CST 

Control (A): Medio CST inoculado con L. monocytogenes Scott A. 
Control (B): Caldo CST sin Listeria. 
Control (D): banda del gel electroforesis, presentando desarrollo completo de 
Listeria. 
Banda del gel con actividad anti-listeria (C): contiene la banda del gel encontrada 
entre 14.4 y 6.5 kDa, inoculada con Listeria. Se observa inhibición del desarrollo de 
Listeria. 
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Estudios acerca de la determinación del peso molecular de la bacteriocina GMOOS 

producida por Lactococcus spp. Encontraron una diferencia entre las técnicas utilizadas. 

Mediante la técnica de filtración en gel se determinó un peso molecular de 9.6 kDa, 

mientras con electroforesis tricina SDS-PAGE se encontró un peso molecular menor 

correspondiente a 2.4 kDa, teniendo esta banda actividad antimicrobiana. Estas 

observaciones sugieren que la bacteriocina nativa GMOOS es un complejo tetraméro, ya que 

en análisis subsecuentes mediante el análisis de la composición de aminoácidos se encontró 

que la secuencia N-terminal estaba bloqueada, indicando que podría ser una molécula 

cíclica (Onda y col., 2002). 

Se determinó que la lactococcina producida por L. lactis KCA2386 presentó un peso 

molecular de aproximadamente 8.1 kDa mediante la técnica de electroforesis en gel de 

poliacrilamida tris.-tricina (Seuk-Hyun y Ahn, 2000). 
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7. CONCLUSIONES 

La composición del medio de cultivo influyó en la producción de las 

bacteriocinas producidas por L. laclis UQ2 en el medio de cultivo a base de suero lácteo 

suplementado, a nivel de biorreactor. 

Un diseño de 25
-I permitió la determinación satisfactoria de los factores más 

importantes que afectaron la producción de las bacteriocinas; encontrándose que la 

interacción flujo de aire-extracto de levadura, presentó un efecto significativo de acuerdo al 

diseño de escrutinio. 

La actividad de bacteriocina en el medio de suero lácteo suplementado fue el 

doble de la actividad encontrada en el medio MRS a nivel de biorreactor, observándose que 

en el tiempo en el cual se obtuvo la máxima producción de bacteriocina fue menor, por lo 

cual se logró el objetivo de aumentar la producción de actividad de bacteriocina en el 

medio suero suplementado 

La producción de bacteriocinas presentó un comportamiento de metabolito 

primario, como la mayoría de las bacteriocinas estudiadas. 

Siete cepas de L. monocytogenes aisladas de diferentes fuentes, tuvieron una 

sensibilidad variable, al efecto antimicrobiano del extracto libre de células en polvo 

(ELCs), obtenido de la fermentación del L. lactis UQ2 en suero suplementado como medio 

de cultivo a nivel de biorreactor. 

La cepa de L. monocytogenes l 04038 fue la más sensible, mientras que la 

cepa de L. monocytogenes Scott A fue la más resistente al agente antimicrobiano 

producido. 

El ELC, mantuvo su actividad antimicrobiana, en un amplio rango de valores 

de pH (5 a 9). 
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Se encontró que el ELC es un candidato promisorio para el control de las 

biopelículas formadas por L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable. 

El peso molecular de los péptidos del ELC, se encontró entre 6.5 y 14.4 kDa. 

y su actividad contra las diferentes cepas de L. monocytogenes sugiere que se encuentra por 

lo menos una bacteriocina que se puede clasificar como una bacteriocina del tipo H. 
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9.ANEXO 

1. Análisis Estadístico. 

Para obtener una variable respuesta que represente eficazmente el un proceso 

biológico, como. es el caso de la producción de bacteriocinas, mediante la fermentación de 

L. lactis UQ2, es necesario considerar ciertos aspectos del proceso para obtener un valor de 

la variable respuesta que permita una homogeneidad en los datos de cada corrida y de esta 

manera obtener la una mejor precisión en el análisis estadístico. 

Se consideraron diferentes modificaciones a la variable respuesta. 

VMl. (Df/Di) * Act 

En este análisis se consideran también los diámetros de las zonas de inhibición 

inicial y final, las cuales la división entre ellas, multiplicada por el valor de la mayor 

actividad obtenida representa una variable respuesta modificada, en la cual no se puede 

observar eficientemente grandes cambios entre corridas de fermentación . Debido a que la 

diferencia entre la división de diámetros entre una corrida y otra es muy pequeña. Así 

también al realizarse el análisis de con estos datos no se observo ningún efecto significativo 

de los 5 factores analizados, como se observa en el cuadro 13 . 

VM2. (Df-Di) * Act 

T 

En la modificación realizada en este análisis, se tomó en cuenta la substracción de 

los diámetros inicial y final , de manera que se obtuvieran valores más sensibles de zonas de 

inhibición entre cada corrida de fermentación, las cuales fueron multiplicadas por la 

máxima actividad encontrada. También se considero el tiempo de fermentación en el cual 
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se plantea que a menor tiempo de producción de bacteriocinas, menores costos de 

producción, de esta manera la división entre el valor obtenido anteriormente considera que 

a menor tiempo menores costos de producción y mayor rendimiento de la bacteriocina. Sin 

embargo al obtener el análisis de varianza no se logró observar ningún efecto principal 

significativo, solamente la interacción extracto de levadura- flujo de aire parece tener un 

ligero efecto en la actividad de bacteriocina. 

2. Efecto de inhibición de Listeria ante el MIC del ELC. 

Una vez determinada la MIC para las cepas de Listeria más sensible y más 

resistente al efecto antimicrobiano del ELC, se realizó una cinética de crecimiento de cada 

una de las cepas de Listeria , añadiendo la MIC del ELC para poder observar el tiempo en 

que actúa el ELC. También se utilizó un ELC obtenido mediante las mismas condiciones 

que el ELC en suero lácteo suplementado, pero en medio MRS. 
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Cuadro 13. Orden y valores de la actividad modificada AMI y AM2. 

Orden X4 X3 X2 Xl xs AMI AM2 

1 - 1 -1 -1 -1 1 1134.2 489.6 

2 1 -1 -1 -1 -1 2457.4 778.6 

3 - 1 1 - 1 -1 -1 1418.7 602.6 

4 1 1 -1 -1 1 1962.6 1080 

5 -1 -1 1 -1 -1 3929.8 2022.4 

6 1 -1 1 -1 1 2221.5 1o11.2 

7 - 1 1 1 -1 1 1947.8 768 

8 1 1 1 -1 -1 4548.2 1625.6 

9 -1 -1 -1 l -1 1005.2 524 

10 1 -1 -1 1 1 1270.8 168 

11 -1 1 -1 1 1 2575.9 1536 

12 1 1 -1 1 -1 4352 2640 

13 -1 -1 1 1 1 3218.5 917.3 

14 1 -1 1 l -1 22224.9 972.8 

15 -1 1 1 1 -1 5270.6 2986.6 

16 1 1 1 1 1 4535.4 2099.2 

17 o o o o o 978.8 566.4 

18 o o o o o 131 l.2 484 

19 o o o o o 1310.4 496 

X1: Flujo de aire (ml/h); X2: Suero dulce (g/L); X3 : Extracto de levadura (g/L); X4: 

MgS04/MnS04 (g/L); X5: Tween 80 (%); AM: Actividad antimicrobiana modificada 1 y 2. 

111 



Cuadro 14. Análisis de varianza (ANOVA) de las variables de respuesta modificadas 

AMI y AM2 

Factor Valor-p AMI Valor-p AM2 

X4: MgS04/MnS04 0.8598 0.6296 

X3: Extracto de 
0.1007 0.2096 

levadura 

X2: Suero dulce 0.1942 0.1338 

X 1: Flujo de aire 0.2968 0.4616 

X5: Tween 80 0.2344 0.3500 

X4X3 0.4185 0.4241 

X4X2 0.4305 0.4690 

X4Xl 0.8 164 0.6987 

X4X5 0.7987 0.8924 

X3X2 0.6590 0.9660 

X3Xl 0.0869 0.2196 

X3X5 0.8259 0.6596 

X2Xl 0.9020 0.9525 

X2X5 0.614 7 0.7791 

XlX5 0.8099 0.5518 

RL 0.8747 0.8218 
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