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RESUMEN

El estudio se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de la Empacadora de carnes C&D. Se
evalud la capacidad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei y sus
metabolitos frente a E. coli O157H:7, teniendo dos factores de estudio; el tiempo de
fermentacion y el producto de fermento, se utiliz6 seis tiempos de fermentacion, hora 0, 1, 2,
3,4,y5. Lahora 0 correspondera a las condiciones iniciales de fermentacion. Los productos
de fermento utilizados fueron; célula de Lact. fermentum + Metabolito, la célula de Lact.
fermentum, célula de Lact. casei + Metabolito y la célula de Lact. casei, donde se obtuvieron
24 tratamientos con cuatro repeticiones por cada tratamiento y la variable respuesta que fue el
halo de inhibicién. Las bacterias acido lacticas se hicieron crecer bajo el proceso de
fermentacion en sustrato comercial MRS, mediante fermentacion discontinua durante 5 horas,
sin aireacion y a 33° C/100 rpm. Los datos se analizaron bajo un disefio estadistico factorial
de 4 x 6. En la actividad antimicrobiana se demostr6 que los productos de fermento y el
tiempo de fermentacion tienen efectos significativos p-valor (P<0.05), sobre el halo de
inhibicion de E. coli O157H:7. Se encontrd diferencias estadisticas p-valor (P<0.05) entre
tratamientos, siendo la celula de Lact. fermentum + Metabolito y la hora de fermentacién
cinco los més efectivos contra E. coli O157H:7 con 2.10 cm de halo de inhibicion. Los
resultados obtenidos indican que Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei y sus
metabolitos producidos pueden utilizarse en la industria alimentaria, como agentes
bioprotectores frente a E. coli O157H:7, garantizando la reduccién de las enfermedades
transmitidas por los alimentos.

Palabras claves: Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, E. coli O157H:7, metabolito,

fermentacion.
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I. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido utilizadas en la fermentacion de los alimentos
como una de las técnicas de conservacion mas antiguas practicadas por el hombre. De esta
forma se han generado nuevas opciones que aseguran la conservacion de alimentos
perecederos como la leche o la carne, para generar productos de mayor vida atil como los

quesos y embutidos, respectivamente (Yakult. S.f.).

El uso de BAL en la biopreservacion de alimentos ha tomado gran importancia en los
ultimos afios debido a la capacidad para controlar microorganismos patdgenos y alterantes.
La aplicacion de cepas biopreservantes asi como de los extractos y metabolitos producidos
por ellas, han demostrado tener control sobre diversos microorganismos no deseados
consiguiendo alargar la vida dtil de los alimentos y dar seguridad contra bacterias que
puedan afectar la salud del consumidor (Vasquez et. al. 2009).

Las BAL que comprenden un numero elevado de bacterias Gram-positivas cuya
caracteristica comun es la produccion de acido lactico a partir de los carbohidratos. El
grupo de bacterias lacticas asociadas con los alimentos incluyen cocos de géneros:
Lactococcus Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y bacilos de los géneros
Lactobacillus y Carnobacterium (Vasquez 2012).

En este trabajo se tuvo como proposito evaluar la capacidad antimicrobiana de
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei y sus metabolitos contra E. coli O157:H7,
patogeno deteriorador de alimentos, este trabajo experimental que representa una
importante alternativa de investigacion como una estrategia para fortalecer la calidad e

inocuidad de la industria alimentaria del pais.



1. OBJETIVOS

2.1. General

» Evaluar la accion antimicrobiana de Lactobacillus casei y Lactobacillus fermentum y
sus metabolitos contra una cepa de E. coli O157H:7 patdgeno gram negativo

principal productor de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s).

2.2. Especificos

» Determinar el tiempo de fermentacion donde se tiene la mayor accién antimicrobiana
de Lactobacillus casei y Lactobacillus fermentum contra E. coli O157 H: 7, patégeno

gram negativo principal productor de ETA’s.

» Determinar que producto de la fermentacién de Lactobacillus fermentum vy
Lactobacillus casei posee la mayor actividad antimicrobiana frente a E. coli

O157H:7 patdgeno gram negativo principal productor de ETA’s.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1. Bacteriasy su clasificacion

Las bacterias son células procariotas, esto es, que no tienen un nicleo verdadero, ya que su
genoma (ADN) esta constituido por un cromosoma gigante supe desarrollado para hacerlo
compacto, que suele denominarsele nucleoide; pero carece de una membrana nuclear que le
rodee, por lo cual no constituye una organela identificable como es el nucleo de las células
eucariotas. El citoplasma de los procariotas esta rodeada por una membrana citoplasmatica
que, a su vez, esta cubierta por una pared bacteriana lo suficientemente rigida y fuerte como
para conferirle una forma definida a la bacteria y hacerla resistente a cambios importantes
de presion osmdtica; por eso, pueden sobrevivir en medios isoténicos como los fluidos de
nuestro organismo o en el agua, incluso en agua destilada, en orina y en agua de mar
(Herndndez 2002).

Las bacterias son seres vivos que nacen, crecen, se reproducen y mueren. Estan presentes
ampliamente en: tierra, suelo, agua, piel, pelo, boca, nariz, tracto intestinal, ambiente, etc.
La mayor parte de las bacterias patdgenas tienen un tamafio medio comprendido entre 0.5 y
5 w, no tienen dificultad para ser cultivadas in vitro en el laboratorio. Las bacterias como
todo ser vivo, necesitan de nutrientes, oxigeno, agua, y temperaturas adecuadas para poder

crecer y multiplicarse (Pascual 2005).

Las bacterias presentan tres tipos morfologicos tipicos: las formas esféricos Ilamados
cocos; las cilindricas o bastoncitos denominados bacilos, y las que presentan forma de

espiral o resorte llamados espirilos (Garcia s.f.).



Entre las bacterias, la pared celular varia en su complejidad arquitecténica. Esta diferencia
sirve para para dividirlas en dos grandes grupos: las bacterias Gram positivas y las Gram

negativas (Garcia s.f.).

La coloracion de Gram fue ideada por Christian Gram en 1884, la cual las bacterias Gram
positivas retienen el colorante violeta en la tincion luego de un proceso de decoloracién con
éter-cetona, y por lo tanto, se ven tefiidas de este color, en tanto, las Gram negativas se
decoloran y se contratifien de rosado con safranina. EIl segundo colorante de esa tincion.
Entonces, con la tincion de Gram, las bacterias Gram positivas aparecen de color violeta o

azul oscuro y las Gram negativas aparecen de color rosado (Herndndez Chavarria 2002).

Segln Garcia Martos et. al. (1994) la coloracion de Gram tiene fundamental importancia
en la diferencia morfoldgica y taxondémica. Las bacterias se clasifican en dos grandes
grupos segun retengan o no el colorante de base usado en la tincion, que es el violeta de

genciana o el cristal violeta:

3.1.1. Bacterias Gram positivas

Estas bacterias aparecen con el citoplasma tefiido uniformemente de color azul o violeta
(Garcia Martos et al. 1994). En la mayoria de las bacterias Gram positivas estan
compuestas por varias capas de peptidoglucano que conforman una estructura gruesa y
rigida. Ademas la pared celular estas bacterias contiene &cidos teicoicos, que estan
compuestos principalmente por un alcohol y fosfato. Existen dos clases de &cidos
teicoicos; el &cido lipoteicoico que abarca toda la capa de peptidoglucano y esta unidad a
la membrana plasmatica y el &cido teicoico mural que estd unido a la capa de

peptidoglucano (Forbes et al. 2009).



3.1.2. Bacterias Gram negativas

Estas bacterias se tifien de rojo por el colorante usado como contrastador (fuchina,
safranina) (Garcia Martos et. al. 1994). Las paredes de las bacterias Gram negativas
tienen un contenido relativamente bajo de peptidoglucano, que suele sobrepasar del 5 al
10% del peso de la pared y tienen una capa externa que posee el grosor y estructura fina
(Stanier et. al. 1992).

La diferencia entre unas y otras radica en la composicion quimica de la pared celular y su
permeabilidad. La pared de las Gram negativas es mas delgada y presenta un contenido
lipidico diez veces mayor que el de las Gram positivas, lo cual dificultad la tincion y la

retencién del colorante en el citoplasma (Garcia Martos et. al. 1994).

Las bacterias Gram positivas y negativas no solo se diferencian por esa caracteristica.
Existen ademas otras caracteristicas tanto bioquimicas como morfoldgicas. Por ejemplo,
todas las bacterias con flagelos polares son Gram negativas y las bacterias Gram positivas

son mas sensibles a los antibidticos (Garcia s.f.).

_——
Lacticas
Micrococos

Gram positivas ——==<Z Estafilococos
Esporulados

Diversas
\_

—

Bacterias —
gm—

Enterobacterias
Acromobacterias

Gram negativas == Diversas
Micobacterias

S~
Figura 1. Clasificacion de las bacterias de acuerdo a la tincién de Gram

Fuente: Rodriguez y Echeverria (2009).



3.2. Clasificacion de las bacterias Gram positivos

Son en general quimio heterétrofas, aerobias o anaerobias (fermentadoras). Se suelen
subdividir en funcion de que sean unicelulares o que formen micelios en su crecimiento y

pueden presentarse en forma esférica (cocos) o alargada (bacilos) (Marin Galvin 2003).

3.2.1. Bacterias lacticas

Las bacterias del acido lactico son organismos inmoviles, de forma bacilar o esférica unidos
por un conjunto de propiedades metabolicas y nutricionales poco corriente. Su nombre
deriva del hecho de que sintetizan ATP a través de fermentaciones de carbohidratos que
dan como &cido lactico como principal (y a veces Unico) producto final. (Stanier et al.
1992).

3.2.2. Micrococos

Los micrococos son células bacterianas esféricas de diametro comprendido entre 0,5y 3
um que tipicamente aparecen dispuestas en tétradas. Estas bacterias generalmente son
organismos saprofiticos, estan presentes normalmente en la microflora cutanea, productos
lacteos, agua y suelo. Los micrococcos son aerobios estrictos y termoresistentes, durante la
maduracion desciende su nimero y son débilmente fermentadores, forman parte de la flora
inocua que contamina la leche cruda, tiene poca actividad enzimatico por lo tanto son de

muy poca importancia como agentes adulteradores en leche (Rosales Urbano et al. 2009).



3.2.3. Estafilococos

Los estafilococos son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5 um de didmetro, con agrupacion
irregular que semejan racimos de uvas como consecuencia de su division irregular en los
tres planos del espacio. Son microorganismos aerobios y anaerobios facultativos inmoviles
y no esporulados, pero bastante resistentes al calor, desecacién, concentraciones salinas,
estos gérmenes se desarrollan bien en medios de cultivos, son fermentadores de hidratos de
carbono y toleran altas concentraciones salinas. Los estafilococos se diferencian del genero
Micrococcus por ser solo aerobios y oxidar azucares. Se los encuentra como comensales en
muchos individuos. Las especies mas frecuentemente patdgenas son Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus. Los estafilococos

ejercen su accion patogena en cualquier 6rgano o tejido (Negroni 2009).

3.2.4. Esporuladas

Estas bacterias son las Unicas que forman una endospora, que tiene la importante propiedad
de resistir altas temperaturas, mientras las otras bacterias se destruyen generalmente por
debajo de 80°C, las esporuladas solo mueren por encima de 100°C, tiene por ello una
importancia tecnoldgica a lo que se refiere a las conservas de productos alimenticios no

adicionadas de agentes conservadores (Negroni 2009).

3.3. Generalidades de las bacterias acido lacticas

El término bacterias lacticas engloba a un grupo heterogéneo de microorganismos cuya
caracteristica definitoria es la produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de
azlcares. Las bacterias lacticas se han venido utilizando inadvertidamente durante miles de

afios para la produccién de alimentos tales como queso y yogur. Sin embargo, no fue hasta



mediados del siglo X1X cuando Louis Pasteur demostrd que la produccion de &cido lactico
en fermentaciones se debia a la accién de microorganismos (fermentos lacticos). El
aislamiento y obtencién de un cultivo puro de Bacterium lactis por Joseph Lister marco el

inicio del estudio microbioldgico de las bacterias lacticas (Aznar y Zufiga s.f.).

Las bacterias acido lacticas se encuentran sobre las plantas en la naturaleza, pero algunas
especies estan en la leche en grandes cantidades. Otras se encuentran en los intestinos de
los animales. EI grupo incluye bacilos y cocos, que pueden formar cadenas de longitud
variable pero que nunca dan lugar a esporas. La mayor parte de ellas mueren por
calentamiento a 70 °C, aunque la temperatura letal para alguna es de hasta 80 °C (Bylund,
s.f.).

En 1900 Henry Tissier aislo de las heces de un lactante la primera bifidobacteria a la que
Ilam¢é Bacillus bifidus. Se trataba de un organismo Gram positivo y productor de acido
lactico por lo que en la primera clasificacion se incluyé con las bacterias lacticas. En 1917
Winslow propuso la familia Lactobacillaceae para agrupar bacterias con los siguientes
rasgos: bacilos Gram positivos, a menudo largos y delgados, inmdéviles, no esporulados,
comunmente producen acido lactico a partir de azUcares, pueden producir gas (didéxido de
carbono), no producen hidrogeno, ocasionalmente termofilos, dificilmente cultivables en
medio gelificado incubado en atmdsfera microaeréfila. Dentro de esta familia se incluia
Bacillus bifidus (Aznar y ZUfiga s.f.).

3.3.1. Caracteristicas de Bacterias acido lacticas

Las bacterias lacticas forman una familia muy heterogénea cuyo hébitat es la leche y se
caracterizan por las siguientes propiedades generales; Gram positivas, no esporuladas,
microaerofilicas o anaerobias facultativas, no reducen los nitratos, no producen catalasa,
con poca actividad proteolitica y fermentan los azucares en diferentes condiciones (AAPPA
2004).



Tienen como caracteristica comun como la de producir acido lactico como catabdlito Unico
0 mayoritario en la fermentacion de los azucares. Otra caracteristica de las bacterias &cido
lacticas que abarca tanto a bacilos como a cocos, es la de presentar unos requerimientos
nutritivos complejos. Esto lleva la necesidad de utilizar medios especiales como agar de

sangre, el Etwards, el de jugo de tomate o el de rugosa (Pares y Juarez 2002).

Las bacterias acido lacticas son todas anaerobias aerotolerantes que crecen facilmente sobre
la superficie de medios solidos expuestos al aire. Sin embargo, son incapaces de sintetizar
ATP por respiracion, lo cual es un reflejo de su incapacidad para sintetizar citocromos y

otros enzimas que contengan grupos hemo (Stanier et al. 1992).

Otra caracteristica fisioldgica distintiva de las bacterias acido lacticas es su elevada
tolerancia a los acidos. Aunque las bacterias cocoides del acido lactico pueden iniciar su
crecimiento en medios neutros o alcalinos, la mayoria de las formas bacilares no pueden
crecer en medios con un pH inicial mayor a seis. EIl crecimiento de las bacterias acido
lacticas continua hasta que el pH ha bajado, por la fermentacién, a un valor de cinco o

menos (Stanier et al. 1992).

3.3.2. Bioquimica de bacterias &cido lacticas

La principal caracteristica metabdlica de las BAL es la produccion de &cido lactico
resultado de la fermentacion de los carbohidratos, donde el acido lactico presenta varios
efectos beneficiosos en la elaboracion de un alimento fermentado, por un lado junto al bajo
pH, posee efecto bacteriostatico y bactericida sobre bacterias patogenas o alterantes,
mejorando la seguridad y alargando la vida media del producto, por otro lado contribuye a
las caracteristicas organolépticas finales, como la textura o el sabor (Rodriguez Gomez
2006).



Las bacterias acido lacticas podian dividirse en dos subgrupos bioquimicos, que se
distinguen por los productos formados a partir de la glucosa (Anexo 1). Los
homofermentativos convierten la glucosa, de modo casi cuantitativa, en acido lactico; los
heterofermentativos la convierten en una mezcla equimolecular del acido lactico, etanol y
CO,. El modo de fermentar la glucosa puede determinarse de manera muy simple mediante
la deteccion de la produccion de CO,, Sin embargo, como la cantidad producida por los
heterofermentadores es muy pequefia (un mol por un mol de glucosa fermentada) su

deteccidn requiere un procedimiento especial (Stanier et. al. 1992).

Todas las bacterias acido lacticas son sacaroliticas y deficientes en muchas rutas
biosinteticas. En consecuencia presentan requerimientos nutricionales complejos que los
obliga a restringirse a medios ambientales ricos en nutrientes como el tracto intestinal y la
leche. Existen tres rutas metabolicas de degradacion de carbohidratos a lactico que se
presentan en la figura 2. La ruta homofermentativa genera lactico como unico producto
con un rendimiento de dos moles por una de glucosa, y es por, consiguiente la de interés en

produccién (Garcia et. al. 2004).

La ruta heterofermentativa resulta en la acumulacién de etanol y CO; (en ocasiones también
acetico) en cantidades equimolares de lactico. Esta transformacion ocurre a través del
esquema metabolico de las pentosas. Finalmente, Bifidobacterium bifidum produce 1.5
moles de acetato y una de lactato por mol de glucosa a través de un camino especial

conocido como la ruta de bifidum (Garcia et. al. 2004).

Las heterofermentativos convierten la glucosa en una mezcla equimolecular de &cido
lactico, etanol y CO, EIl modo de fermentar la glucosa puede determinarse de manera muy
simple mediante la deteccion de produccion de CO,. Los heterofermentadores no pueden
utilizar la ruta Embden-Meyerhof ya que carecen de una enzima clave, la fructosa difosfato
aldolasa, que cataliza la escision del azlcar-fosfato. Estos organismos catabolizan la
glucosa a través de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato. Una de las principales

diferencias entre las dos rutas estd en sus rendimientos netos de ATP: dos moles por
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molécula de glucosa fermentada en la ruta homofermentativa y solo un mol a través de la

ruta heterofermentativa (Stanier et al. 1992).

La ruta de fermentativa de Bifidobacterium bifidum es Gnica. Como en la via de Embden-
Meyerhof, la glucosa se convierte en fructosa-seis-fosfato, que sufre una rotura C,-C4
acompafada por una incorporacion de fosfato inorganico véase en la figura 2. Se inicia
luego una compleja serie de interconversiones de azucares fosfato mediante una reaccion
eritrosa cuatro-fosfato y la fructosa seis-fosfato, produciendo al final dos moles de acetil
fosfato y dos moles de griceraldehido tres-fosfato. El acetil fosfato se convierte en acetato
y la triosa fosfato se convierte, via piruvato, en L-lactato. Desde el punto de vista
energético, esta fermentacién es ligeramente méas favorable que la fermentacion
homolactica, ya que suministra cinco moles de ATP por cada dos moles de glucosa

fermentada (Stanier et al. 1992).

/ Gluiosa \

Fruct-1,6-F Fruct-6-F Glucosa -6-F
Acetil-F + eritrosa-4-F Gluconato-6-F
Fruct-6-F \L
Triosa 3-F Xilulosa -5-F
Pentosa -F \l,
Triosa-3-F+acetil-F
Piruvato Acetil-F + triosa-3-F \L
. ¥ Piruvato
Piruvato \L
Lactato ACETATO LACTATO LACTATO  ACETICO
\ J (etanol)
Y \ Y )
- . RUTA DEL BIFIDUM RUTA DEL
Glicolisis
6-F-GLUCANATO

Homofermentacion .
Heterofermentacion

Rutas metabdlicas en la produccidén de lactico por bacterias

Figura 2. Rutas metabolicas en la produccion de acido lactico por bacterias
Fuente: Garcia et al. (2004).
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Por su naturaleza fermentativa, las bacterias lacticas producen compuestos reducidos a
partir del piruvato, un producto intermedio de la glucolisis. Los compuestos producidos
son caracteristicos de las bacterias lacticas, como los acidos D, L-lactico y acético y
numerosos compuestos volatiles de gran interés en la industria alimentaria, entre ellos, el
acetaldehido o el diacetilo. Las proporciones en que estos compuestos son producidos
varian en funcion de las condiciones ambientales, pero sobre todo de la cepa utilizada de
forma que aquellas especies 0 cepas que mas eficazmente metabolizan carbohidratos, no
son necesariamente las que mas compuestos de interés producen (Rodriguez Gémez 2006).
La Gltima etapa de la fermentacion por la ruta glucolitica en las BAL es la conversion del
piruvato en acido lactico por la accion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Sin
embargo, existen rutas alternativas para el metabolismo del piruvato, que se activan
dependiendo de diversos factores: disponibilidad de azucares, presencia de oxigeno, pH,
temperatura.  Este metabolismo alternativo del piruvato genera diversos compuestos
diferentes al &cido lactico, por lo que se dice que en esas condiciones la fermentacion deja
de ser homolactica (aprox. 100% produccion de acido lactico) para pasar a ser acido mixto
(produccion de acido lactico mas acetato, diacetilo, acetaldehido, etc.) (Rodriguez Gémez
2006).

3.3.3. Requerimientos nutricionales de las bacterias acido lacticas

Siendo muy exigentes en cuanto a su nutricion todas fermentan glucosa y hay algunas que
pueden multiplicarse en ausencia de azucares como lo es Leuc. citrovorum. Las BAL
requieren de aminoacidos como fuente de nitrégeno, siendo las sales amoniacales las que
estimulan su desarrollo y una diversidad de factores de crecimiento. Esta demanda de
nutrientes permite diferenciar algunas especies (Stamer; et al. citado por Mora Pefiaflor y
Garcia Guerrero 2007).

A pesar de la utilidad que tienen las BAL en la industria alimenticia, es reconocida la
dificulta de cultivarlas por la necesidad de una gran cantidad de requerimientos
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nutricionales como se muestra en el cuadro uno. Las vitaminas son los factores de
crecimiento que se necesitan con mayor frecuencia, ya que funcionan formando parte de
coenzimas. Las principales vitaminas requeridas por los microorganismos son la tiamina
(vitamina B,), biotina, piridoxina (vitamina Bg) y cobalamina (vitamina B,) (Madigan y

Col. citado por Mora Pefiaflor y Garcia Guerrero 2007).

Cuadro 1. Requerimientos nutricionales de algunas bacterias acido lacticas

Exigencias para crecimiento
Lc. lactis | Lc. lactics Lc. lactics
Metabolitos Subesp. Subesp. Subesp. S. thermophilus | Lactobacillus
Lactis | diacetylacticy Cremoris
Aminoécidos
Asp - - - + +
Thr - - - ? ?
Ser - ? +/- ? ?
Glu + + + +/- +
Gly - ? +/- ? ?
Pro - ? + ? ?
Ala - ? +/- ? ?
Cys S S + + S
Val + + + + +
Met + + + +/- +
lle + + + +/- +
Leu + + + + +
Tyr ? ? ? +/- +
Phe +/- ? + ? ?
Lys - - +/- + +
His + + + + +
Trp ? +/- ? ? ?
Arg +/- +/- +/- ? ?
Vitaminas
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B12 + + + + +
Biotina + + + + +
Nicotiamina + + + + +
Pantotenato + + + + +
Riboflavina + + + + +
Tiamina + + + + -
Priridoxal + + + + -
Acido félico + + + + -
Acidos
organicos
Acido acético + + + ? ?
Acido oleico + + + ? S
Acido orotico ? ? ? ? S
Acido ? ? ? ? S
foérmico
Asp=Acido aspartico, Thr=Treonina, Ser=Serina, Glu=Acido glutdmico, Gly=Glicina,
Pro=Prolina, Ala=Alanina, Cys= Cisteina, Val=Valina, Met=Metionina, lle=Isoleucina,
Leu=Leucina, Tyr=Tirosina, Phe=Fenilalanina, Lys=Lisina, His=Histidina, Trp=
Triptofano, Arg= Arginina.

Fuente: Marshall y Law; Thomas y Prichard citado por Mora Pefiaflor y Garcia Guerrero
(2007).

3.3.4. Géneros de las bacterias acido lacticas

Actualmente en la comunidad cientifica, las bacterias acido lacticas se acepta clasificarlas
en los géneros siguientes; Aerococcus, Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Oenococcus. Las que se utilizan en la industria
lactea por que se desarrollan bien en la leche son las que pertenecen a los géneros

siguientes: Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc (Lagarriga s.f.).
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Segun Lagarriga (s.f.) los géneros que se describen brevemente a continuacion son los que

tienen mayor importancia en la microbiologia de los alimentos:

a. El género Leuconostoc, del grupo de BAL, son cocos Gram positivos resistentes a
vancomicina, distribuidos en la naturaleza y empleados en la industria alimentaria.
Clasicamente considerado inocuo para la especie humana, se lo ha implicado en diversas
patologias en sujetos susceptibles; se lo aislé cada vez con més frecuencia y con un amplio
perfil de patogenicidad, por lo que en la actualidad se clasifica como patégeno oportunista
emergente. La puerta de entrada no ha sido estudiada en profundidad; las mas probables
son la digestiva, en intestinos alterados, y la cutanea, a través de la pérdida de su integridad.
Otras formas descritas son contaminaciones de la nutricion parenteral y enteral, esta Ultima
asociada sobre todo al uso de sondas gastricas. Los aislados casos descritos en pacientes
inmunocompetentes sin factores de riesgo involucran, sobre todo, a lactantes sanos
(Martinez Pajares et al. 2012).

b. El género Lactococcus es un tipo de bacteria acido lactica, es la mayor especie de
cinco incluidas como miembros de los grupos N del genero Streptococcus y especies
relacionadas. Estas tienen una forma tipicamente esférica u ovoide, de 0.5a 1.2 um por 0.5
a 1.5 um, y se agrupan en pares 0 en cadenas cortas. Estos no son formadores de esporas y
no tienen movimiento. Los Lactococcus son comunmente usados en la industria de la leche
y la manufactura de productos de leche fermentada. Ellos pueden usar cultivos simples de
cepas iniciadoras o cultivos de mezclas de cepas con otras bacterias acido lacticas como los

Lactobacillus y Streptococcus (Vargas Cortes et. al. 2006).

C. El género Streptococcus son un género de bacterias Gram positivas, esféricas de
menos de 2 um de tamafio. Estas bacterias crecen en cadenas o pares, donde cada division
celular ocurre a lo largo de un eje. De ahi que su nombre, del griego streptos, significa que

se dobla o retuerce con facilidad, como una cadena (Alarcon 2011).
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Segin Alarcon (2011) las caracteristicas generales del género Streptococcus son las

siguientes:
> Son bacterias anaerobias facultativas
> La mayoria de las especies crece en un ambiente con CO, (5%), con capnofilos

> Son homofermentativos, producen acido lactico a partir de la fermentacion de la
glucosa sin formacion de gas
> Son catalasa negativo
> Son oxidasa negativo

> Forman cadenas cuando crecen en medios liquidos

d. El género Lactobacillus estd formado por bacterias Gram positivas de forma bacilar
que suelen forman largas cadenas. Estas bacterias tienen diferentes hébitats, se pueden
encontrar formando parte de la flora normal de las mucosas de la boca o de la vagina, y
también se las puede encontrar en la leche. Distintas cepas de Lactobacillus son capaces de
fermentar la lactosa (un azucar) de la leche mediante una fermentacién acida que provoca
una bajada del pH (que provoca por ejemplo la coagulacion de la leche, mediante la
desnaturalizacion de sus proteinas). De hecho son bacterias aciddfilas, crecen mejor en

ambientes acidos (La ciencia y sus demonios 2011).

En la actualidad diferentes cepas de Lactobacillus, asi como otras de Streptococcus y de
Bifidobacterium han sido propuestas como prebidticos, microorganismos con capacidades
saludables. Se ha sugerido que son capaces de proteger frente a infecciones o al estrés
oxidativo. Su participacién en estos procesos, asi como su verdadera eficacia todavia esta
en un amplio debate dentro de la comunidad internacional, pero eso ya forma parte del tema

de otros futuros post (La ciencia y sus demonios 2011).
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3.3.5. Compuestos antimicrobianos producidos por las BAL

Estas bacterias producen otras sustancias antagonistas dentro de las cuales se destacan el
diacetilo, peréxido de hidrégeno, acetaldehido, compuestos no proteicos de bajo peso

molecular y las bacteriocinas (Vasquez et. al. 2012).

a) Acidos Organicos: Los &cidos organicos contribuyen al desarrollo de sabor, aroma
y textura de los alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de
microorganismos alterantes. La actividad antimicrobiana de los acidos organicos y del pH
es complementaria, siendo la fraccién no disociada de los acidos organicos la que posee
una mayor actividad inhibidora debido a su naturaleza lipofilica, ya que pueden atravesar la
membrana celular y disociarse en el citoplasma. Estas moléculas pueden ejercer dos
efectos: por un lado interfieren con funciones celulares, como puede ser la translocacion de
sustrato y la fosforilacién oxidativa, por otro lado, la disociacién de los acidos organicos
provoca el incremento de protones en el interior celular. Cuando la concentracion de
protones excede la capacidad tampén del citoplasma se transportan hacia el exterior
mediante bomba de protones, reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la

célula (Vasquez et. al. 2012).

La accion de los acidos organicos afiadidos es la de potenciar los mecanismos fisiolgicos
de prevencion. Los &cido organicos de cadena media (C6 a C12 caproico, caprilico,
caprico y laurico), parecen tener una actividad anti Salmonella mas acentuados que los

acidos de cadena corta (formico, acético, propionico y butirico) (Faura s.f.).

b) Compuestos no proteicos: Entre los compuestos no proteicos que producen las
BAL durante su crecimiento se encuentra la reuterina. Esta sustancia a diferencia de las
bacteriocinas y el peroxido, solo se produce por Lactobacillus reuteri, aislado del tracto
gastrointestinal de personas y animales; su potencial toxico ain no se ha evaluado, aunque
por su naturaleza existen dudas acerca de su posible utilidad en la industria alimentaria. Su

actividad antimicrobiana es extraordinariamente amplia, afectando a bacterias Gram
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positivas, Gram negativas, levaduras, mohos y protozoos. La reuterina se forma durante la
utilizacion anaerobia del glicerol e inhibe la actividad de la enzima ribonucleétido
reductasa involucrada en la sintesis del DNA, lo que determina su amplio espectro

antimicrobiano (Vasquez et. al. 2012).

C) Metabolitos de oxigeno: El crecimiento de BAL en medios aerobios conduce a la
formacion de varios metabolitos del oxigeno como: perdxido de hidrdgeno, aniones stper
oxido y radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida frente a la flora
lactica y no lactica. El peréxido de hidrégeno (H,O,) funciona como un oxidante
produciendo radicales libres que atacan los componentes celulares esenciales, lipidos,
proteinas y DNA (Vasquez et. al. 2012).

Se ha reportado que el H,O, producido por Lactobacillus y Lactococcus es capaz de inhibir
cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. y varios microorganismos psicrotrofos
en alimentos. En leche cruda el H,O, activa el sistema lactoperoxidasa, produciendo
hipotiocianato (OSCN-), oxiacidos (O,SCN- y O3SCN-) y productos intermediarios de
oxidacion que tienen un amplio espectro de inhibicidon contra bacterias Gram negativas y

Gram positivas (Yang citado por Ramirez Cuenca 2005)

d) Bacteriocinas: Este es el metabolito sobre el cual se han centrado la mayor parte de
estudios en los Ultimos afios, desarrollandose diversas investigaciones en torno a su
deteccion, produccion, purificacién, forma de accion, caracterizacion bioguimica,
propiedades bactericidas, microorganismos inhibidos o sensibles y aplicacion con éxito en

la biopreservacién de alimentos (Vasquez et. al. 2012).

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana producidos por sintesis
ribosomal y son segregadas por un gran numero de bacterias para inhibir el crecimiento de
otros microorganismos competidores. Estas sustancias con frecuencia actdan frente a las

bacterias mas estrechamente relacionadas. Sin embargo estudios recientes afirman que
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también pueden actuar frente a otras especies bacterianas, hongos y algunos parésitos
(Monroy Dosta et. al. 2009).

Las bacteriocinas de bacterias lacticas son generalmente estables a pH &cido o neutro,
indicando una adaptacion al entorno natural de las bacterias que las producen. Ademas
algunos extractos de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis presentan estabilidad
al calentamiento a 50 y 80 °C, propiedad que es importante para asegurar el control de
microorganismos en algunos procesos de la industria alimentaria. Algunos autores han
considerado que el espectro de inhibicién de estas proteinas es reducido, generalmente
sobre microorganismos relacionados taxondmicamente, de forma que presentan actividad

bactericida solamente frente a cepas sensibles (Vasquez et. al. 2012).

Segun Monroy Dosta et. al. (2009) y Vasquez et. al. (2012) la clasificacion de las
bacteriocinas de acuerdo a caracteristicas fisicas, quimicas y genéticas es descrita por

varios autores que coinciden en mencionar las siguientes clases:

X Clase | - Lantibioticos: son pépticos pequefios (menos de 5000 Da), que contiene
en su estructura aminoacidos atipicos o modificados caracterizada por la presencia de
aminodcidos no comunes como lantionina, metillantionina y o aminodcidos insaturados
como dehidroxilamina y dehidrobutirina, referenciados como lantibioticos. A este grupo
pertenece la nisina, que es la bacteriocina mejor caracterizada, y se comercializa para uso
como aditivo alimentario. Su aplicacion en alimentos es amplia, pues actia adecuadamente
a pH acido lo que permite su uso en productos fermentados. Otros ejemplos de este grupo

son la lacticina 481 y lacticina S.

X Clase 11: son péptidos pequefios termoestables (menos de 10000 Da). Ej. Lactacina
B, Lactocina 27. Esta caracteristica de termorresistencia parece estar relacionada con su
estructura molecular, normalmente compuesta por pépticos pequefios que no presentan

estructura terciaria.
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Esta caracteristica la hace atractiva para la utilizacion en la industria de alimentos, porque

resistiria tratamientos térmicos.

X Clase Ill: proteinas termolabiles de peso molecular mayor 30000 Da. Ej.
helveticina J. La Ultima revision de la clasificacion las divide en dos categorias principales:
los lantibidticos que contienen lantioninas (clase 1) y las bacteriocinas que no contiene
lantionina (clase I1), mientras que la clase general; proteinas termolabiles (es la clase 111 de

bacteriocinas) constituyen un grupo llamado bacteriolisinas (Vasquez et. al. 2012).

3.4. Clasificacion de las baterias Gram negativas

Estas son unicelulares pueden ser inmdviles o bien moviles mediante flagelos. Ademas,
otras pueden formar células de diferente forma y tamafio (por ejem., Arthrobacter). Se
pueden mover mediante flagelos, en diferente nimero y morfologia y otros se mueven
mediante natacion provocada por grupos de fibrillas axiales estrechamente enroscadas a la
célula bacilar y encerradas por la propia pared celular y otra forma de moverse es por
deslizamiento (Marin Galvin 2003).

3.4.1. Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como saprofitos en el tubo
digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en el
suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de
muchos animales ademas del hombre. Se han descrito 40 géneros con mas de 150 especies.
Estos géneros se han clasificado segln sus propiedades bioquimicas, estructura antigénica e

hibridacion y secuenciacion de los acidos nucleicos. A pesar de la complejidad de esta
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familia, menos de 20 especies son las responsables de més del 95% de las infecciones. El
género Escherichia se compone de cinco especies, de las que Escherichia coli, el
microorganismo mas prevalente de esta familia, es una de las bacterias prototipicas

sometidas a estudio (Puerta Garcia y Mateos Rodriguez 2010).

3.4.2. Acromobacterias

Son aerobias, saprofitas, actividad enzimética limitada. Parte esencial de la microflora
psicréfila que prolifera en la leche conservada a bajas temperaturas. Producen sustancias

viscosas o coloreadas (Rodriguez y Echevarria 2009)

Segln Rodriguez y Echevarria (2009) se distinguen los siguientes géneros:

» Alcaligenes: como indica su nombre prefiere medios de pH basico. A. viscolactis
produce viscosidad en la leche y A. metalcaligenes produce un crecimiento mucoso en la
superficie del requeson. Estos microorganismos proceden del estiércol, piensos, suelo,

agua y polvo.

» Flavobacterium: Las especies de este género producen pigmentos de color variable del
amarillo al naranja, pueden producir coloraciones anormales. Algunas especies son

psicrétrofas.

3.4.3. Micobacterias

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos de tres a cinco um de longitud o

curvos en forma de masa, inmoviles, no esporulados, con abundantes granulos
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citoplasmaticos, que poseen una resistencia mayor a la tincion por los colorantes comunes,
pero una vez tefiido son resistentes a la decoloracién con una mezcla de alcohol éacido.
Desde el punto de vista de los requerimientos atmosféricos algunos son aerobios y otros
microaerofilos. En cuanto a la velocidad de crecimiento algunas especies son de
crecimiento rapido y otros lentos. Se destaca en su estructura una gran riqueza en lipidos
(20-60%). Las mycobacterias son agentes de enfermedades infecciosas que han

acompariado al hombre a lo largo de su historia (Rodriguez s.f.).

3.5.  Microorganismos presentes en los alimentos

Inicialmente, existe una gran variedad de microorganismos en la superficie de los alimentos
naturales y, en ocasiones, en su interior. La composicion cualitativa y cuantitativa es
determinada por numerosos factores. Excepto en productos que han recibido diversos
tratamientos antimicrobianos severos (pasteurizacion) o alimentos que por su naturaleza no
suelen ser contaminados. Algunos microorganismos presentes en los alimentos sobreviven,

otros se multiplican y otros se inactivan (Fernandez citado por Ramirez Cuenca 2005).

La importancia de los microorganismos en los alimentos es mas evidente. La produccion
de alimentos por técnicas microbioldgicas es una actividad de larga historia: los
microorganismos alteran los constituyentes de los alimentos de forma que los estabilizan
permitiendo su mayor duracion y, ademas, proporcionan compuestos que confieren sabores
caracteristicos a los alimentos por ellos producidos. Esta faceta se complementa con la
accion de microorganismos alterantes de los alimentos y responsables de su deterioro de
forma que se hagan inaceptables por los consumidores (UNI 2010).

Cada microorganismo tiene una temperatura de crecimiento adecuado. Es importante tener
en cuenta que ha temperaturas muy bajas, el metabolismo celular es muy bajo y las células
paran de crecer; aungque no tienen por qué comenzar a morir. Sin embargo, cuando la

temperatura es superior a la 6ptima, se produce la muerte celular rdpidamente y las células
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no pueden recuperar su capacidad de division si posteriormente baja la temperatura
(Dominguez y Oliver 2007).

La mayoria de los microorganismos que producen enfermedades alimentarias, se
desarrollan mejor a temperaturas cercanas a 37°C que es la temperatura normal del cuerpo
humano. Pueden crecer entre los 5°C y 63°C a una velocidad considerable; fuera de este
rango su crecimiento es mas lento y su potencia reproductora se ve disminuida (OMS
2007).

3.5.1. Microorganismos patdgenos.

Los patogenos transmitidos por los alimentos pueden afectar seriamente a cualquier
persona, pero para las mujeres embarazadas y sus bebés, algunos patdgenos pueden ser

especialmente nocivos, incluso fatales (FDA 2013).

Segin FDA (2013) los patogenos principales transmitidos por los alimentos son los
siguientes; Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Escherichia coli (E. coli) patogénica, Listeria monocytogenes, Norovirus (virus del tipo
Norwalk), Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella, Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Yersinia

enterocolitica.

A) Escherichia coli: es una de las especies predominantes entéricos en el intestino
humano y, como parte de la flora intestinal normal, algunas de estas especies proporcionan
muchos beneficios para la salud al huésped, por ejemplo, evitan la colonizacion del
intestino por agentes patdgenos dafiinos. Sin embargo, hay pequefios grupos de E. coli, a
veces se hace referencia como enterovirulent E. coli, diarreogénicas E. coli, 0, méas
comunmente, patégenas de E. coli, que pueden causar graves enfermedades diarreicas en
los seres humanos (FDA 2012).
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Segin la FDA (2012) actualmente, hay seis grupos reconocidos patdgenos: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatdgenas (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), enteropatogenas de E. coli (EIEC), enteroagregativa E. coli (CEEA), y
adherencia difusa E. coli (DAEC). De estos, los cuatro primeros grupos son bien
conocidos por ser transmitida a través de alimentos o agua contaminada; EHEC, sobre todo,

a menudo implicados en los principales brotes de origen alimentario en todo el mundo.

E. coli O157:H7 posee capacidad para sobrevivir en condiciones acidas (pH 2.5 a 3), crecer
a muy bajas temperaturas (7 °C) y permanecer viables durante varios meses en productos
congelados segun cuadro dos. Esta tolerancia de E. coli O157:H7 a valores bajos de pH
puede explicar su baja dosis infectiva en el hombre, su persistencia en el tubo digestivo en
los rumiantes, asi como los alimentos con una acidez suficiente para inactivar a la mayoria

de los microorganismos patdgenos (Sanchez Rodriguez et. al. 2011).

Cuadro 2. Factores que afectan el crecimiento y la supervivencia de Escherichia coli
0O157:H7

Parametro Rango de crecimiento
Minimo Optimo Maéaximo
Temperatura 5-7°C 37°C 45 °C
Ph 2.5 7.0 9.0

Actividad de agua 095 | -
% CLNa -—-- ---- 6.5%
Velocidad de crecimiento (t3 ) 25 horas/ generacion, 8 °C
Valor Dgo = 45 segundos

Fuente: Sdnchez Rodriguez et. al. (2011).

B) El género Salmonella: pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
Gram negativos, de 0,7-1,5 x 2-5 um, anaerobios facultativos, no formadores de esporas,
generalmente mdviles por flagelos peritricos. Fermentan glucosa, maltosa y manitol, pero

no fermentan lactosa ni sacarosa. Son generalmente catalasa positiva, oxidasa negativa y
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reducen nitratos a nitritos. Son viables en diferentes condiciones ambientales, sobreviven a
la refrigeracion y congelacion y mueren por calentamiento (mayor a los 70 °C). El serotipo
de Salmonella estd determinado por los siguientes tres tipos de antigenos: el antigeno
somatico (O), el antigeno flagelar (H) y el antigeno de virulencia (Vi) (ANMAT et. al.
2011 y FDA 2012).
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IV. METODOLOGIA

4.1. Descripcion del lugar

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de la Empacadora de carnes
C&D, ubicada en el km 209 en la ciudad de Catacamas, carretera a Juticalpa, departamento
de Olancho. Ciudad situada a una altura de 1450 pies sobre el nivel del mar, posee un
clima agradable y fresco, con dos estaciones bien marcadas; un invierno y una estacion de

verano.

4.2. Materiales y equipo

Para la realizacion del experimento se utilizo los siguientes materiales y equipos:

4.2.1. Microorganismos

v Como cepas de bacterias &cido lacticas se utilizaron Lactobacillus casei y
Lactobacillus fermentum proporcionadas por Univet de San Pedro Sula y que fueron crio
conservadas con glicerol (-20 °C) ej. Anexo 9

v Cepas de bacterias patdgenas; E. coli O157H:7 ATCC 23982 proporcionado por
Univet de San Pedro Sula, esta cepa patdgena fue crio conservada con glicerol (-20 °C) ej.

anexo 9.



4.2.2. Cultivos de crecimiento

v Los cultivos de crecimiento que se utilizaron; caldo de triptona de soya (TSB),
caldo Man, Rogosa, Sharpe (MRS), enriquecido con glucosa y agar eosina azul de metileno
(E.M.B.).

v Para el control del pH en la fermentacion se utiliz6 hidréxido de sodio (NaOH).

v Para el lavado y separacion de la célula de las bacterias acido lacticas se utiliz6

cloruro de sodio (NaCl).

4.2.3. Equipo

Se utilizaron incubadoras, plancha de agitacion y calentamiento fisher scientific 7 x 7,
magnetos, cabina de bioseguridad clase Il tipo A2 labculture esco, micropipetas de 1 ml,
puntas estériles, pipetas de vidrio, mecheros, centrifuga refrigerada heraeus multifuge x3r
marca thermo scientific, erlenmeyer de 1000 ml, refrigerador, autoclave esterilizador
eléctrico horizontal con secado marca: halthem, balanza analitica explorer ohaus, balanza
portatil serie cs marca ohaus, phmetro thermo scientific eutech, termémetro bimetéalico tipo

reloj waterproof.

4.2.4. Equipos de proteccién personal y parametros de seguridad

Se utilizd equipo de proteccion individual (EPI) para reducir al minimo el nivel de riesgo
durante la manipulacion de los materiales y equipo, esto para garantizar la no
contaminacion y la seguridad personal. Para cumplir estas normas de seguridad se hizo uso

de los siguientes equipos de proteccion: Gabacha blanca de laboratorio, guantes de nitrilo,
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mascarilla y camara de bioseguridad clase 2 A2. EIl laboratorio de microbiologia es de

bioseguridad clase 2 A2.

4.3. Manejo del experimento

El procedimiento siguiente se utilizo para evaluar la accion antimicrobiana de cada bacteria
acido lactico (Lactobacillus fermentun y Lactobacillus casei) contra E. coli O157H:7, de

forma individual.

4.3.1. Preparacion de los medios de crecimiento

» Caldo Triptona de soya (TSB); se diluyd con agua destilada hasta homogenizar
uniformemente la sustancia, luego para la esterilizacion del medio se sometié a 121° C

durante 15 minutos en autoclave.

» Caldo Man, Rogosa, Sharpe (MRS); se diluy6é con agua destilada hasta homogenizar
uniformemente la sustancia, luego para la esterilizacion del medio se sometié a 121° C

durante 15 minutos en autoclave.

» Agar eosina azul de metileno (EMB); se diluy6 con agua destilada, se agité en
calentamiento hasta ebullicion, luego para la esterilizacion del medio se someti6 a 121°

C durante 15 minutos en autoclave.
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4.3.2. Preparacion de patogenos para la actividad antimicrobiana

Luego de la reconstitucion de las cepas (Anexo 2) tanto de las BAL como patégeno se

realizé lo siguiente:
> E. coli O157 H:7: A partir del cultivo puro se realizo repique por triplicado en
caldo TSB, se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 37 °C.

> Preparacion de las bacterias acido lactica para la actividad antimicrobiana.

Las bacterias &cido lacticas utilizadas se hizo un repique un dia antes de la fermentacion,
con caldo MRS y se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 37° C, asi como se

muestra en la figura 3.

Figura 3. Incubacién de bacterias acido lacticas

4.3.3. Proceso de fermentacion

La bacteria acido lactica se hizo crecer bajo el proceso de fermentacion en sustrato

comercial MRS. Se realiz6 una fermentacion en discontinuo por cinco horas utilizando dos
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Erlenmeyer de 1000 ml, sin aireacion, en agitacion continua con magneto fijado en 33 °C y
una agitacion de 100 rpm como se muestra en la figura cuatro. En la fermentacion se
utilizé un indculo inicial de 10 % con respecto al sustrato de fermentacion y se ajusto a un
pH de 5.5-6.2 utilizando NaOH.

Cada 30 minutos se tomd una muestra de cada uno de los Erlenmeyer para medir el pH y se

ajustod con NaOH, en caso necesario.

Figura 4. Proceso de fermentacion de las BAL

a) Obtencion y separacion de células de bacterias acido lacticas

En el proceso de fermentacion cada hora se tomaron 10 ml del fermentado en tubos de
ensayo. EI fermentado se llevo a centrifugacion durante 15 minutos/4° C a 3000 rpm.
Transcurrido el tiempo de centrifugacion, se separaron el precipitado y el sobrenadante. El
precipitado, correspondiente a células de bacterias acido lactica se sometié a un proceso de
lavado con solucién de NaCl al 0,9%, se agito suavemente, se centrifugo, por 15 min/4° C a
3000 rpm y se desecho el sobrenadante. De esta forma se obtuvo la célula de la bacterias
acido lactica libres de metabolitos (Serna Cock et. al. 2012). EI mismo procedimiento se

realizo a las horas cero, uno, dos, tres, cuatro y cinco de fermentacion.
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4.3.4. Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus casei y sus metabolitos contra E. coli 0157 H: 7.

La actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei y sus
metabolitos contra E. coli 0157 H:7, se midi6 a través de la técnica de difusion en placa.
Para el crecimiento de E. coli O157 H:7, se utilizaron placas de agar EMB y nutritivo
respectivamente de 5 mm de espesor (Anexo 10). En las placas en las cuales se midio la
actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum, y Lactobacillus casei se realizaron
orificios utilizando un sacabocado estéril de 15 mm de diametro. Cada placa se sembraron
por separado con 100 ul de cultivos de E. coli 0157 H:7 (Serna Cock et. al. 2012)

Posteriormente, en forma aséptica, se tomaron 100 ul del in6culo de la fermentacion de la
bacteria acido lactica, seguidamente se depositod en los orificios que se realizaron en las
placas con agar eosina-azul de metileno la cual contenian el patégeno (Serna Cock et. al.
2012).

Finalmente, todas las cajas de Petri se incubaron a 37 °C por 24 horas.

4.4.  Disefio experimental

Para evaluar la capacidad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei
contra E. coli 0157 H:7 se utilizé un disefio factorial 4 X 6.

4.4.1. Los factoresy niveles

v Factor sustancia biologica antimicrobiana (producto de fermentacion) con dos
niveles por cada bacteria acido lactica; célula de Lactobacillus fermentum + Metabolitos,
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célula de Lactobacillus fermentum (Anexo 11), célula de Lactobacillus casei +
metabolitos y célula de Lactobacillus casei.

v Factor tiempo de fermentacion de las bacteria &cido lactica (Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus casei) con seis niveles; hora cero, uno, dos, tres, cuatro y cinco.
La hora cero se tom6 como las condiciones iniciales de la fermentacién, las combinaciones

entre los niveles de cada factor se muestra en la figura 5.

v Se realizaron 24 tratamientos segun figura cinco con cuatro repeticiones por
tratamiento, para un total de 96 observaciones.

Froducto de fermento Tiempo de fermentacion Tratamiento

- Horann —_—3 Tl
Hora 1 e - R )
Celula de Laciobaci s casei J— Hora 2 —_—> T3

Hora: ——————3 T4
Hora 4 —_— TS
Hora 5 —_—— TH

I

Heora —_— TV
Hora 1 — TH
Celula de Lactiobacilius casei Hora 2 e
mas metabolitos b Hora = —  TI10
Hora 4 —_— TI11
L Hora 5 —_— T1Z

Hora 0 _ Tii
Heora 1 — 714
Célula de Laciobacilius Hora 2 _—_— T15
Termsniiiem Hora 3 -_ Tla
Hora 4 _— . TI7
Hora s —_ TIE

Hora -_> Ti19
Hora 1 —_—> T

Célula de Laciobacilus Horae  ——> T21
Fermenii tmAs metabolitos Hora 3 -_—3> TIZ
Hora "—1 —’- T23

Hora 5 _— T
Figura 5. Disefio experimental del trabajo de estudio.
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45. Variables a evaluar

45.1. Diametro de inhibicion

Transcurrido el tiempo de incubacion, en las placas de Petri se midi6 el diametro de los
halos de inhibicién (ej. anexo 12) de crecimiento de cada una de las bacterias acido lactica
(Lactobacillus fermentum y Lactbacillus casei) contra el E. coli O157H:7, utilizando regla

milimétrica.

4.6. Analisis estadistico

Los resultados se interpretaron mediantes el analisis de varianza (ANAVA) aplicando la
prueba Tukey a los factores que resultaron ser estadisticamente significativos sobre la
variable respuesta con una probabilidad de p<0,05, esta para realizar la comparacion entre
promedios entre los niveles de cada factor. Los datos obtenidos del disefio experimental se

analizaron mediante el programa estadistico Infostat.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo investigativo se realizo en las fechas comprendidas entre el 5 de agosto al 21 de
septiembre. Se realizaron pruebas preliminares para disminuir el error. La actividad
antimicrobiana “in vitro” de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei frente a E. coli
O157H:7 se desarroll6 por la técnica de difusion en placas Petri en condiciones que

favorecieron el crecimiento de los microorganismos.

5.1. Cambios de pH durante proceso de fermentaciones de las BAL (Lactobacillus

fermentum y Lactobacillus casei)

5.1.1. Control de pH durante el proceso de fermentacion de Lactobacillus

fermentum

En la figura 6, se presenta el comportamiento de pH durante el proceso de fermentacion de
Lactobacillus fermentum. EI pH inicial (hora cero) de la fermentacion del in6culo fue de
un promedio de 6.28, por lo cual se muestra que cada 30 minutos tenia un descenso el pH
del in6culo que contenian los Erlenmeyer. La variacion del pH en el tiempo 0 - 0.5 horas,
tuvo un intervalo de 6.28-5.58 en promedio del inicial, a partir de la hora 0.5 las variaciones
de pH del in6culo fueron descendiendo, siendo esta la hora (0 a 0.5) que se obtuvo el
mayor descenso de pH esto posiblemente por las condiciones iniciales de la fermentacion
que se desarroll6 el experimento. Estas variaciones de pH que se produjeron en el proceso
de fermentacion de Lactobacillus fermentum se desarrollé durante cinco horas (Anexo 3),

teniendo una variacion de pH promedio de 0.15 unidades entre cada 30 minutos de



fermentacion. Para Calderdn Santoyo et. al. (2003) L. fermentum es particularmente acido
tolerante, y bien adaptadas a las condiciones &cidas que se desarrollan durante la

fermentacion natural de pastas de cereales.

6.4

6.2 \
o L\

5.8 \

5:6 \ ——PH
5.4 \V/\V/\

5.2 T T T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Tiempo de fermentacion en ( Horas)

pH

Figura 6. Comportamiento de pH durante proceso de fermentacion de Lactobacillus

fermentum

5.1.2. Control de pH durante el proceso de fermentacion de Lactobacillus casei

De forma similar a lo anterior, en la figura 7, se muestra el comportamiento de pH en el
proceso de fermentacion de Lactobacillus casei durante cinco horas, teniendo variaciones
de pH entre cada 30 minutos (0.5 hora). En este proceso e igual que en la fermentacion de
Lactobacillus fermentum se monitoreo el pH del indculo cada 30 minutos (0.5 horas), en el
anexo 4 se muestran los datos obtenidos del comportamiento del pH en la fermentacion del

inoculo de Lactobacillus casei.

El pH inicial (hora cero) de la fermentacion inoculo fue de 6.46 de promedio, teniendo
descensos de pH entre cada intervalo de hora. En la hora que se obtuvo un mayor descenso

fue en el intervalo de 0 — 0.5 hora, con un intervalo de pH de 6.46 - 5.69, coincidiendo con
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los resultados de Montero Lagunes et. al. (2009) que menciona que en el primer intervalo
de tiempo se obtuvo el mayor descenso de pH con un intervalo de 5.70 — 4.25 en la

fermentacion de suero de leche con Lactobacillus casei

Pero comUnmente cada 30 minutos (0.5 hora) se obtuvieron descensos de pH, con
intervalos de pH menores en comparacion con el resultado que se obtuvo del intervalo de
hora 0 — 0.5. Estos descensos pH se debe a lo que menciona Pérez et. al. (2011) que a
medida que aumenta la fermentacion de los carbohidratos del medio, el pH disminuye. En
investigaciones de Armenta et. al (2002) indica que la disminucién mas rapida de pH se
llevé a cabo empleando la cepa de Lactobacillus sp., aislada de residuos de camar6dn que se
observé una disminucién a pH cercano a 4.0 a las 48 horas de fermentacién. La eficiencia
en la acidificacion del sustrato por esta cepa se explica por el hecho de que fue aislada de

camardn tropical, por lo que era un microorganismo ya adaptado al medio.

Para Hofvendahla y Hahn—Hégerdal (2000) los parametros que afectan a la fermentativa de
acido lactico (LA) de produccién son: microorganismo, de carbono y nitrégeno de origen,

el modo de fermentacién, el pH, y temperatura.

6.6

6.2 —

T 58
S 56

5.2

4.8
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Tiempo de fermetacion (Horas)

Figura 7. Comportamiento de pH durante proceso de fermentacién de Lactobacillus casei.

36



5.2. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de los factores de estudio (tipos de fermento y horas de
fermentacion) para las variables (Diametro de halo de inhibicién) se detallan a continuacion
mediante andlisis estadisticos de: ANAVA vy la prueba de Tukey para la comparacion de

medias de los factores significativos.

5.2.1. Determinacion de la accion antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y

Lactobacillus casei y sus metabolitos contra a E. coli O157H:7

En este trabajo experimental, segln el analisis de varianza ANAVA (Anexo 5) se muestra
que los factores de estudio hora de fermentacion y tipo de fermento se ajustan al modelo
con un R?= 0.82; es decir que en un 82% de los factores de estudio explican la variable el
diametro de inhibicion que presentaron las BAL (Lactobacillus fermentum y Lactobacillus
casei) y sus metabolitos en contra de E. coli O157H:7 y un 18% se explica por otros

factores que no fueron tomados en cuenta para la realizacion de este trabajo experimental.

La variable diametro de inhibicién present6 un coeficiente de variacion de 4.36 lo que
significa que los datos obtenidos estan poco dispersos y con estos resultados nos permite la
confiabilidad en la toma de los datos para la variable respuesta. Esto justifica que el
método utilizado para medir el didmetro de inhibicion fue uno de los mejores, ya sea

porque el experimento se realiz6 con un equipo especializado.

Con los resultados obtenidos del trabajo experimental el analisis de varianza nos permite
explicar si existe efectos significativos estadisticos de los factores de estudio sobre la
variable respuesta, como se muestra en el anexo 5, se encontré que el tipo de fermento
tiene efectos significativos (p<0,05) sobre el halo de inhibicion, es decir; Lactobacillus

fermentum, Lactobacillus casei y sus metabolitos, su capacidad antimicrobiana contra E.

37



coli O157H:7 es significativa. Mientras que otro de los factores de estudio como lo fue el
tiempo de fermentacion con seis niveles (horas cero, uno, dos, tres, cuatro y cinco), este se
presentd que tiene influencia sobre el halo de inhibicién. Es decir el tiempo de

fermentacion tuvo efecto significativo (p<0,05), sobre la inhibicién de E. coli O157H:7.

La interaccion entre los factores de estudio (Tipo de fermento * Tiempo de fermentacion)
segun el analisis de varianza como se muestra en el anexo cinco son estadisticamente
presentan significancia para p-valor (P<0.05), lo que significa que la interaccion tiene
efecto sobre la variable respuesta y que los factores tomados en cuenta actian de forma
dependiente sobre la variable el halo de inhibicion, es decir, actian de forma que los dos

factores necesitan de las condiciones que tienen entre ellos.

5.2.2. Efecto del tiempo de fermentacion Lactobacillus fermentum vy

Lactobacillus casei sobre E. coli O157:H7

Gréaficamente se presenta el comportamiento de los tiempos de fermentacion (hora cero,
uno, dos, tres, cuatro y cinco) sobre los halos de inhibicion de E. coli O157H:7, en la
figura ocho, se observa que a la hora de fermentacion cero se present6 la menor actividad
antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei contra E. coli 0157H:7
con un halo de inhibicién de 1.63 cm, y que en el anexo 6 nos muestra la comparacion de
medias segun Tukey y que la hora de fermentacion cero es estadisticamente diferente p-
valor (P<0.05), a las horas de fermentacion uno, dos, tres, cuatro y cinco. Sin embargo las
horas de fermentacion uno, dos, tres y cuatro son estadisticamente iguales es decir que a
estas horas de fermentacion se obtuvieron efectos estadisticos similares entre ellas sobre la

variable respuesta, con halos de inhibicion de 1.74, 1.73, 1.73 y 1.77 en cm.

Pero las horas de fermentacidn cuatro y cinco son estadisticamente iguales, presentando

halos de inhibicion con medias de 1.77 y 1.83 en cm. Donde mateméaticamente se
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recomendaria fermentar el inoculo de las BAL hasta la hora cinco, debido que aunque sea
estadisticamente igual a la hora cuatro de fermentacion, esta presenta la media més alta con

halo de inhibicion de 1.83 cm.

Comparacion de las medias de los halos de inhibjcion

m Hora 0
£ 1.85 1
S 1.8 - mHoral
c _
S 175 = Hora 2
5 17 1
= 1.65 - ® Hora 3
S 16 1 m Hora 4
< 1.55 -
I 15 . m Hora 5

Tiempo de fermentacion

Figura 8. Comparacion de las medias de los halos de inhibicion de Lactobacillus
fermentum y Lactobacillus casei contra E. coli O157H:7 en el variable tiempo de

fermentacion.

5.2.3. Efecto de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei y sus
metabolitos sobre E. coli O157H:7

En la figura 9, muestra la actividad antimicrobiana de los tipos de fermentos (célula de
Lact. casei, célula de Lact. casei + metabolito, célula de Lact. fermentum y célula de Lact.
fermentum + metabolito) que se utilizaron para la inhibicion de E. coli O157H:7,
mostrando que el fermento con menor actividad antimicrobiana es la célula de
Lactobacillus casei con una media 1.63 cm que fue el didmetro del halo de inhibicién
contra E. coli O157H:7, y mostrando diferencias estadisticas p-valor (P<0.05) entre los

demas tipo de fermentos estudiados. Mientras los fermentos; célula de Lactobacillus casei
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+ metabolito y la célula de Lactobacillus fermentum mostraron que no existen diferencias
estadisticas entre ellos con halos de inhibicién de 1.69 y 1.71 cm, pero si existe diferencias

estadisticas (P<0.05), con los demas tipo de fermentos.

La celula de Lactobacillus fermentum + metabolito, tuvo actividad antimicrobiana sobre E.
coli O157H:7 con un halo de inhibicion de 1.91 cm, presentando diferencia estadistica
(P<0.05) con los demés tipos de fermento (Anexo 7), y siendo este fermento el que mostro

la mayor actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7.

Gutiérrez Ramirez y Acosta Otélvaro (2009) demostrd que L.cassei produce sustancias
antimicrobianas contra bacterias gram negativa como E.coli pudiendo utilizarse

probablemente como un bioconservante natural en alimentos.

Comparacion i inhibicion con la

variable tipo de fermento _
e 2 m Celula de Lact. Casei
c 19 -
S 18 - m Célula de Lac. casei mas
S metabolito
f:’ L7 7 Célula de Lact. fermentum
% 1.6 -
o915 - m Célula de Lac. fermentum
£ mas metabolito

14 .
Tipo de fermento

Figura 9. Comparacion de las medias de los halos de inhibicion de Lactobacillus

fermentum y Lactobacillus casei contra E. coli O157H:7 en la variable tipo de fermento.

En el anexo 8, se muestran las comparaciones de las medias entre las interacciones (Tipo de
fermento * Tiempo de fermentacion), siendo un total de 24 tratamientos, es decir 24
interacciones, mostrando diferencias estadisticas (P<0.05) pero con actividad

antimicrobiana contra E. coli O157H:7, la interaccion célula de Lact. casei * hora cero no
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presento actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7 y sin posibilidades de utilizarlo
como tratamiento conservador de alimentos, aunque en investigaciones de Gutiérrez
Ramirez y Acosta Otalvaro (2008) encontraron que L.casei presentd actividad antagénica
contra E.coli, pues la zonas de inhibicion leidas como variable de respuesta fueron mayores
de 2 cm. Mientras el tratamiento que presento la mayor actividad antimicrobiana frente a
E. coli O157H:7en este estudio fue la hora cinco * célula de Lact. fermentum + metabolito
con un halo de inhibicion de 2.10 cm, estadisticamente diferente (P<0.05) a los demas
tratamientos, y segun la prueba de comparacion de medias de Tukey este tratamiento tiene

mayor capacidad antimicrobiana contra E. coli O157H:7 porque fue la media mas alta.

Diferentes investigaciones han demostrado capacidad antimicrobiana de BAL y de
bacteriocinas contra E. coli y otros patdgenos Gram negativos (Garneau et. al. 2002;
Mufandaedza et. al. 2006; Belfiore et. al. 2007 y Castro et. al. 2011). Por lo cual, el uso de
las BAL y de sus productos metabdlicos se considera generalmente como seguro. La
aplicacion de los compuestos antimicrobianos producidos como una barrera natural contra
los agentes patdgenos y deterioro de los alimentos causadas por agentes bacterianos se ha
demostrado ser eficaz. Las bacteriocinas pueden ser aplicados en una forma purificada o en
una forma cruda o mediante el uso de un producto fermentado previamente con una cepa
productora de bacteriocina como un ingrediente en la elaboracién de alimentos o
incorporados a través de una cepa productora de bacteriocina (Ammor et. al 2006;
Zacharofa y Lovitt 2012). Pero segun Rodriguez et. al. (2005) el efecto de las BAL
productoras de bacteriocinas en los niveles mas bajos de patdgenos seria presumiblemente

mas inhibidoras.

En este trabajo, los metabolitos producidos en la fermentacion por Lactobacillus fermentum
y Lactobacillus casei, se utilizaron de forma combinada con las células de estas BAL en la
actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7, donde los resultados con mayor actividad
antimicrobiana fueron la célula de las BAL mas los metabolitos, estos resultados coinciden

con la investigacion de Serna Cock et. al. (2012) que demostro que Weissella confusa tuvo
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mayor actividad antimicrobiana contra E. coli utilizando Weissella confusa mas sus

metabolitos.

En estudios de Cizeikiene et. al. (2013) ponen de relieve la posibilidad de que la seguridad
alimentaria y calidad de los alimentos drasticamente se pueden mejorar mediante bacterias
acido lacticas con actividad antimicrobiana. Porque segun Helander et. al. (1997) y
Ghanbari et. al. (2013) las bacterias &cido lacticas producen una variedad de compuestos
de bajo peso molecular que incluyen &cidos, alcoholes, dioxido de carbono, diacetilo,

perdxido de hidrégeno y otros metabolitos.
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VI. CONCLUSIONES

Se demostrd6 que Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum y sus metabolitos
presentaron actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7 patégeno gram negativo pero
con perfiles diferentes de inhibicion y garantizando que pueden ser utilizadas en la
inocuidad, seguridad alimentaria para la prevencion de las enfermedad transmitidas por los

alimentos.

Se obtuvo la mayor actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7, con el producto de
fermentacién de la célula de Lactobacillus fermentum mas sus metabolitos, siendo esta

estadisticamente diferente p-valor (P<0.05) a los demas productos de fermentacion.

Se demostrd que el tiempo de fermentacidén de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus
casei mas sus metabolitos a la hora cinco tiene mayor actividad antimicrobiana contra E.
coli O157H:7.

La célula Lactobacillus casei sin sus metabolitos y a la hora cero de fermentacion no
presento actividad antimicrobiana contra E. coli O157H:7, por lo tanto este producto de la

fermentacion, no garantiza ser un agente conservador de alimentos.



VIl. RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores en esta area seria importante modificar los factores de estudio
como por ejemplo en el tiempo de fermentacion se deberia utilizar tiempos més largos para

conocer si existe mayor actividad antimicrobiana.

Determinar las concentraciones de las bacterias acido lacticas con que son capaces de

inhibir una determinada concentracion de E. coli O157H:7 por medio de diluciones.

Probar la capacidad antimicrobiana de los metabolitos por si solos de Lactobacillus

fermentum y Lactobacillus casei contra E. coli O157H:7

Evaluar la actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei
contra otras cepas patdgenas para asi aprovechar su accién antimicrobiana y emplearlos

como conservante de alimentos.

Comparar la actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum y Lactobacillus casei

con otras bacterias acido lacticas en contra de patdgenos presentes en los alimentos.
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ANEXOS



Anexo 1. Bacterias acido lacticas homofermentativas y heterofermentativas

HOMOFERMENTATIVAS

HETEROFERMENTATIVAS

HETEROFERMENTATIVAS

FACULTATIVAS

Lactobacillus: Lactobacillus: Lb. acetotolerans
Lb. acidophilus Lb. brevis Lb. hamsteri
Lb. delbrueckii subesp. Lb. buchneri Lb. casei
bulgaricus. Lb. fermentum Lb. coryniformis
Lb. helveticus Lb. reuteri Lb. curvatus
Lb. jensenii Lb. hilgardii Lb. plantarum
Lb. delbrueckii subesp. Lb. sanfrancisco Lb. sake
lactis Lb. trichodes Lb. paracasei
Lb. farciminis Lb. fructivorans Lb. rhamnosus
Lb. salivarius subesp Lb. collinoides Lb. pentosus
salivarius Lb. kéfir Lb. alimentarius
Lb. gasseri Lb. Maleferementans Lb. agilis
Lb. gallinarium
Pediococcus: Leuconostoc: Pediococcus:
P. damnosus Lc. amelibiosum P. acidilactici
P. dextranicum Lc. argentinum P. pentosaceus
P. parvulus Lc. lactis P. damnosus
Lc. mesenteroides P. dextrinicus
Lc. Gelidum P. inopinatus
Streptococcus: Carnobacterium:
S. bovis C. divergens
S. thermophiles C. mobile
C. gallinarum
C. piscicola
Lactococcus: Weissella:
L. lactis subesp. Lactis W. confusus

L. lactis subesp. Cremoris

W. paramesenteroides
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L. lactis subesp. Hordmiae

W. confusus

L. garviae W. halotolerans
L. plantarum W. minor

W. viridescens
Vagococcus:
V. fluvialis

V. salmoninarum

Fuente (Stiles y Holzalpfel, citado por Ramirez Cuenca 2005).
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Anexo 2. Procedimiento para la reconstitucion de cultivos liofilizados.

1. Preparativos

Contar con recipientes para desechar los fragmentos de vidrio, agua esteril, pipetas pasteur

estériles y pinzas metalicas.

2. Calentamiento de la punta a la llama.

++ Dependiendo de la intensidad de la combustién pude requerir entre 5y 15 segundos.
«+ Asegurese que el cono de calor solo afecte la punta estrecha de la ampolla para no dafiar
el liéfilo o la cepa microbiana.

« El tapon interior de algodén no debe oscurecerse.

3. Resquebrajado del vidrio con agua estéril.

¢+ Dejar caer de 1-4 gotas (gota a gota, no a chorro).

¢+ Si no se produce ningun agrietamiento repita el paso anterior alargando un poco el
tiempo de calentamiento.

+ Si en el momento del resquebrajamiento el algodén se dispara hacia adentro es sefial que
el calentamiento ha sido excesivo. Ademas de que serd mas dificil su extraccion se habra

corrido el riesgo de perjudicar la viabilidad del li6filo.
4. Retirada de los fragmentos de vidrio.
+¢+ Si no se hubieran desprendido en el momento de desquebrajarse se pueden retirar con la

ayuda de unas pinzas flameadas previamente dando un golpe seco.

¢+ Suba con las pinzas el algodon para facilitar su manipulacién posterior.
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% Todas estas operaciones deben hacerse con la debida atencion que precisa el manejo del
vidrio roto (p. ej. Proteja sus ojos, no retire fragmentos con los dedos, etc.).

5. Resuspension del liéfilo y siembra.

a) Re suspension
Con la ayuda una pipeta Pasteur afiada 0.2 — 0.3 ml del medio liquido estéril recomendado.
Resuspenda cuidadosamente el liofilo hasta conseguir una rehidratacion completa. Puede
ayudarse de la pipeta para aspirar y expulsar la suspension pero hagalo suavemente y
evitando la formacion de burbujas de aire.

b) Siembra
Utilice toda la suspension para inocular un medio solido (placa Petri con agar) y un tubo
con 0.5 -10 ml con medio liquido que debera ser incubado hasta observar crecimiento antes
de escalar a volimenes mayores.
No es aconsejable guardar parte de la suspension en la propia ampolla como reserva pues
una vez abierta no constituye un recipiente idéneo para este fin.

c) Incubacion
A la temperatura 6ptima para el microorganismo y siguiendo cualquier otra indicacion que

exista en el albaran de entrega o en la ficha de la cepa.
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Anexo 3. Cambios de pH durante proceso de fermentacion de Lactobacillus fermentum

Hora de fermentacion pH N° de Erlenmeyer de 1000 mi NaOH
0 6.27 1
6.29 2
0.5 5.72 1
5.65 2
1 5.58 1
5.48 2 Se le agrego 8.33 ml
15 5.53 1
5.47 2 Se le agrego 8.33 ml
2 5.45 1 Se le agrego 8.33 ml
5.44 2 Se le agrego 8.33 ml
2.5 5.36 1 Se le agrego 8.5 ml
5.36 2 Se le agrego 8.5 ml
3 5.36 1 Se le agrego 8.5 mi
5.45 2 Se le agrego 8.33 ml
35 5.40 1 Se le agrego 8.33 ml
5.52 2
4 5.40 1 Se le agrego 8.33 ml
5.35 2 Se le agrego 8.5 ml
45 5.52 1
5.46 2 Se le agrego 8.33 ml
c 541 1
5.43 2

58



Anexo 4. Cambios de pH durante proceso de fermentacion de Lactobacillus casei.

Hora de N° de Erlenmeyer de 1000
fermentacion PH ml NaOH
0 6.46 1
6.45 2
0.5 5.69 1
5.68 2
1 5.58 1
5.63 2
1.5 5.45 1 Se le agrego 8.33ml
5.46 2 Se le agrego 8.33 ml
2 5.45 1 Se le agrego 8.33 ml
5.50 2
2.5 5.48 1 Se le agrego 8.33 ml
5.22 2 Se le agrego 9 ml
3 5.36 1 Se le agrego 8.5 mi
5.45 2 Se le agrego 8.33 ml
3.5 5.40 1 Se le agrego 8.33 ml
5.52 2
4 5.38 1 Se le agrego 8.5 ml
5.35 2 Se le agrego 8.5 ml
45 5.44 Se le agrego 8.33 ml
5.40 Se le agrego 8.33 ml
. 5.47
5.42
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Anexo 5. Analisis de varianza (ANAVA) del trabajo experimental

Variable N R? C.V.
Diametro de inhibicion 96 0.82 4.36
FV SC GL CM F p-valor
Modelo 1.89 23 0.08 14.34 <0.0001
Tiempo de fermentacion 0.36 5 0.07 13.63 <0.0001
Tipo de fermento 1.07 3 0.36 62.03 <0.0001
Tiempo de fermentacion*Tipo
de fermento 0.46 15 0.03 5.38 <0.0001
Error 041 72 0.01
Total 2.30 95

Anexo 6. Prueba de comparacién de medias segin Tukey para la variable Tiempo de

fermentacién

Tiempo de
fermentacion N Medias Agrupacion

0 Hora 16 1.63 cm A

3 Hora 16 1.73cm B

2 Hora 16 1.73cm B

1 Hora 16 1.74 cm B

4 Hora 16 1.77 cm B C
5 Hora 16 1.83cm C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<=0.05).

Anexo 7. Prueba de comparacion de medias segun Tukey para la variable Tipo de

fermento.

Tipo de fermento N Medias Agrupacion
Célula de Lac. Casei 24 1.63 cm A
Célula de La_lc. casei 24 169 cm B
mas metabolito
Célula de Lact. 24 171 cm B
fermentum
Célula de Lac.
fermentum mas 24 1.91cm C
metabolito

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<=0.05).




Anexo 8. Prueba de comparacion de medias segiin Tukey para la variable interacciéon Tipo
de fermento * Hora de fermento

Tiempo de
fermentacion Tipo de fermento N  Medias Agrupacion
(Horas)

0 Célula de Lac. Casei 4 150cm A

0 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 155cm AB

1 Célula de Lac. Casei 4 160cm ABC

1 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 163cm ABCD

2 Célula de Lac. Casei 4 163cm ABCD

0 Célula de Lac. Fermentum 4 163cm ABCD

4 Célula de Lac. Fermentum 4 1.65cm ABCD

3 Célula de Lac. Casei 4 1.65cm ABCD

3 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 168cm ABCD

1 Célula de Lac. Fermentum 4 1.68cm ABCD

4 Célula de Lac. Casei 4 170cm ABCD

5 Célula de Lac. Fermentum 4 170cm ABCD

5 Célula de Lac. Casei 4 173cm BCD

2 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 173cm BCD

2 Célula de Lac. fermentum mas 4 1.78cm CDE
metabolito

3 Célula de Lac. fermentum mas 4 1.78cm CDE
metabolito

4 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 1.78cm CDE

3 Célula de Lac. Fermentum 4 1.80cm CDE

2 Célula de Lac. Fermentum 4 1.80cm CDE

5 Célula de Lac. casei mas metabolito 4 1.80cm CDE

0 Célula de Lac. fermentum mas 4 1.83cm DE
metabolito

4 Célula de Lac. fermentum mas 4 1.95cm EF
metabolito

1 Célula de Lac. fermentum mas 4  2.05cm F
metabolito

5 Célula de Lac. fermentum mas 4 2.10cm F
metabolito

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<=0.05).




Anexo 9. Crioconservacion de cepas con glicerol al 20%

%3

Anexo 10. Crecimiento de E. coli O157H:7 en placas Petri con agar EMB
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Anexo 11. Célula de Lactobacillus fermentum

Anexo 12. Actividad antimicrobiana de Lactobacillus fermentum contra E. coli O157H:7
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