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GLOSARIO

Bioconservante: Son sustancias que provienen de microorganismos o sus metabolitos,

utilizados para extender la vida util del alimento.

Conservantes quimicos: Son sustancias quimicas utilizadas para detener o minimizar el

deterioro a los alimentos causado por distintos tipos de microorganismos.

Calidad microbiolégica del alimento: Es la determinaciobn o medicion de

microorganismos contaminadores 0 patdgenos que estan presentes en ellos.

Probidtico: Son alimentos que contienen microorganismos vivos destinados a mantener

0 mejorar la microbiota del cuerpo.

Vida util del alimento: Es el periodo de tiempo durante el cual mantiene una calidad

adecuada.

Bacteriocina: Son proteinas con actividad antimicrobiana, que son producidas por

algunas cepas bacterianas.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de la combinacion de bacteriocina
obtenidas de yogurt con probidtico mas EDTA en diferentes concentraciones sobre la calidad
microbiolégica de la leche que estd destinada a la elaboracion de productos lacticos. La
investigacion realizada fue de tipo basico, de nivel experimental, que incluyé 10 muestras de
yogures suplementados con microorganismos probioticos de marcas comerciales, de los cuales se
obtuvieron 20 aislamientos en las instalaciones del Laboratorio BIOMIC de Cajamarca. Para el
aislamiento de bacterias acido lacticas se utilizé el medio MRS y fueron seleccionadas 9 cepas ya
que cumplieron con el perfil de BAL, también se realiz6 la prueba cualitativa Biuret para
identificar proteinas en donde todas las cepas confirmaron la presencia de proteinas
extracelulares. Las 9 cepas fueron transportadas al Laboratorio de Tecnologias Limpias y/o
Emergentes de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Trujillo, para
dar inicio a la produccién de bacteriocinas, luego se realizaron pruebas de inhibicion para
determinar y seleccionar los extractos crudos de bacteriocina con mayor capacidad de inhibicion,
siendo los extractos crudos de las cepas aisladas O1 y O4, ya que presentaron halos mayores a 8
mm. Posteriormente de ambos extractos se evaluo su capacidad de inhibicion donde se combind
bacteriocinas mas EDTA en diferentes concentraciones (T1: 100 ppm BTC + 25 ppm EDTA, T2:
75 ppm BTC + 50 ppm EDTA y T3: 50 ppm BTC + 75 ppm EDTA) en donde presento la cepa
04 mas EDTA mayor capacidad inhibitoria frente al principal indicador de contaminacién en
alimentos: Escherichia coli, con halos mayores a 18 mm. Para finalizar, se inocul6 los distintos
tratamientos (T1, T2 y T3) combinando bacteriocina mas EDTA en leche para medir los
parametros de calidad microbioldgica en aerobios mesofilos y coliformes, teniendo en cuenta los
limites permisibles descritos en el Decreto Supremo que aprueba el reglamento de la leche y
productos lacteos en el Per(. Se determind que, de los 3 tratamientos evaluados, solo el T3

presentd mayor capacidad inhibitoria en los primeros 3 dias de inoculacion.

Palabras clave: Bacteriocina, EDTA, bacterias acido lacticas, calidad microbioldgica, inhibicion
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the efficiency of the combination of bacteriocin
obtained from yogurt with probiotic plus EDTA in different concentrations on the microbiological
quality of milk intended for the production of dairy products. The research carried out was of a
basic type, at an experimental level, which included 10 samples of yogurt supplemented with
probiotic microorganisms of commercial brands, from which 20 isolates were obtained in the
facilities of the BIOMIC Laboratory of Cajamarca. For the isolation of lactic acid bacteria, MRS
medium was used and 9 strains were selected since they complied with the LAB profile. The
qualitative Biuret test was also performed to identify proteins in which all strains confirmed the
presence of extracellular proteins. The 9 strains were transported to the Laboratory of Clean
and/or Emerging Technologies of the Faculty of Chemical Engineering of the National University
of Trujillo, to start the production of bacteriocins, then inhibition tests were performed to
determine and select the crude bacteriocin extracts with the highest inhibition capacity, being the
crude extracts of the isolated strains O1 and 04, since they presented halos greater than 8 mm.
Subsequently, both extracts were evaluated for their inhibition capacity where bacteriocins plus
EDTA were combined at different concentrations (T1: 100 ppm BTC + 25 ppm EDTA, T2: 75
ppm BTC + 50 ppm EDTA and T3: 50 ppm BTC + 75 ppm EDTA), where the O4 strain plus
EDTA presented the highest inhibitory capacity against the main indicator of contamination in
food: Escherichia coli, with halos greater than 18 mm. Finally, the different treatments (T1, T2
and T3) combining bacteriocin plus EDTA were inoculated in milk to measure the
microbiological quality parameters in mesophilic aerobes and coliforms, taking into account the
permissible limits described in the Supreme Decree that approves the regulation of milk and dairy
products in Peru. It was determined that, of the 3 treatments evaluated, only T3 presented a greater

inhibitory capacity in the first 3 days of inoculation.

Keywords: Bacteriocin, EDTA, lactic acid bacteria, microbiological quality, inhibition
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En los productos lacteos y sus derivados, el uso de conservantes es de suma importancia
para mantener un producto de calidad. Los conservantes quimicos son uno de los mas
utilizados y su aplicacion corresponde a una practica muy antigua realizada por empresas
como método de conservacion (Villeda, 2010). Sin embargo, los consumidores cada vez
tienen mas conciencia sobre el consumo de productos libres de sustancias quimicas, por
ello se desarrollan nuevas alternativas de conservacion natural como las bacteriocinas,

que, unidas o combinadas a las ya existentes, permitan la obtencion de un mejor producto.

La combinacion de conservantes naturales y quimicos, nos permitiria conocer el grado en
la mejora de las caracteristicas microbiolégicas permitiendo asi potenciar a los
conservantes, asi mismo el uso de los conservantes quimicos a largo plazo, pueden
aumentan los riegos de intoxicacion, alergias y enfermedades. Por ello es que se han
desarrollado conservantes naturales que son degradados facilmente en el organismo y que
hasta el momento no se han registrado ningln problema de salud en el consumidor

(Agudelo y col., 2015; Sanchez y col., 2019).

En Cajamarca, la elaboracion y comercializacion de productos lacteos estd ampliamente
distribuida, por ser un producto caracteristico de esta region; en la cual hay poca
informacion sobre los conservantes de origen natural que usan para la conservacion de
productos lacteos, permitiendo trabajar sinérgicamente conservantes naturales y
conservantes quimicos para obtener un producto menos procesados, que ademas garantice

la inocuidad y mayor vida atil de los alimentos sin alterar sus caracteristicas.



Por todo lo expresado anteriormente, la presente investigacion se enfoco en evaluar la
eficiencia de las distintas combinaciones de bacteriocina con EDTA sobre la calidad
microbioldgica de la leche cruda destinada a la produccion de lacteos en el departamento
de Cajamarca. Para ello se aislaron bacterias acido lacticas (BAL) proveniente de 10
yogures con probi6tico de marcas comerciales, ademéas de ello se realizaron pruebas
confirmativas para determinar su presencia, posteriormente con estas BAL se logro
producir bacteriocinas las cuales fueron sometidas a pruebas para determinar su grado de
inhibicion. Posteriormente se seleccionaron las BAL que presentaron mayor halo de
inhibicién y estas combinarlas con EDTA en diferentes concentraciones y poder
determinar su efecto sobre la calidad microbiologica de la leche cruda, teniendo en cuenta
los limites permisibles descritos en el Decreto Supremo que aprueba el reglamento de la

leche y productos lacteos en el Peru.

Finalmente, la investigacién se centro en determinar la eficiencia de la combinacion de
bacteriocina con EDTA, como una posible nueva alternativa para mejorar la calidad
microbioldgica de la leche destinada a la produccion de lacteos en el departamento de
Cajamarca — Per0, ya que permitird generar nuevos productos con menor porcentaje de

conservantes sintéticos.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion
Aguado y col. (2014) en su trabajo “Evaluacion de efecto antimicrobiano in vitro del
extracto crudo de bacteriocina en combinacion con conservadores quimicos utilizados
en la industria cdrnica” tuvieron como objetivo determinar la efectividad de la
bacteriocina producida por Enterococcus faecium MXVK29 en combinacion con
conservantes quimicos (benzonato de sodio, el sorbato de potasio y nitritos) para
inhibir microorganismos de deterioro y patdgenos. El resultado de su trabajo fue mas
favorable al combinar las bacteriocinas (125 ppm) con benzonato de sodio (100 ppm),
sobre las demas combinaciones para inhibir el crecimiento de microorganismos de
deterioro (Escherichia coli) con halos de inhibicion mayores a 6 mm. Ademas,
evidenciaron que, al usar solo bacteriocinas para inhibir a microorganismos, los
resultados fueron desfavorables para inhibir E. coli con halos de inhibicion menores

a 2 mm. Sin embargo, solo evaluaron el efecto antimicrobiano en E. coli.

Ormaza (2018) en su tesis “Evaluacion del efecto conservante de Nisina y EDTA
sobre E. coli en queso fresco” tuvo como objetivo evaluar los efectos en distintas
concentraciones de estos dos conservantes, trabajando sinérgicamente y determinar si
hay un resultado 6ptimo para inhibir a E. coli. Trabajo con las siguientes
concentraciones de EDTA y nisina, tratamiento 1(100 mg/ de EDTA y 25 mg/kg de
nisina), tratamiento 2(75 mg/kg de EDTA y 50 mg/kg de nisina), tratamiento 3(50
mg/kg de EDTA y 75 mg/kg de nisina), tratamiento 4(sin conservantes). El cual fue

inoculado con 4,0 X 10* UFC/mL de E.coli. Para evaluar el efecto sinérgico de estos



conservantes, realizé un recuento microbiano en placas de Neoflim en diferentes dias.
El principal resultado fue el tratamiento 1(100 mg/kg de EDTA y 25 mg/kg de nisina),
que logré inhibir el 50% de la poblacién microbiana. Sin embargo, evalua el efecto

bajo una bacteriocina purificado en E.coli.

Colugna (2019) en su tesis “Efecto de la nisina en la vida 1til de yogurt frutado con
probioticos” evalué el efecto de la nisina como bioconservante en la vida util del
yogurt, mediante andlisis microbioldgico, fisicoquimico y sensorial. En su trabajo
preparé 6 tratamientos: yogurt sin pasta ni conservante, yogurt frutado sin
conservante, yogurt frutado con sorbato de potasio y los experimentales con nisina en
distintas concentraciones de 100, 250 y 400 mg/kg. Para determinar la vida util realiz6
un andlisis de acidez cada 2 dias durante 90 dias, recuento de coliformes totales cada
6 dias durante 84 dias y, pruebas sensoriales de aceptabilidad. Concluy6 que el yogurt
frutado con nisina a una concentracion de 250 mg/kg posee una mejor vida util
microbioldgica, fisicoquimica y una mayor aceptabilidad. Sin embargo, evaltan el

efecto de la nisina, una bacteriocina pura en concentraciones muy elevadas.

Valencia (2020) en su tesis “Determinacion de la capacidad conservante de bacterias
acido lacticas y mesofitas aplicadas en salami para evitar el uso de conservantes
artificiales” tuvo como objetivo establecer las causas y efectos que conlleva usar
bacterias &cido lacticas y mesofitas como alternativas para su uso como conservantes
en la elaboracion de salami. Los analisis microbioldgicos que sirvieron para inhibir a
Staphylococcus aureus, Clostridium perfrigens y Salmonella spp, presentaron valores
dentro del rango establecido que garantizaron su inocuidad al usar 0,8 g de bacterias

acido lacticas, por otro lado, los andlisis fisicoquimicos determinaron la estabilidad



del salami. Se concluyé que, el uso de estos microorganismos como conservante es
valido segun la norma técnica de alimentos, ademas de ser una alternativa para
minimizar el uso de conservantes quimicos. Sin embargo, presenta un resultado

favorable con elevada concentracién de bacterias acido lacticas.

2.2. Fundamentos teoricos de la investigacion.

2.2.1. Leche como materia prima para productos lacteos.
Se define a la leche como una secrecién lactea, sin calostro, que es obtenida por
el ordefio higiénico del liquido segregado por glandulas mamarias de las hembras
de los mamiferos; tiende a tener un color blanco, sabor dulce y un pH cercano a

7. Ademas, esta compuesta por agua, grasa y solidos no grasos (Revilla, 1982).

La calidad de la leche cruda es importante para la Industria Lactea, para poder
tener un producto de calidad. La presencia de células somaticas (CS) en la leche
cruda es un indicador de salud en la ubre de la vaca, los valores normales en un
animal sano oscilan en 200 000 CS/mL y valores mayores a 400 000 CS/mL nos
indica problemas de mastitis en las vacas (Celis y col., 2009); cuando estos

nameros son elevados, existe un mayor riesgo de contaminacion en la leche.

La leche cruda al tener un contenido alto de agua, gran variedad de nutrientes y
su pH, es considerado un buen medio para el crecimiento de microorganismos. Al
pasar por la ubre, contacto por el pezon, la piel del animal y por todo el proceso
del ordefio, también por el proceso de almacenamiento y transporte, va generando
una microbiota muy amplia que incluyen microorganismos beneficiosos y

patogenos para la salud humana (Arques, 2003). Las funciones de algunos



microorganismos en la leche son: facilitar las fermentaciones de los productos
lacteos (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Propionibacterium), los que
causan deterioro (Pseudomonas, Clostridium, Bacillus) o son que aportan
beneficios a la salud (lactobacilos, bifidobacterias) (Quigley y col., 2013).
Ademas, existen microorganismos deterioradores y potencialmente patdgenos,
por ejemplo: Escherichia coli, Listeria, Samonella, Campylobacter y hongos

productores de micotoxinas (Arroyo y col., 2018).

En el Perq, la leche debe cumplir la normativa sanitaria nacional vigente, referido
en el Decreto Supremo N° 007-2017(Articulo 9), tal como se muestra en la Tabla
1; en la cual decreta que la leche debe provenir de animales libres de enfermedades
y cumplir con especificaciones de calidad sanitaria e inocuidad que esta
establecido por el Ministerio de Salud, con lo siguiente:

Tabla 1. Aspectos microbioldgicos (MINAGRI, Decreto Supremo N° 007-2017.

Articulo 9)
Agente Unidad Categoria Clase N c Limites por
Microbiano mL
m M
Aerobios mesofilos  UFC/mL 3 3 5 1 5x10° 108
Coliformes UFC/mL 4 3 5 3 10? 103

2.2.1.1. Bacterias mesofilas
La mayor parte de bacterias presentes en la leche, son microorganismos mesofilos,
por eso es que se emplea el proceso de refrigeracion a temperaturas de 4°C a 5°C
para asegurar la calidad de la leche, aunque este proceso no debe pasar de las 24
horas, ya que favoreceria al aumento en namero de flora psicotropa (Arroyo y
col., 2018). Los mesofilos son indicadores de control de la temperatura, procesos

de transporte y almacenamiento (Spencer y col., 2001). Una alta carga microbiana



refleja: Materia prima (leche) excesivamente contaminada, excesiva
manipulacion en la elaboracion del producto, posible presencia de patogenos y
tasas superiores de 10® — 107 por gramo un inicio de descomposicion (Arroyo y

col., 2018).

Los mesofilos tienen una temperatura optima a 37°C, entre ellos se encuentran
patogenos transmitidos por alimentos como: Staphylococcus aureus, Salmonella,
Clostridium (Adams y col., 2015). También, los mesofilos incluyen a bacterias

resistentes en el cuerpo humano como: E. coli (Geeta y col., 2009).

2.2.1.2. Coliformes
Los coliformes son microorganismos de origen fecal, que en la industria lactea
refleja la falta de higiene. Estos pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae,
cuyo habitad normalmente es el intestino de mamiferos. Los coliformes no son
patogenas, con la excepcidn de ciertas cepas enteropatdgenas como Escherichia
coli 0157:H7 (Villegas, 2004). Las bacterias coliformes pueden ser aerobias o
anaerobias facultativas, Gram- negativas, no son formadoras de esporas, forma
bacilar, fermentadoras de lactosa para producir gas y acido (principalmente
lactico) entre las 48h a 35°C (Yousef y col., 2003). En este grupo estan las
siguientes bacterias: E.coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae y
Citrobacter freundii (Erkmen y col.,2016). Estos microorganismos indican una

mala o deficiente elaboracion de los alimentos (Pascual y col., 1999).



2.2.2. Conservantes en los alimentos

Los alimentos de origen vegetal o animal se llegan a deteriorar con facilidad,
perdiendo calidad y disminuyendo la vida util del producto. Por ello es que se usan
aditivos que mantengan seguros al consumidor. Dentro de estos aditivos
empleados, los conservantes son usados para evitar deterioro en el alimento;
principalmente inhibe el crecimiento microbiano y evitan alterar la composicion
fisico-quimico del alimento. La principal forma de deterioro es por
microorganismos contaminadores y patogenos, los cuales pueden alterar las
propiedades del producto, afectar la salud humana y reducir la vida util del

producto (Ramos y col., 2005).

En la leche al ser manejada inadecuadamente llega a presentar riegos de
contaminacion, aumentando la carga bacteriana. Motta y col. (2019) afirman que
los microorganismos integrados son principalmente por bacterias mesofilas
aerobias, coliformes totales, E.coli, S.aureus, enterobacterias, mohos y levaduras.
Su deterioro también ocurre en la composicion fisico-quimica, que es afectada por

causas de los microorganismos.

2.2.2.1. Conservantes quimicos en los alimentos

Los conservantes han sido usados desde hace miles de afios, uno de los

conservantes mas usados son los conservantes quimicos que permiten mantener

al producto en dptimas condiciones para su consumo. Cubero y col. (2002)



afirman que los conservantes quimicos no han variado desde hace tiempo,

presentando inconvenientes como toxicidad, un elevado costo y baja efectividad.

El uso de conservantes quimicos es una practica muy antigua, sin embargo, los
alimentos con estos conservantes artificiales no son imperecederos, se mantienen
inalterados por un tiempo limitado, impidiendo inhibir de forma total a los
microorganismos, permitiendo asi descomponer al alimento y alterar a sus
caracteristicas. Otro de los inconvenientes de los conservantes quimicos son las
intoxicaciones y alergias que causan a largo plazo permitiendo cuestionarnos si es
de uso adecuado estos en los productos (Villeda, 2010). El &cido salicilico hasta
hace unos afios era un conservante muy usado, principalmente para la elaboracion
de conservas caseras donde se demostro los riegos de intoxicacion que producia

(Infante, 2015).

Dentro de estos diversos conservantes quimicos encontramos al Etilen Diamino
Tetra Acetatos, mas conocido como EDTA, es un conservante quimico que actia
como antioxidante y secuestrador de iones que estabiliza la capa lipopolisacaridos
de ciertos microorganismos (Ramos, 2005). Considerado como un conservante
con baja toxicidad y apropiado para inhibir diversos microorganismos. La dosis
méaxima de EDTA es de 125 mg/kg (Ormaza, 2018). Se han realizado estudios
usando EDTA para mejorar el color en leche, y combinaciones de EDTA con

acido citrico o0 ascorbico como inhibidor (Denoya y col., 2012)

Bajo el problema de los conservantes quimicos se ha buscado posibles soluciones

para evitar estos usos excesivos. Dentro de la mejora de los productos



alimenticios, la industria alimentaria recurre a la busqueda de aditivos mas
saludables, con menos efectos secundarios y mas economicos, de ahi que se haya
fomentado la investigacion en aditivos naturales, que provengan de plantas,

animales o microorganismos (Soares.,2017).

2.2.2.2. La biotecnologia para obtener nuevos conservantes.

Muchos paises han propuesto nuevas alternativas de conservacion en alimentos,
esto debido a que los consumidores prefieren alimentos mas naturales,
nutricionales, frescos, menos procesados y con menor cantidad de conservantes
quimicos (Gould, 1996). Es por ello que se han buscado nuevas formas de obtener
nuevos conservantes. La biotecnologia nos ha traido nuevas formas de buscar
soluciones con ayuda de la tecnologia y con organismos vivos o parte de ellos,
nos ha permitido poder mejorar los usos especificos en los que se emplea. Al usar
aun conservantes quimicos, la biotecnologia ha buscado nuevos métodos para
poder remplazarlos o modificarlos. En la industria alimentaria muchos estudios
buscan obtener un producto mas natural y que mantenga sus caracteristicas. Esto
nos lleva a nombrarlos bioconservantes, el cual tiene como objetivo extender la
vida util de los productos alimentarios y garantizar su seguridad. Estos
bioconservantes deben mostrar actividad antimicrobiana contra patégenos o
microorganismos contaminadores, y no alterar el microbioma intestinal del

consumidor (Pisoschi y col., 2017).

El deterioro en los alimentos es causa de algunos grupos de bacterias que

amenazan la seguridad alimentaria y son agentes etioldgicos de alguna patologia
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en laindustria alimentaria, como las originadas por Clostridium botulinum, E. coli
0 Listeria monocytogenes, las cuales pueden ser causantes de muerte al
consumidor (Kumariyay col., 2019). Por otro lado, existen otro grupo de bacterias
que tienen un efecto positivo para poder contrarrestar al grupo de bacterias antes
mencionada, ademas de tener un efecto deseado y beneficiosos en los alimentos.
Un ejemplo, son las bacterias &cido lacticas (BAL), las cuales son parte del
microbiota natural que estan presentes en los alimentos que consumimos
diariamente, ademé&s de estar en nuestra microbiota intestinal. Dentro de este
grupo podemos encontrar a los siguientes géneros de bacterias acido lacticas:
Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pediococcus spp. y
algunos Streptococcus spp (EFSA, 2019). Un alimento para obtener BAL es la
cafia de azUcar y jugos extraidos de esta cafia, productos fermentados y productos
lacteos son féciles de obtener L. lactis con medios de cultivos selectivos y bajo

condiciones de temperatura (Cock y col.,2007).

2.2.2.3. Las “BAL” productoras de bioconservantes

Las bacteriocinas han llamado la atencion como conservantes naturales en los
ultimos afios, dentro de los conservantes obtenidos por microorganismos se han
encontrado a las bacteriocinas que representan un sustituto potencial de
conservantes quimicos, debido a que son producidas por bacterias acido lacticas
(BAL), las cuales son consideradas por su seguridad segun lo redacta Mondragon

(2013).
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Las bacteriocinas han atraido la atencién como sustituto potencial de compuestos
preservantes porque son producidas por bacterias consideradas benéficas para la
salud y en la produccion de alimentos, estos compuestos purificados o
semipurificados pueden ser utilizados como bioconservantes en alimentos para la
reduccién o eliminacién de ciertos microorganismos seguin lo redacta Joerger

(2003).

Estos bioconservantes pueden ser encontrados en leche y productos lacteos,
pescado, carne, vegetales fermentados, pan y vino, entre otros, los cuales se
pueden usar como cultivos iniciadores, ademas, también hay bacteriocinas
producidas por bacterias coliformes o sintetizadas por bacilos formadores de
esporas, aungue su aplicacion en productos alimentarios no se ha obtenidos

resultados esperados (Grande y col., 2011).

Distintos investigadores han logrado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo a
caracteristicas genéticas y bioguimicas, en la Tabla 2 muestra la clasificacion de

Nes en 1996 (Klenhammer, 1993 y Nes y col., 1996):

A. Clase I.- Lantibioticos. - Son pequefios péptidos activos a nivel de
membrana y que poseen aminoacidos poco comunes como es la
lantionina, b-metil-lantionina y dihidroalanina que se forman por una
modificacion posterior a la traduccion. Un ejemplo es la deshidratacion
de los aminoéacidos serina y treonina, que la unirse con los atomos de

azufre de la cisteina forman bacteriocinas como es la nisina.
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. Clase I1.- No lantibiéticos. - Su peso molecular es variable, contienen

aminodacidos regulares. Se agrupan en tres subclases:

e Clase lla.- Presentan péptidos activos contra Listeria, su secuencia
consenso en la region N termina en TGNGVXC vy sus
representantes caracteristicos son la pediocina PA-1 y la sakacina
P.

e Clase Ilb.- Presentan dos péptidos diferentes, ambos son
necesarios para mejorar la actividad antimicrobiana. Los mas
representativos de este grupo son la lactococcina G y las
plantaricinas EF y JK.

e Clase llc.- Presentan peptidos pequefios, termoestables, sin
modificaciones y es transportado por péptidos lider. Solo son
transportados las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.

e Clase I11.- Sus péptidos son mayores de 30 kDa, ejemplos de ellos

tenemos a las helveticinas J y V, acidofilicina A, lactacinas A y B.
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Tabla 2. Clasificacion de microorganismos productores de bacteriocinas (Nes, 1996).

Bacteriocina Clase Microorganismo productor

Nisina I Lactococcus lactis subsp lactis

Pediococcus acidilactici

Pediocina PA-1 Ila

Lactobacillus plantarum WHE92
Pediocina JD la Pediococcus acidilactici JD1-23
Sakacina A lla Lactobacillus sake 706
Sakacina P la Lactobacillus sake LTH673
Curvacina A lla Lactobacillus curvatus LTH1174
Mesentericina Y105 la Leuconostoc mesenteroides
Plantaricina E/F Ib Lactobacillus plantarum C11
Lactococcina A b Lactobacillus lactis subsp cremoris
Lactococcina B lb Lactobacillus lactis subsp cremoris 9B4
Lactacina F Ib Lactobacillus johnsonii
Divergicina llc Carnobacterium divergens LV13
Helveticina I Lactobacillus helveticus

Dentro de las bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis que es la especie
bacteriana responsable de la produccion de Nisina la cual estd permitida por la
FAO para ciertos productos incluyendo los productos lacteos (Thomas y col.,

2000 y Mess y col., 2003).

Por otro lado, distintos autores indican que estos conservantes o bioconservantes

tienen una aplicacién limitada por una insuficiente efectividad en contra de ciertos
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microorganismos patdgenos. Ademas, se ha descrito que la mayoria de estas
bacteriocinas actuan con mayor efectividad en bacterias Gram-positivas (Yildirim
y col., 2018). Conociendo estos hechos, se han realizado numerosos estudios para
compensar esta limitacion. Bajo estas limitaciones se busca soluciones, las huevas
tecnoldgicas buscan combinar diferentes métodos de conservacion para inhibir
crecimiento microbiano. Los estudios demuestran que las bacteriocinas tienen un
efecto sinérgico cuando se usan en combinacién con otros tratamientos (Ormaza.,

2018).

2.2.2.4. Mecanismo de accion

La actividad antimicrobina de las bacteriocinas se debe a la desestabilizacion
funcional de la membrana citoplasméatica de las células sensibles, son
desarrolladas en 3 fases: union a lamembrana, insercion en la mismay formacién
de poros (Abee y col., 1995) (Moll y col., 1999). Esta union se debe a las
interacciones electrostaticas entre residuos de la bacteriocina cargados
positivamente la carga negativa de los fosfolipidos de la membrana, la formacion
de poros se debe la naturaleza hidréfoba-hidréfila de las bacteriocinas, facilitando
su distribucion a lo largo de la membrana. La formacién de poros permite un flujo
pasivo de pequefias moléculas (iones, ATP y aminoacidos) permitiendo la

disipacion fuerza proton motriz.
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En la figura 1 que se presenta a continuacion se indica el mecanismo de accion de

las bacteriocinas obtenidas de Lactococcus lactis.

Bacteriocina

Pared celular

Lipido II

]
Membrana celular “ | ‘ l

| |
e

Subunidad de ’%
peptidoglucano )

Figura 1. Mecanismo de accién de las bacteriocinas (Lopez y col. 2008).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1.Tipo de investigacion

Esta investigacion por su finalidad es de tipo basica.

3.2.Disefo de investigacion

La investigacion es de disefio experimental

3.3.Area de investigacion

La investigacion es el area de Biotecnologia Alimentaria.

3.4.Dimension temporal y espacial

La investigacion se realizo en los meses de marzo del 2022 — febrero del 2023 en

el departamento de Cajamarca.
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3.5.Unidad de analisis, universo y muestra

La unidad de analisis es los diferentes tratamientos de extracto crudo de
bacteriocinas mas EDTA, la muestra son yogurts suplementado con

microorganismos probioticos para la obtencion de BAL.

3.6. Métodos

3.6.1.

3.6.2.

Toma de muestra

Se obtuvo 10 muestras de yogurt suplementado con microorganismos probiéticos
comercializados en supermercados de la ciudad de Cajamarca. Las muestras
fueron transportadas en un cooler con hielo a 4 °C hasta las instalaciones del
laboratorio de la empresa BIOMIC S.R.L, ubicado en la ciudad de Cajamarca, el

tiempo aproximado para el transporte de muestras fue de 1 hora.

Aislamiento de BAL.

Para el aislamiento se utilizo el medio MRS (DeMany col., 1972 y Rogosay col.,
1951). Con cada muestra obtenida se realizé una solucidn inicial que contenia 10
mL de la muestra 'y 90 mL de solucidn diluyente, homogenizadas durante 5 min,
luego se realizé diluciones seriadas hasta 106, de las dos ultimas diluciones se
tomo 1mL el cual fue sembrado por estria en una placa con medio MRS, se llevd
aincubacién a 35 °C por 24 a 48 horas en ambiente microaerdfilo. Posteriormente,
se realizd6 una tincibn Gram para comprobar cuales aislamientos poseian

caracteristicas de Gram positivas (Ramirez, Cy Vélez, J., 2016).
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3.6.3.

3.6.4.

Coloracion de esporas de BAL

A los aislamientos Gram positivos de 24 horas se les sometié a coloracion de
esporas, la cual consistié en colocar una colonia en una lamina portaobjetos y
extenderla con un asa de siembra, se le agreg6 verde de malaquita y con ayuda del
mechero se calent6 por 5 minutos (se evito hervir la muestra o secar la muestra),
pasado el tiempo se lavd el exceso de colorante con abundante agua, luego se
afiadio safranina durante 1 minuto, el exceso de colorante se lavd con abundante
agua, finalmente se dejo secar para poder observarlo en el microscopio y

determinar la presencia o ausencia de esporas (Vazquez, Cy col., 2011).

Identificacion Bioquimica de BAL

A los aislamientos Gram positivos encontrados, se les sometié a las pruebas
Bioquimicas (Kandler,O y col., 1992):

e Para la prueba de catalasa se utiliz6 una colonia del aislamiento sobre una
lamina portaobjetos, luego se le agregd una gota de perdxido de hidrogeno,
se hizo la lectura durante los 10-20 segundos observando si hubo presencia
0 ausencia de burbujas.

e Para la prueba de oxidasa se agrego6 de 2 a 3 gotas de reactivo de Kovacs
en el centro del papel, luego se extendio con una asa de siembra una
colonia del aislamiento previamente seleccionado sobre el papel
impregnado. La reaccion de color positivas se producieron en los 5 a 10

segundos
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e Para la prueba de movilidad se utilizé el medio SIM, con ayuda de un asa
de siembra en punta se sembr6 por puntura la colonia del aislamiento
seleccionado, se incub6 por 24 horas a 37 “C. Finalmente se hizo la lectura

de la prueba para determinar la presencia de movilidad.

3.6.5. Evaluacion de produccion de proteinas mediante la reaccion de Biuret

Se realizé la prueba cualitativa de Biuret para cada aislamiento de BAL, para esto
se procedio a cultivar cada aislamiento en tubos que contenian 10 mL de caldo
MRS, los tubos se llevaron a incubacion a 30 °C por 48 horas, pasado el tiempo
se llevo a centrifugar cada tubo a 5000 rpm por 10 minutos, luego el sobrenadante
se paso a tubos nuevos con ayuda de jeringas estériles, el volumen trasportado fue
de 5 mL. Para cada tubo con sobrenadante se agregd 500 pL de NaOH al 10% y
consecuentemente se le agregd 500 pL de CuSOa al 1% se agitd levemente los
tubos para determinar si existio (color violeta) o no (cambio a cualquier color) la
presencia de proteinas extracelulares producidas por BAL, ademas se utilizé como
blanco un tubo que solo contenia caldo MRS para descartar que la coloracion haya

sido producida por los componentes del medio ya mencionado (Cuellar,F., 2015).

3.6.6. Produccion del extracto crudo de bacteriocinas (ECB) a partir de BAL

Este procedimiento fue realizado en el Laboratorio de Tecnologias Limpias y/o
Emergentes de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de

Trujillo.

20



3.6.7.

Para la produccién de bacteriocinas se necesitaron cultivos jovenes de BAL de 24
horas, para lo cual se reactivo los aislamientos obtenidos en agar MRS contenidos
en viales. Una vez desarrollada la BAL se calculo el indculo mediante el
espectrofotometro ajustado a una onda de longitud de 540 nm esperando que este
sea de 0,5 densidad Optica; luego el indculo calculado fue adicionado en matraces
Erlenmeyer que contenian caldo MRS a un pH de 6. Se incubaron a 30 °C a 48
horas en agitacion constante a 150 rpm, posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante fue filtrado a través de una membrana estéril
de 0,22 um de porosidad, se sometié a una temperatura de 80 “C en bafio maria y
finalmente se ajust6 el pH con NaOH, ademas fue refrigerada a 4 °C hasta su

posterior uso (Estrada, A.,2005).

Evaluacion de la actividad inhibitoria del “ECB” frente a E. coli spp

Para determinar la actividad inhibitoria se utilizé una cepa de E. coli spp, el cual

fue obtenido a partir de muestras de queso artesanal del departamento de

Cajamarca.

Este aislamiento fue sembrado en placas que contenian agar Mdeller Hinton

mediante la técnica de agotamiento, inmediatamente fueron colocados discos de

papel de filtro impregnados con 20 pl de ECB obtenida anteriormente. Finalmente

fueron incubadas a 37 °C durante 18- 24 horas (Andrews, J., 2001).

Para finalizar, se selecciond el aislamiento con mayor capacidad inhibitoria.
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3.6.8. Evaluacion de la actividad inhibitoria de las bacteriocinas mas EDTA en

diferentes tratamientos frente a E. coli spp

Para determinar la actividad inhibitoria de ambos conservantes se utiliz6 un
aislamiento E. coli spp, el cual fue sembrado en placas con agar Mueller Hinton
mediante la técnica de agotamiento, inmediatamente fueron colocados discos de
papel de filtro impregnados con EDTA y bacteriocinas en distintas
concentraciones de (i) 100 ppm de bacteriocina mas 25 ppm de EDTA, (ii) 75
ppm de bacteriocina méas 50 ppm de EDTA vy (iii) 50 ppm de bacteriocina méas 75
ppm de EDTA. Finalmente fueron incubadas a 37°C durante 18- 24 horas

(Andrews, J., 2001).

El aislamiento que obtuvo mejor resultado fue enviado a Macrogen (Korea) para
su secuenciamiento, teniendo como base el método de electroforesis capilar
planteado por Sanger. Se realiz6 una reactivacion de la cepa O4 con caracteristicas
de bacteria acido lactica, la reactivacion se dio en vial con medio MRS el cual fue
incubado por 24 a 48 horas a 30 °C, pasado el tiempo se realiz6 la suspension de
la colonia en crioviales que contenian 1,2 mL glicerol (80 %) y 0,3 mL de caldo
BHI (20 %), posteriormente se codifico el criovial y se sell6 con Parafilm,
finalmente se envio a Macrogen y se utilizo la herramienta BLAST de NCIB para

la identificacion (Sanger, F. y Nicklen, S.,1977).
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3.6.9. Evaluacion de los distintos tratamientos de bacteriocina mas EDTA en

leche

Se recolecto 5 litros de leche cruda de vaca en diferentes puntos de Cajamarca al
azar, posteriormente se dividié en cuatro partes iguales. Se inoculd los 4
tratamientos; Tratamiento 1 (100 ppm de bacteriocina méas 25 ppm de EDTA en
1L de leche), Tratamiento 2 (75 ppm de bacteriocina mas ppm de EDTA en 1L de
leche), Tratamiento 3 (50 ppm de bacteriocina mas 75 ppm de EDTA en 1L de
leche), ademas se tuvo en cuenta el Tratamiento control (125 ppm EDTA en 1L
de leche) y Testigo (leche sin ningin conservante). Finalmente se homogenizo y
mantuvo en refrigeracion durante 24 horas. El efecto inhibitorio se evalud en

distintos tiempos (del dia 0 al dia 6).

Para el recuento de aerobios mesofilos, se tom6 10 mL de leche de cada
tratamiento. Los 10 mL de leche tomada se mezclaron con 90 mL de agua
peptonada estéril; esta constituyd la primera dilucion de la muestra. Luego se
realizaron diluciones de la muestra hasta la dilucién 101 o0 104, A partir de las 3
Gltimas diluciones se tomd 1 mL y se colocd en las cajas Petri estériles y vacias.
Se vertio aproximadamente 20 mL del agar PCA, fundido y atemperado 45°- 50°
C. Se someti6 a las placas a una homogenizacion manual mediante una agitacion,
se dejo solidificar. Por altimo, se incubd las placas a 24-48 horas a 37°C, pasado
el tiempo se hizo un contaje y se expres6 en UFC/mL (Vanderzant, C y

Splittstoesser, D., 1992).
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Para el recuento de coliformes totales se tomd 10 mL de leche de cada tratamiento.
Se realizo diluciones seguidas en Caldo Lauril Sulfato hasta llegar a la dilucion
103, se incubo a 24 horas a 37°C. De los tubos positivos se tomé 1 mL de cada
dilucién a cada uno de los tres tubos, conteniendo 10 mL de caldo BRILA con
tubo de Durham invertido para determinar la presencia de gas. Los tubos se
incubaron durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo, se revisaron los tubos
que presentaron formacion de gas, es decir, en los que se observé la presencia de
burbujas en los tubos de Durham y aquellos que fueron negativos a la presencia
de gas, se incubaron 24 horas mas. Transcurrido este tiempo, se procedio a la
lectura de los resultados. Por altimo, se recolecto los datos y se expreso en
NMP/mL (Morales y col., 2012). Todos los tratamientos fueron realizados por

triplicado.

3.7.Analisis estadistico:

3.7.1. Estadisticos descriptivos:

Se evalu6 los principales estadisticos descriptivos para determinar las
caracteristicas poblacionales de la muestra, se considero media, mediana, varianza

y desviacién estandar.

3.7.1.1. Prueba de normalidad:

Para evaluar si los datos obtenidos poseen una distribucion normal se aplico la
prueba de Kolmogorov- Smirnov (K-S), puesto que se tienen un total de 60 datos.

Se considerd un nivel de confianza de 95% y un p valor significativo < 0.05.
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3.7.1.2. Modelo lineal univariable de bloques aleatorios:

Se aplico el modelo lineal univariable de bloques aleatorios para evaluar el
comportamiento de los tratamientos en relacién al testigo y grupo control, ademas
se aplicd la prueba pos hoc de HDS Tukey con el objetivo de establecer los
subconjuntos homogeneos y determinar semejanzas o diferencias significativas
entre los mismos. Se considerd un nivel de confianza de 95% y un p valor

significativo < 0.05.

3.8. Instrumentos

Como instrumento de recopilacion de datos se utiliz6 fichas de datos para el
aislamiento de BAL, fichas de BAL productoras de bacteriocinas y fichas de

evaluacion de la inhibicion usando la combinacion de ambos conservantes.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1.

41.2.

Descripcion general de la muestra y las condiciones de transporte
De las 10 muestras de yogurt suplementado con microorganismos probidticos, se
obtuvieron 20 aislamientos de BAL Gram positivas, las cuales fueron codificadas

del: O1 al 0O20.

Aislamiento y caracterizacion bioquimica de BAL de yogures suplementados

con microorganismos probidticos.

De los 20 aislamientos Gram positivos, se confirmd la presencia de 9 cepas de
BAL con el perfil de caracterizacion, tal como se muestra en la Tabla 3 indicando
sus caracteristicas morfoldgicas microscopicas, fisiologicas (catalasa, oxidasa y

motilidad) y tincion de esporas (Apéndice N° 3).

Los 9 aislamientos de BAL se sometieron a la prueba de Biuret, en la cual se
determind que todos eran productores de proteinas tal como se puede observar en
la Tabla 3, ya que se observo una coloracion violeta despues de agregar el reactivo
de Biuret (NaOH al 10% y del CuSOa4 ) lo que indicd una reaccion positiva, al
tubo que contenia caldo MRS se colore6 violeta por un corto tiempo,

degradandose a un color anaranjado (ver Apéndice 4)
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Tabla 3. Caracteristicas microscopicas Yy fisioldgicas a las cepas aisladas de
yogures suplementados con microorganismos probiéticos.
+ = positivo, - = negativos

- . Tincion . . Produccion de
Cddigo Morfologia Catalasa Oxidasa Motilidad i
esporas proteinas
01 Cocos - - - - +
02 Cocos - - - - +
03 Bacilos - + - + -
04 Bacilos - - - - +
05 Bacilos - + - + -
06 Bacilos - - - -
o7 Cocos - - - -
08 Bacilos - + + + -
09 Bacilos - + - + 3
010 Bacilos - + - + -
Ol1 Bacilos - - - - +
012 Bacilos - + - - -
013 Bacilos - - - -
014 Cocos - - - -
015 Bacilos - + - + -
016 Cocos - - - - +
017 Bacilos - - + -
018 Cocos - - - -

019 Bacilos -
020 Bacilos -

+ + + +
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4.1.3. Produccion del extracto crudo de bacteriocinas
Se produjo 50 mL del extracto crudo de bacteriocinas de los 9 aislamiento
seleccionados, los cuales fueron almacenados en tubos de 50 mL estériles que se
mantuvieron a 4 °C hasta su traslado al laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Nacional de Cajamarca. Como se observa en la Figura 2.

Figura 2. Tubos de 50 mL con extracto crudo de bacteriocina.

4.1.4. Evaluacion de la actividad inhibitoria de bacteriocinas in vitro contra E. coli
spp.
La cepa de E. coli spp mostro sensibilidad a los ECB (20 ul) de las cepas O1y O4
formando un diametro en el halo de inhibicion de 85 mm y 9,5 mm
respectivamente (Anexo 2), ademas se observo que los demés ECB (20 ul) de las
cepas 02, 06, O7, 011, 013, 014 y 016 no presentaron sensibilidad frente a las
cepas de E. coli spp con didmetros en el halo menores a 6 mm, (Apéndice 6). Los

resultados de sensibilidad contra E.coli spp se muestran en la Tabla 4.
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4.1.5.

Tabla 4. Capacidad inhibitoria del extracto crudo de bacteriocinas frente a los
aislamientos de E. coli spp.

Halo de inhibicion en mm
Extracto crudo E. colispp 1 E. coli spp 2 E. colispp 3

de bacteriocina Media Media Media
(mm) (mm) (mm)
o1 8,5(+) 8(+) 9(+)
02 5,5(-) 5,5(-) 6(-)
04 9(+) 10(+) 9,5(+)
06 5,5(-) 5,5(-) 6(-)
o7 6(-) 5,5(-) 6(-)
011 5,5(-) 6(-) 5,5(-)
013 6(-) 5,5(-) 5,5(-)
014 6(-) 5(-) 5,5(-)
016 6(-) 6(-) 5,5(-)

- = nula, + = sensible, ++ (muy sensible). +++ (sumamente sensible)

Evaluacidn de la actividad inhibitoria del extracto crudo de bacteriocina con

EDTA in vitro contra E. coli spp

Se seleccionaron los dos extractos que presentaron mayor capacidad de inhibicidn
y se adicion6 EDTA para medir su capacidad inhibitoria de ambos conservantes
combinados. La cepa de E. coli spp mostro mayor sensibilidad al ECB producida
por la cepa O4 ya que presentd un diametro en los halos de inhibicién de 19 mm
y 18 mm, ademas se observo que el ECB producido por la cepa O1 presento
sensibilidad frente a los aislamientos de E. coli spp con didmetros en los halos de
17 mmy 14 mm, (Apéndice 7). Los resultados de sensibilidad contra E.coli spp

se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Capacidad inhibitoria del extracto crudo de bacteriocinas mas EDTA
frente a los aislamientos de E. coli spp.

Halo de inhibicion en milimetros

Extracto crudo

de bacteriocina Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
mas EDTA Media Media Media
(milimetros) (milimetros) (milimetros)
O1 més EDTA 14 17 17
04 més EDTA 18 19 19
4.1.6. ldentificacion mediante el gen 16S ARNr

4.1.7.

El aislamiento O4 mostré mayor capacidad de inhibicion y se identific6 mediante
el secuenciamiento con los primers universales 785F-907R y 27F-1492R, el cual
obtuvo un porcentaje de similitud al 99% a Lactobacillus rhamnosus, indicado en
el reporte de Macrogen y el alineamiento realizado con la herramienta BLAST de

NCBI (Anexo 1).

Evaluacion inhibitoria de los distintos tratamientos en leche destinada a

procesos lacticos:

4.1.7.1.Recuento de aerobios meséfilos

La Figura 3 muestra la curva de crecimiento de aerobios mesdéfilos durante los 6
dias de experimento, el control positivo (TC), los tratamientos y la leche cruda
(testigo). Donde se observd que los 3 tratamientos lograron disminuir el logaritmo
UFC/ml en el primer dia, posteriormente en el tercer dia el T3 presentd una
inhibicion optima segun los limites permisibles en el Decreto Supremo N° 007-

2017(Articulo 9), en diferencia del T1 y T2 donde su capacidad de inhibicion no
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cumplio con los limites permisibles en Decreto Supremo N° 007-2017(Articulo

9).

T estigo

TC(125 ppm EDTA)

T1(100 ppm BTC+ 25 ppm EDTA)

7.5 - ~9—=T2(75ppm BTC+ 50 ppm EDTA)
T3(50ppm BTC+ 75 ppm EDTA)

= % (LMP m)

= % (LMP M)

~
—]
1

A

Mesofilos (Log10(UFC/ml)
(=)

S.
S.
4.
4.0 T T T T T !
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (Dias)

Figura 3. Curvas de crecimiento bacteriano para aerobios mesofilos

El Anexo 3 muestra el conteo de aerobios mesofilos en los distintos

tratamientos y testigo a través del tiempo (0, 1, 3, 6 dias).
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4.1.7.2. Coliformes totales
La Figura 4 muestra la curva de crecimiento de coliformes totales durante los 6
dias de experimento, el control, los tratamientos y la leche cruda. Donde se
observa que los T2 y T3 lograron disminuir el logaritmo UFC/ml en el primer
dia, en diferencia al T1 el cual no presento actividad inhibitoria. En el dia3y 6
ningin Tratamiento presentd una inhibicidbn optima segun los limites

permisibles.

:h
=]
|

(=T estigo

|-@—TC(125 ppm EDTA)

{==sle— T1(100 ppm BTC+ 25 ppm EDTA)|

(~9—T2(75 ppm BTC+ 50 ppm EDTA)
T3(50 ppm BTC+ 75 ppm EDTA)
% (LMP m)

l— - % (LMP M)

w
h
1

Coliformes Totales (Logl0(UFC/ml)

Tiempo (Dias)

Figura 4. Curvas de crecimiento bacteriano para coliformes totales.

El Anexo 4 muestra el conteo de coliformes totales en los distintos tratamientos

y testigos a través del tiempo (0, 1, 3, 6 dias).
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4.1.7.3.Anélisis estadistico
El Anexo 5 muestra los analisis estadisticos (media, mediana, varianza, desviacion
estandar) de los tratamientos medidos para aerobios mesofilos y coliformes totales. En la

Tabla 6 muestra la prueba de normalidad de aerobios mesoéfilos

Tabla 6. Prueba de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?

Estadistico gl Sig.
Mesofilos 0,041 60 ,200"

El Anexo 6 muestra el disefio de bloques aleatorios, lo que determind una relacion del
Tratamiento 3 con el control en aerobios mesofilos, en coliformes totales no se realiz6 el

disefio de bloques aleatorios.
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4.2 .Discusion.

Para el aislamiento de BAL es muy importante considerar sus requerimientos
nutricionales, por lo que se usé el medio selectivo MRS el cual presenta una
composiciéon adecuada para estos microrganismos (peptona, extracto de levadura,
glucosa y extracto de carne), ademas de tener componentes que inhiben el crecimiento
de bacterias Gram negativas (citrato de amonio), tal y como lo describe Ramos, B y
col. (2009), los que lograron aislar 20 cepas de bacterias acido lacticas empleando el
uso de este medio selectivo. La Tabla 3 muestra los resultados de la caracterizacion
bioquimica y morfologicas, se logré aislar 20 aislamientos presuntivos, de los cuales
solo 9 aislamientos cumplieron con todos los requisitos ya establecidos para bacterias
acido lacticas, tal como lo describe Rivera, J y col. (2017), debido a que de sus 55

aislamientos presuntivos solo 31 fueron consideradas BAL.

Para determinar la presencia de proteinas extracelulares se realizo la prueba cualitativa
de Biuret, la cual es un primer indicativo de la produccién de bacteriocinas. En donde
todos los aislamientos dieron positivo a la reaccion de Biuret, tal como lo describe
Cuellar, F. (2015) quien us6 cepas de Lactobacillus, que presentaron una coloracion
morada en los dializados de los extractos de bacteriocinas producidas, demostrando

asi la presencia cualitativa de proteinas en estos extractos.

La obtencion de bacteriocinas se realizo controlando los parametros de crecimiento, a
una temperatura de incubacion de 30 °C, pH final del medio MRS de 6,5y 150 rpm
de agitacion en un shaker orbital por 48 horas; parametros similares a los utilizados

por Agudelo, N y col (2015), indicando que los valores adecuados de pH para la
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produccién de bacteriocinas se encuentran entre 5 y 7, la agitacion constante es
importante porque permite mayor intercambio de gases al impedir la precipitacion de
la biomasa, lo que favorecid el incremento en la produccion de las bacteriocinas.
Posterior a la filtracion se aplicé un tratamiento térmico para inactivar enzimas
proteoliticas y finalmente neutralizar los acidos organicos del sobrenadante con

NaOH, como lo describe Ramirez, G y col. (2013).

Durante la prueba de difusion en disco frente a E. coli spp se observé que los ECB de
las cepas aisladas O1 y O4 presentaron mayor capacidad inhibitoria con halos de 8
mm y 9,5 mm, tal como lo describen Ruiz, M y col (2017), en su investigacion titulada
“Efecto inhibitorio de Lactobacillus spp. sobre bacterias implicadas en enfermedades
transmitidas por alimentos.” en donde se evalué la capacidad inhibitoria de
Lactobacillus spp frente a E. coli O157:H7, Salmonella spp y Staphylococcus aureus,
en esta investigacion se consideré como prueba positiva halos de inhibicion mayores
a 1mm?3; sin embargo, Pino, A (2023) en su investigacion titulada “Evaluacion de la
Sinergia de la Actividad Antimicrobiana de Cepas de Bacterias Lacticas Contra
Patégenos.” evalud la capacidad inhibitoria de 7 cepas de bacterias lacticas contra
patdgenos bacterianos, entre ellas E. coli ATCC 25922, en dicha investigacion se
considerd como prueba positiva halos de inhibicion mayores a 7 mm, y a los halos

menores a 7 mm los consider6 halos sin inhibicion.

Durante la prueba de difusion en disco frente a E. coli spp se observo que el ECB
seleccionado previamente de la cepa O4 mas EDTA presentd mayor capacidad
inhibitoria con halos de 18 mm, estos resultados son similares a los obtenidos por
Wenping, L y col (2022), en su investigacion titulada “Purificacion parcial y

aplicacion de una bacteriocina producida por el probidtico Lactococcus lactis C15
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aislado de leche cruda.” en donde el extracto de bacteriocina tuvo una inhibicion en
halos menores a 13 mm, sin embargo los resultados tuvieron un aumento significativo
en su capacidad inhibitoria al adicionar Urea o como agente EDTA, lo que permitié

obtener halos mayores a 16 mm.

Para la identificacion molecular de la cepa aislada O4, que presenté mayor capacidad
de inhibicion, se uso el analisis del gen 16S ARNTr con la finalidad de conocer con
certeza que especie de BAL se aisld del yogurt con probi6tico, la especie encontrada
fue Lactobacillus rhamnosus, esto concuerda con la descripcion brindada en los
yogures con probi6tico que fueron usados en esta investigacion, tal como lo describe
Ramirez, C (2016), donde logr6 aislar y caracterizar 5 cepas de BAL entre ellas

Lactobacillus rhamnosus, en muestras lacticas que poseen potencial probiotico.

Para determinar la capacidad inhibitoria de los distintos tratamientos en leche cruda se
empleo la técnica de conteo en placas para aerobios meséfilos y NMP para coliformes
totales, la leche debe cumplir los siguientes parametros: Limites maximos/mL de 10°
aerobios mesdfilos y 102 coliformes segln el Decreto Supremo N° 007-2017(Articulo
9), presentando capacidad inhibitoria, tal como los describe Svetoslav, D y col (2018)
en su trabajo titulado “ Efecto combinado de la bacteriocina producida por
Lactobacillus plantarum S8SH y vancomicina, el propolis o el EDTA para controlar
el desarrollo del biofilm producido por Listeria monocytogene.”, en esta investigacion
se sometid individualmente y en combinaciones, permitiendo asi describir que las
bactericonas mas EDTA presenta mayor grado inhibitorio, si bien no fue inoculado en
un alimento, permitio tener indicios de efectividad combinando ambos conservantes,
ademéds Ormaza, E (2018) en su investigacion titulada “Evaluacion del efecto

conservante de nisina y EDTA sobre E. coli en quesos fresco” evalud distintos
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tratamientos para determinar su capacidad inhibitoria, donde describié que ambos

conservantes combinados tienen mayor efecto contra E. coli.

En el recuento de aerobios mesofilos la prueba de normalidad demostré que los datos
poseen una distribucién normal por lo que se aplicd la prueba de modelo lineal
univariado por bloques aleatorios seguido de una prueba pos hoc de HDS Tukey. Se
observo que el T3 pertenece al mismo subconjunto homogéneo del TC por lo que se
asume que tienen la misma efectividad, esto se observa claramente en la Figura 2, en
el dia 1 presenta mayor inhibicion, en el dia 3 esta dentro de los parametros aceptados
por la normativa sanitaria nacional vigente, sin embargo en el dia 6 excede de los
parametros permisibles, en el NMP de coliformes totales los datos no poseen una
distribucion normal, es por ello que no se aplica el modelo lineal univariable de
bloques aleatorios, esto concuerda con los resultados obtenidos por Arroyo, O y
Viazquez, D(2018) en su investigacion “Efecto de nitrato/nitrito sobre la supervivencia
de la flora microbiana en leche cruda”, el cual evalu6 el efecto de la adicion de nitrato/
nitrito en leche cruda en dos concentraciones sobre el crecimiento de coliformes
totales, mesofilos, Salmonella, Staphylococcus aureus en distintos tiempos (0, 1, 3y
5 horas) , determiné que hubo una reduccién poblacional de microorganismos ya
mencionados en las primeras 3 horas, ademas la técnica que se usOG en esta
investigacion fue adicionar en el medio selectivo las cantidades de nitratos para

determinar su capacidad de inhibicién.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se determind la eficiencia de la combinacién de bacteriocina con EDTA mejorando la
calidad microbiologica en la leche que esta destinada a la elaboracion de productos

lacteos en Cajamarca — Peru.

Se logré producir extracto crudo de bacteriocinas a partir de bacterias acido lacticas

provenientes de yogures con probioticos de marcas comerciales.

De los 3 tratamientos se determiné que el Tratamiento 3 (50 ppm BTC + 75 ppm EDTA)

tuvo mayor capacidad inhibitoria en la leche cruda en los primeros 3 dias de inoculacion.

5.2. Recomendaciones
Para préximas investigaciones se recomienda cuantificar y purificar las bacteriocinas con
el fin de seleccionar potentes inhibidores contra otros microorganismos indicadores de

contaminacidn en alimentos como E.coli.

Buscar otras alternativas de combinacion con conservantes sintéticos para mejorar su

potencial inhibitorio en diferentes alimentos y no solamente en leche, que puedan ser

aprovechados por la poblacién de la region.
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APENDICES

Apéndice N°1: Toma de muestra

Figura 5. Toma de muestra de yogurt con probidtico. Uso de cooler para su transporte
hasta los laboratorios BIOMIC (A), seleccion de muestras (B).

Apéndice N°2: Aislamiento de BAL

Figura 6. Aislamiento de bacterias acido lacticas. Codificacion de muestra (A),
incubacion de muestras (B), seleccion de las colonias de bacterias acido lacticas (C).
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Apéndice N°3: Tincion Gram, Tencidn de esporas y pruebas confirmativas para

BAL

Figura 7. Pruebas para BAL. Tincién Gram de aislamiento O1(A), Tincién Gram de
aislamiento O6 (B), Tincidn de esporas de aislamiento O4 (C), prueba de catalasa y
oxidasa de los aislamientos O3 y O4 (D), Prueba de motilidad en medio SIM del
aislamiento O2 y O3 (E).
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Apéndice N°4: Determinacion cualitativa de proteinas

Figura 8. Prueba de Biuret para determinar cualitativamente proteinas. Tubo B usado
como blanco conteniendo Unicamente medio MRS, aislamientos en los tubos O2 y O4
(A). Aislamientos en los tubos O1, 011y O16
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Apéndice N°5: Produccion de bacteriocinas

Figura 9. Produccidn de bacteriocinas. Reactivacién de colonias en medio MRS en
incubadora con agitacién(A), calculo de inoculo en el espectrofotometro con resultado
de 0,5 (B), inoculo adicionado en matraces Erlenmeyer conteniendo medio MRS (C),
centrifugacién a 10 000 rpm durante 20 min (D), bafio maria a 80 °C (E), regulacion de

pH (F), tubos de 50 mL con bacteriocinas producidas (G)
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Apéndice N° 6: Actividad inhibitoria de bacteriocina frente a E coli.

Figura 10. Actividad inhibitoria frente a E coli. Halos de inhibiciéon O1, 04 y O7 contra
el aislamiento de E. coli spp (A). Halos de inhibicion 011, 014, 06, 02, O3, O4 contra
el aislamiento de E. coli spp (A).

Apéndice N°7: Actividad inhibitoria en diferentes concentraciones de bacteriocina

mas EDTA frente a E coli

Figura 11. Actividad inhibitoria frente a E coli. Halos de inhibicion del ECB de la cepa
04 contra el aislamiento de E. coli spp (A). Halos de inhibicion del ECB de la cepa O1
contra el aislamiento de E. coli spp (B).

51



Apéndice N°8: Tratamientos en leche cruda

Figura 12. Incubacion (A), prueba presuntiva para coliformes en caldo Lauril sulfato
(B), prueba confirmativa para coliformes en caldo Brila (C), conteo de aerobios
mesofilos en placa con medio PCA (D Y E).
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ANEXOS

Anexo N°1: Identificacion molecular de Macrogen

16S S
Standard ID e ¢, macrogen

16S rRNA service report

Order Number :  HCO00515885
Sample name :  17_contig_1

Information

Primer Information

Sequencing Primer Mame Primer Sequences PCR Primer Mame Primer Sequences
TBSF 5" (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3 2TF 5 (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3
TR S (CCG TCAATTCMT TTRAGTTT) ¥ 1432R 5 (TAC GGY TACCTTGTTACGACTT) ¥
Subject Identities
| Accession | Description __|Length| Start | End | Coverage | Bit | E-Value |MatchTotal) Pty
MNR_113332.1 Lact ibacilus 1485 1 1485 100 2761 00 1485/1485 100
rhamnasus

Bacteria Laclobacillaceaa Laclicaseibacillus Laclicasaibacillus rhamnosus

-- Lacticaseibacillus rhamnosusigi: NR_D43408)
17_contig_1

Lacticaseibacillus rhamnosus(gi:NR_113332)
Lactobacillus paracaseilgi LCOI6203)

[TTRRRE i ﬂﬂl ------ Lacticaseibacillus paracaseilgi:NR_025850)

-- Lacticaseibacillus paracaseilgiNR_113337)
[R— Femmmes e eeee LaCticaseibacillus 2ese(gilNR_D37122)
------ Lacticaseibacillus caseilgiNR_041893)
_____........._....._---i ‘‘‘‘‘‘‘ ------ Lacticaseibacillus caseilgiNR_115534)
——memmm----—- Lactobacillus casellgiKP326371)
mesroemmasoasossssasmssnnennaseenenaaoee Lacticas#ibacillus caseilgiiNR_113333)

Figura 12. Reporte del aislamiento O4 — Lactobacillus rhamnosus
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Anexo N°2: Escala de Duraffourd

ESCALA DE DURAFFOURD

CATEGORIA PUNTAJE (milimetros)
Nula (-) <8 mm
Sensible (+) >8y<14mm
Muy sensible (++) > 14y <20 mm
Sumamente sensible (+++) > 20 mm
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Anexo N°3: Conteo de aerobios mesofilos a través del tiempo (Log UFC/mL)

Log UFC/mL
Tratamiento Dia0 Dia1l Dia 3 Dia 6
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Testigo 6,041 | 6,041 | 6,079 | 6,278 | 6,204 | 6,204 | 6,477 | 6,301 | 6,342 | 6,602 | 6,505 | 6,518
Control 5,079 | 5,000 | 5,000 | 4,900 | 4954 | 4,800 | 5200 | 5,041 | 5,041 | 5845 | 5903 | 5875
Tratamiento 1 5,929 | 5903 | 5924 | 4,653 | 4,653 | 4,681 | 6,041 | 5903 | 6,146 | 6,431 | 6,462 | 6,397
Tratamiento 2 5,886 | 5,857 | 5,863 | 4,778 | 4,763 | 4,724 | 6,000 | 6,954 | 5949 | 6,176 | 6,079 | 6,176
Tratamiento 3 5,176 | 5,278 | 5301 | 4,176 | 4,204 | 4,230 | 5903 | 5,845 | 5875 | 6,041 | 6,079 | 6,113
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Anexo N°4: Conteo de coliformes totales a traves de tiempo (Log UFC/mL).

Log UFC/mL
Tratamiento Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Testigo 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204 3,204
Control 2,342 2,342 2,342 2,230 2,230 2,230 2,690 2,690 2,690 3,204 3,204 3,204

Tratamiento 1 2,380 | 2,380 | 2,380 | 3,204| 3,204 | 3,204 | 3,204 | 3,204| 3,204| 3,204 | 3,204 | 3,204

Tratamiento 2 2,132 | 2,732 | 2,732 | 2322| 2322 2322 | 3,204| 3204 | 3,204| 3,204 | 3,204 | 3,204

Tratamiento 3 2447 | 2,447 | 2447 | 2361| 2361| 2361 | 3,204| 3,204 | 3,204 | 3,204 | 3,204 | 3,204
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Anexo N°5: Descripcion estadistica de los tratamientos para aerobios mesofilos y coliformes totales.

UFCmeso

Tratamiento Estadistico Tratamiento Estadistico

Media 6,2992 Media 3,2000
Mediana 6,2900 Mediana 3,2000
Testigo Varianza 0,0382 Testigo Varianza 0,0000
DeS\{lamon 0,1955 DeS\{lacmn 0,0000

estandar estandar
Media 5,2200 Media 2,6150
Mediana 5,0400 Mediana 2,5150
Tratamiento Control Varianza 0,1662 Tratamiento Control Varianza 0,1559

Desviacion Desviacion

estandar 0,4077 estandar 0,3949
Media 5,7617 Media 2,9950
Mediana 5,9250 Mediana 3,2000
Tratamiento 1 Varianza 0,4761 UFCcoli Tratamiento 1 Varianza 0,1375
DeS\{IaCIOI’] 0,6900 DeS\{lamon 0,3709

estandar estandar
Media 5,7675 Media 2,8625
Mediana 5,9200 Mediana 2,9650
Tratamiento 2 Varianza 0,4585 Tratamiento 2 Varianza 0,1472
DeS\{lauon 0,6771 DES\{IaCIOH 0,3836

estandar estandar
Media 5,3525 Media 2,8025
Mediana 5,5750 Mediana 2,8250
Tratamiento 3 Varianza 0,5820 Tratamiento 3 Varianza 0,1735
DeS\{lamon 0,7629 DeS\{lacmn 0,4165

estandar estandar
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Anexo N°. Disefio de bloques aleatorios.

Comparaciones multiples

Variable dependiente:

HSD Tukey
Tratamiento Difer_encia de Desv. Error Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (1-J) Limite inferior Limite superior
Tratamiento 1,1516" 0,04236 0,000 1,0306 1,2726
Control
Testigo Tratamiento 1 ,6916" 0,04236 0,000 0,5706 0,8126
Tratamiento 2 ,8213" 0,04236 0,000 0,7003 0.9423
Tratamiento 3 1,0871" 0,04236 0,000 0,9661 1,2081
Testigo -1,1516" 0,04236 0,000 -1,2726 -1,0306
Tratamiento Tratamiento 1 -,4600" 0,04236 0,000 -0,5810 -0,3390
Control Tratamiento 2 -,3303" 0,04236 0,000 -0,4513 -0,2093
Tratamiento 3 -0.0645 0,04236 0,555 -0,1855 0,0565
Testigo -,6916" 0,04236 0,000 -0,8126 -0,5706
Tratamiento X
Tratamiento 1 Control ,4600 0,04236 0,000 0,3390 0,5810
Tratamiento 2 ,1297* 0,04236 0,030 0,0087 0,2507
Tratamiento 3 ,3955" 0,04236 0,000 0,2745 0,5165
Testigo -,8213" 0,04236 0,000 -0,9423 -0,7003
Tratamiento "
Tratamiento 2 Control ,3303 0,04236 0,000 0,2093 0,4513
Tratamiento 1 -,1297" 0,04236 0,030 -0,2507 -0,0087
Tratamiento 3 ,2658" 0,04236 0,000 0,1448 0,3868
Testigo -1,0871" 0,04236 0,000 -1,2081 -0,9661
Tratamiento
Tratamiento 3 Control 0.0645 0,04236 0,555 -0,0565 0,1855
Tratamiento 1 -,3955" 0,04236 0,000 -0,5165 -0,2745
Tratamiento 2 -,2658" 0,04236 0,000 -0,3868 -0,1448
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