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Biopreservacion de pescado mediante el empleo de
bacterias acido |acticas bacteriocinogénicas y de aceites
esenciales en fase vapor

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue la aplicacion de bacterias acido lacticas productoras de
bacteriocinas y de aceites esenciales en fase vapor a pescado refrigerado como estrategias
para mejorar su conservacion. Para ello, en una primera etapa, se aislaron cepas de
bacterias &cido lacticas provenientes del medio marino patagonico, se seleccionaron las
productoras de bacteriocinas, se las identific6 fenotipica y genotipicamente a nivel de
especie y se evaluo la ausencia de factores de virulencia. Se seleccionaron dos cepas con
actividad antagonista contra la flora deteriorativa y patdgena presente en pescado. Una de
las cepas se utiliz6 como cultivo protector y la bacteriocina producida por la otra se purificd
parcialmente. El cultivo protector se incorporé a pasta de merluza (Merluccius hubbsi) y la
bacteriocina semipurificada a trozos de salmén rosado (Oncorhynchus kisutch).

En una segunda etapa, se evalud la capacidad de aceites esenciales y de sus mezclas en
fase vapor para inhibir el crecimiento de la flora deteriorativa y patbégena presente en
pescado. Se seleccionaron mezclas sinérgicas, se evalué su composicién y se aplicaron en
filetes de merluza solos y junto con la cepa bacteriocinogénica como cultivo protector.

Todas las cepas bacteriocinogénicas aisladas resultaron ser Enterococcus mundtii, y
ninguna presenté factores de virulencia siendo aptas para su aplicaciéon en alimentos. Las
cepas seleccionadas fueron E. mundtii STw38 y STw66. La cepa STw38, al ser incorporada
como cultivo protector controld6 durante 6 dias el crecimiento de la microbiota nativa
presente en pasta de merluza refrigerada. La bacteriocina semipurificada de la cepa STw66
se aplicé mediante aspersion a filetes de salmén logrando controlar el crecimiento de L.
innocua por 3 dias.

Los aceites esenciales en fase vapor demostraron actividad antagonista sobre la flora nativa
del pescado. Al ser aplicados en filetes de merluza, una mezcla sinérgica de orégano y
lemongrass fue la mas adecuada. Adicionalmente, esta mezcla tuvo una buena
aceptabilidad sensorial. Finalmente, al combinar la mezcla de aceites esenciales junto con
la cepa E. mundtii STw38 como cultivo protector, se obtuvo una disminucion del recuento
total de bacterias por 7 dias.

Las estrategias de conservacién aplicadas muestran resultados promisorios que contribuyen
al mejoramiento de la conservacion del pescado.

Palabras Clave: bacterias acido lacticas, biopreservacion, pescado, aceites esenciales en
fase vapor.




Fish biopreservation by lactic acid bacteria and
essential oils on vapor phase

ABSTRACT

The objective of the present study was the application of lactic acid bacteria (LAB) which
produce bacteriocins and essential oils (EO) on vapor phase to refrigerated fish as strategies
to improve its shelf life. To do so, on a first stage, LAB strains were isolated from the
Patagonian marine environment, the bacteriocinogenic ones were selected, identified
genotypically and phenotypically to a species level, and the presence of virulence factors
was assessed. Two strains with antagonist activity were selected to inhibit the growth of
spoilage and pathogenic bacteria present in fish. One of them was applied as a protective
culture, and the other one’s bacteriocins were partially purified. The protective culture was
applied to hake paste (Merluccius hubbsi) and the semi purified bacteriocin was applied to
pieces of pink salmon (Oncorhynchus kisutch).

On a second stage, the capacity of EO and mixtures on vapor phase were assessed to
inhibit spoilage and pathogen microorganisms present in fish. Synergic mixtures were
selected, their composition was assayed and were applied to hake fillets alone, and together
with the bacteriocinogenic strain as protective culture.

All isolated bacteriocinogenic strains were Enterococcus mundtii, and none of them
presented virulence factors, being safe to apply on food. The selected strains were E.
mundtii STw38 y STw66. The strain STw38 when incorporated as protective culture could
control the growth of fish indigenous biota. The semi purified bacteriocin produced by the
strain STw66 was applied by aspersion to salmon fillets and controlled the growth of L.
innocua for 3 days.

The EO in vapor phase showed antagonist activity on fish indigenous biota. When applied to
hake fillets, a synergic mixture of oregano and lemongrass was the most adequate.
Additionally, this synergic mixture had a good sensorial acceptability. Finally, when
combining the EO mixture with the bacteriocinogenic strain E. mundtii STw38 as a protective
culture, a diminishment of the total count of bacteria was obtained for 7 days.

The preservation techniques applied show promising results that contribute to the
improvement of fish preservation.

Key words: lactic acid bacteria, biopreservation, fish, essential oils on vapor phase.
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1. Introduccién general

1.1 Preservacion de alimentos

La preservacion de alimentos se entiende como los procesos o técnicas utilizadas para
mantener bajo control los factores intrinsecos y extrinsecos que permiten el desarrollo de
microorganismos patdgenos o causantes de deterioro. Su principal objetivo es extender la
vida util, manteniendo los valores nutricionales y las propiedades sensoriales del alimento
conservado (Amit et al., 2017). Este concepto, si bien es relevante per se en cuanto a la
inocuidad alimentaria, también, en una escala mayor, puede prevenir la generacion de
desperdicios en la industria productora de alimentos y contribuir a la adecuada nutricion de

todos los individuos (Corrado y Sala, 2018).

Existen numerosas técnicas para preservar alimentos, dentro de las cuales se puede
destacar la refrigeracion y la congelacion, el envasado al vacio o en atmosferas modificadas
y controladas, el uso de aditivos, o estrategias que provienen de la antigiiedad, tales como
el salado, la fermentacion o la adicion de hierbas y especias (Rasooli, 2017). De esta
manera lo que se ha logrado a lo largo del tiempo son productos con una mayor vida util,
pero en muchos casos a expensas de grandes cambios con relacion a los alimentos sin
procesar. Esto representa una limitacion ya que, en la actualidad, los consumidores
prefieren productos menos procesados y con las caracteristicas sensoriales del alimento

fresco.

La tendencia en el presente se vuelca hacia la aplicacion de distintos factores de
conservacion en forma combinada. Esto es debido a que el uso de un solo factor de
conservacion severamente puede dafiar el valor nutricional y las propiedades sensoriales
del alimento, como ocurre en el caso de un alimento comercialmente estéril (Ortiz et al.,
2014). La preservacion por medio de factores combinados se basa en poner en riesgo la
homeostasis de las células bacterianas, utilizando diferentes factores de preservacion con
un nivel de severidad menor tal que actlen de forma aditiva o sinérgica (Alzamora et. al.,
2016). Asi, los microorganismos deben generar diferentes ajustes metabdlicos para
mantener la homeostasis. Esto conlleva a un gasto de energia que dificulta su crecimiento,
extendiendo su fase de latencia o bien, si no logran realizar los ajustes metabdlicos
necesarios, se producird la muerte celular. En la Figura 1, se puede observar un ejemplo de
la tecnologia de obstaculos aplicada a pescado, que sera el alimento que se busca
preservar en esta tesis. Adicionalmente, las técnicas seleccionadas pueden ser dirigidas a

ciertos microorganismos, como, por ejemplo, una disminucién leve de la actividad de agua,
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gue afecta severamente el desarrollo de bacterias patégenas. Algunos ejemplos de estas
técnicas incluyen la adicién de atmoésfera modificada junto con refrigeracion y adicion de
antimicrobianos de origen natural, o tratamientos térmicos moderados junto con descenso

de pH o actividad de agua (Tsironi et al., 2020).

Antimicrobianos

Envasado al

vacio

| >

Figura 1: Esquema de la tecnologia de obstaculos aplicada a pescado y su accién sobre los

microorganismos.

La técnica de obstaculos resulta también de interés para minimizar el uso de conservantes
sintéticos, reemplazando su alta efectividad por medio de una sumatoria de técnicas
naturales. Esto es de gran importancia ya que, si bien los conservantes sintéticos cumplen
con su funcién, pueden generar problemas en la salud de los consumidores (Gelboin,
2012). Por ejemplo, los sulfitos pueden generar respuestas pseudo alérgicas moderadas o
severas. Desde el afio 1986 la Food and Drug Administration (FDA) prohibié su aplicacion
en frutas frescas, pero aln siguen estando permitidos en otros alimentos, aunque su uso se
debe informar con el nombre completo en el rétulo (Johnston et al., 1994). Otros ejemplos
incluyen a los nitritos, los que bajo determinadas condiciones conducen a la formacién de
nitrosaminas que son compuestos carcinogénicos (Luther, 2006). Finalmente, cabe
mencionar los antioxidantes sintéticos Butilhidroxianisol (BHA) y Butilhidroxitolueno (BHT)
gue pueden generar reacciones alérgicas y son potenciales carcinogénicos (Gupta et al.,
2011).

Ademas de los efectos adversos en la salud provocados por los conservantes quimicos,
existe una tendencia de la poblaciébn a buscar productos mas naturales. Una encuesta
realizada por Nielsen Global Health and Wellness (2015), en 60 paises e involucrando mas
de 30.000 consumidores, revel6 que los atributos mas deseables a la hora de elegir qué
alimentos consumir eran: la frescura, aspecto natural y minimo procesamiento. A su vez, se
destaca que la percepcion “como natural”, involucra tanto la falta de aditivos, como la forma

de cultivo, es decir, una produccion “a la vieja usanza” (Roman et al., 2017).
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Con la finalidad de cumplir con las demandas de los consumidores y de mejorar la
inocuidad de los alimentos, desde la década de los 90 el concepto de la biopreservacion
viene cobrando relevancia. Esta puede ser definida como la aplicacion de compuestos
producidos o pertenecientes a microorganismos, plantas o animales para extender la vida
util de los alimentos. Los mismos poseen la ventaja de considerarse, en muchos casos,
aptos para el consumo humano debido a un historial de uso seguro y pueden aportar al
alimento, un valor agregado debido a propiedades tales como: antioxidantes, probiéticos o
prebidticos (Aymerich et al., 2019;; Gomez-Sala et al., 2016; Schelegueda et al., 2015).
Estos compuestos pueden ejercer multiples funciones, por ejemplo, los microorganismos o
bien los metabolitos que ellos producen pueden actuar como antimicrobianos y probidticos.
Los extractos de especimenes vegetales pueden ejercer actividad antimicrobiana,
antioxidante y en algunos casos presentan actividad anti carcinogénica, antiinflamatoria,
antihipertensiva, hipocolesterolémica e inmunomodulatoria, entre otras funciones biolégicas
(Gorguc et al, 2020; LeSnik et al, 2021; Szopa et al, 2017). Finalmente, los
antimicrobianos de origen animal tales como el quitosano, pueden promover el descenso de
peso, disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y modular el sistema inmune
(Dong et al., 2019). Es decir que, el uso de la biopreservacion, puede contribuir tanto a

mejorar la vida util de los alimentos, asi como su calidad.

Dado el panorama mencionado, en la presente tesis se empleara la biopreservacion
utilizando bacterias acido lacticas (BAL) productoras de bacteriocinas y aceites esenciales
para prolongar la vida util de pescado, alimento cuyas caracteristicas se comentan a

continuacion.

1.2 Pescado

El pescado, junto a otros organismos acuaticos, son de gran relevancia economica y
proveen la seguridad alimentaria a muchas poblaciones costeras. ElI Cédigo Alimentario
Argentino (CAA) en el articulo 270 del Capitulo VI define como productos de pesqueria, a:
“los peces, crustaceos, moluscos, batracios (ranas), quelonios (tortugas) y las conservas y
preparados elaborados con ellos o partes de los mismos, debiendo pertenecer a especies

comestibles”.

Dentro de los productos cérnicos son los que mas desafios presentan para su preservacion,
ya que su deterioro comienza inmediatamente después de la captura debido a las
reacciones autoliticas post mortem junto con el rapido desarrollo microbiano. Como
consecuencia, es de esencial importancia disefiar nuevas técnicas de preservacion ya que

constituye un alimento de alto valor nutricional y sus desperdicios pueden ser de hasta un
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30 % del total de la pesca, Unicamente debido al deterioro causado por el desarrollo de

microorganismos (Mei et al., 2019).

1.2.1 Valor nutricional

El pescado se considera de un valor nutricional elevado. Considerando una composicion
aproximada, su carne posee entre un 18 y un 22 % de proteinas y entre un 2 % hasta un 20
% de lipidos. La humedad ronda entre un 70 y un 60 % y el contenido de carbohidratos
normalmente es muy bajo. La carne de pescado también se caracteriza por poseer un alto
contenido de minerales, que ronda entre un 0,6 y un 1,5 %, dentro de los cuales se
destacan macroelementos como potasio, magnesio, calcio, hierro, y microelementos tales
como iodo, flior, magnesio y selenio (Venugopal y Shahidi, 1996). En cuanto a su contenido
lipidico, la mayoria de los &cidos grasos presentes son insaturados y poseen una alta
cantidad de acidos grasos de los grupos Q3 y Q6, los cuales son imprescindibles para las
funciones vitales del organismo. Particularmente, dentro de los acidos grasos esenciales se
encuentran el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA), los
cuales participan en cambios tanto bioquimicos como fisiol6gicos en humanos (Narayan et
al., 2006).

1.2.2 Consumo en Argentina

En Argentina el pescado es el tipo de carne menos consumida, a pesar de su economia
pesquera activa debido a la extension del mar argentino y su gran reserva hidrica dulce. El
consumo mundial promedio de pescado es de 20 kg/afio per capita, mientras que el
argentino es de apenas 5 kg (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021). Esta cifra
resulta ain mas llamativa, ya que el consumo anual per capita de carne es de 70 kg, y el
pescado representa menos de un 10 % (Rearte, 2010). Anualmente, durante los Gltimos 5
afos, se exportaron entre 1,5 y 2 millones de toneladas en comparacién con el consumo

interno que es de apenas de 226.000 toneladas anuales.

El gobierno nacional, en 2018, lanzé un programa llamado “el 19 se come pescado” para
incentivar su consumo, pero no se generaron mejoras significativas. Esto es, en parte,
debido a la tendencia cultural hacia el consumo de carnes rojas, aunque también pueda
existir una falta de conocimiento de los consumidores sobre su elevado valor nutricional,
limpieza, preparacion, almacenamiento y las recomendaciones de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) sobre su consumo (Ministerio

de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).
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1.2.3 Cambios post mortem

Los cambios post mortem generados en el pescado suceden de forma muy rapida. Los
principales son reacciones autoliticas y mediadas por microorganismos. En el transcurso de
estas reacciones se degradan algunos compuestos y se generan otros, que son los
responsables de los cambios en el flavor y la textura de la carne de pescado.

1.2.3.i Rigor mortis

Al producirse la muerte del espécimen, se detiene la circulacion sanguinea en los musculos,
lo cual lleva a que las células utilicen todo el adenosin trifosfato (ATP) de reserva que aun
tienen almacenado. Al finalizarse éste, comienza una glicélisis anaerdbica en la cual se
degrada el glucégeno a glucosa a acido lactico, generdndose un descenso de pH que
desencadena el rigor mortis, el cual se vuelve mas marcado debido a la unién entre las
fibras de miosina y actina. En este proceso, el tejido muscular se vuelve rigido y se contrae,
generando desgarros en el fileteado o pérdida de agua en la coccién, dafando la textura
(Dunajski et al., 1980). En el caso de proceder al fileteado del espécimen antes del rigor
mortis, los filetes adquiririan rigidez y, sin la presencia de la estructura ésea o cartilaginosa,
los filetes resultaran de un tamafio mucho menor con malas propiedades texturales
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 1999). Con el
transcurso del tiempo, el rigor mortis se resuelve, ya que la accion de proteasas
(principalmente catepsina y calpaina) permite la relajacion del musculo que recupera la
flexibilidad, pero no la elasticidad. El tiempo que la fibra muscular se encuentre en este
estado dependera del tamafio del pez, nivel de agotamiento al momento de la captura y

temperatura a la cual se mantiene (Huss, 1995).

1.2.3.ii Reacciones autoliticas

Luego de la resolucion del rigor mortis, comienzan las reacciones autoliticas, las cuales
estan mediadas por enzimas pertenecientes al pescado. En primera instancia, comienza la
degradacién de compuestos relacionados con el ATP (degradacion de nucle6tidos) (Figura
2). En esta etapa, se genera hipoxantina y formaldehido, pero no se generan, inicialmente,
los componentes con caracteristico aroma a “pescado en mal estado”. Estas reacciones se
llevan a cabo de forma totalmente autolitica ya que no se encontraron diferencias entre
especimenes al ser esterilizados o no, descartdndose asi la accion de microorganismos
(Fraser et al., 1998). La velocidad de las reacciones autoliticas también esta relacionada
con la manipulacion del pescado, ya que las enzimas se encuentran compartimentadas

dentro de las células y a mayor manipulacion se liberaran méas facilmente.
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Figura 2: Degradacién de ATP en procesos post mortem en el musculo del pescado

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 1995).

Las reacciones autoliticas que suceden en segunda instancia son debidas a enzimas
proteoliticas -normalmente alojadas en el estbmago de los peces- que entran en contacto
con las proteinas de la sangre. Ejemplos de estas proteasas serian la catepsina y la
calpaina que se encuentran presentes en las células, y se liberan luego del rigor mortis,
siendo las principales enzimas relacionadas en su resolucion. La accion de estas enzimas
puede llevar a la produccion de bases volatiles libres y también de aminas biogénicas bajo
malas condiciones de preservacion. Las bases volatiles libres son las responsables del
aroma “a podrido” caracteristico del pescado y constituyen un indicador general de su
calidad para el consumo (Gram y Dalgaard, 2002). La ocurrencia de protedlisis al generar
aminoacidos libres en el masculo del pescado favorece el desarrollo de microorganismos

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, 2005).

1.2.3.iii Reacciones de oxidacién e hidrélisis lipidica

En cuanto a la degradacion de los lipidos existen dos mecanismos principales: la oxidacion
y la hidrdlisis. Estos procesos son significativos en pescados con alto contenido de lipidos,
ya que en su composiciéon predominan los acidos grasos insaturados, los cuales son

altamente propensos a la oxidacién y pueden ser hidrolizados con facilidad (lkape, 2018).

La oxidacion se produce por medio de un proceso de radicales libres en tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacién. En la iniciacion se generan radicales libres debido a la

catalisis por calor, iones metdlicos o irradiacion, los cuales reaccionan con el oxigeno para
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generar radicales perdxido. Durante la propagacion, estos Ultimos interaccionan con otras
moléculas lipidicas para formar hidroperéxidos y un nuevo radical libre. Finalmente, la
terminacion ocurre cuando dos radicales libres reaccionan para dar un compuesto no
radicalario. Este proceso puede darse debido a factores abi6ticos como ya se menciond, o
puede deberse a la accién de enzimas tanto presentes en los tejidos del pescado, como
generadas por microorganismos. Los hidroperdxidos que se generan en grandes cantidades
en las primeras etapas de la oxidaciéon no generan aromas desagradables. Como resultado
de este mecanismo de deterioro se forman acidos grasos libres, los cuales son
responsables de aromas rancios junto con productos tardios de la oxidacion, tales como

aldehidos, cetonas, alcoholes y alcanos de bajo peso molecular (Undeland et al., 2005).

En cuanto a la hidrdlisis de los compuestos lipidicos, ésta puede originarse por la accion de
enzimas endbégenas 0 microbianas generando acidos grasos libres, al igual que en la
oxidaciébn, como se mencioné anteriormente. Las principales enzimas enddgenas son
lipasas pertenecientes al tracto gastrointestinal, por lo cual resulta de una importancia vital
eviscerar los especimenes de pescado inmediatamente después de su captura. La
presencia de estos lipidos de cadenas medianas y cortas, pueden generar sabores
“jabonosos” (Alexandraki et al., 2013).

1.2.3.iv Reacciones mediadas por microorganismos

El desarrollo de microorganismos sucede de manera muy rapida debido a la alta proporcion
de compuestos nitrogenados libres de facil fermentacion presentes en el tejido (Zhuang et
al., 2021).

La composicién de la flora del pescado fresco dependera de las condiciones del agua donde
éste se capture, tales como la temperatura, concentracion salina y nivel de contaminacion.
La microbiota perteneciente al pescado es predominantemente Gram negativa, con
excepcion de la de los peces capturados en climas tropicales que suelen tener una mayor
predominancia de bacterias Gram positivas (Al Bulushi et al., 2010). En general, la mayoria
son psicrofilas o psicrétrofas y los recuentos totales pueden ir desde 102 hasta 107 UFC/cm?
en el momento de la captura (Cahill, 1990). La composicién de la flora del pescado se
modifica de una forma muy rapida. Por ejemplo, al ser el pescado almacenado en hielo se
favorece el crecimiento de bacterias psicrofilas y, en dos dias, pueden llegar a ser
predominantes en la flora bacterias de los géneros Shewanella y Pseudomonas.
Contrariamente, en pescado almacenado al vacio la bacteria que resulta predominante es

Photobacterium phosphoreum (Sivertsvik et al., 2002).
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Dentro de la flora nativa de interés para la preservacion de pescado se encuentran las
bacterias deteriorativas. Es posible destacar bacterias de los géneros Pseudomonas,
Alcaligenes, Vibrio, Serratia, Shewanella, y Micrococcus. En la Tabla 1 se pueden observar
algunas de ellas y su nivel de actividad deteriorativa. Estas bacterias se alojan en la piel del
pescado de forma superficial y el principal mecanismo de deterioro es debido a la migracion
de enzimas exodgenas a la carne del pescado y no por la migracién de las bacterias al
musculo. Dentro de los mecanismos de deterioro mediados por las enzimas microbianas, se
encuentra la hidrdlisis de lipidos y de aminoacidos, y la reduccién de 6xido de trimetilamina,
dando compuestos que generan aromas desagradables (cetonas, ésteres, hipoxantina,

aldehidos y amonio) (Ghaly et al., 2010).

Tabla 1: Nivel de actividad deteriorativa de bacterias pertenecientes a la flora nativa de
pescado (Ghaly et al., 2010; Wright et al., 2016)

Nivel de actividad
deteriorativa Microorganismos

Alto Pseudomonas putrefaciens
Pseudomonas fluorescens,
Shewanella putrefaciens
Moraxella, Acinetobacter,

Moderado Alcaligenes
Aerobacter, Lactobacillus,
Bajo Flavobacterium,
Micrococcus, Bacillus y
Staphylococcus

El 6xido de trimetilamina se encuentra presente, en todas las especies de pescados, pero
principalmente en los de agua salada ya que funciona como un osmorregulador. Este se
utiliza como indicador para detectar el deterioro por bacterias en pescado. Las bacterias
capaces de reducir el oxido de trimetilamina, a trimetilamina son Escherichia coli,
Shewanella putrefaciens, Rhodobacter sphaeroides y R. capsulatus, entre otras. Presentan
un rapido crecimiento al inicio del almacenamiento y ademas liberan al medio enzimas
proteoliticas y lipoliticas (Sotelo et al., 1995). El mecanismo de reduccion puede ser debido
a la obtencion de energia del mismo, o al utilizarlo como un aceptor de electrones en la

respiracion anaerobica, dando como resultado un flavor amoniacal (Landfald et al., 2017).

Cabe destacar principalmente la accion de S. putrefaciens, ya que es una de las principales
responsables del deterioro (Jgrgensen y Huss, 1989). Esta es una bacteria Gram-negativa,
psicrofila, que se encuentra en climas célidos tanto en el medioambiente marino como en el

terrestre. Su mecanismo de deterioro se basa en la produccion de H,S desde la cisteina
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presente en el pescado y trimetilamina por medio de su accion sobre el 6xido de
trimetilamina (Wright et al., 2016).

Dentro de los principales patégenos presentes en pescado es posible destacar
Mycobacterium spp., Streptococcus iniae, Photobacterium damselae, Vibrio alginolyticus, V.
vulnificus, V. parahaemolyticus, V. cholerae, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli,
Aeromonas spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,

Clostridium botulinum, C. perfringens y Campylobacter jejuni (Novotny et al., 2004).

L. monocytogenes presenta especial relevancia ya que es un patégeno psicrotrofo con la
habilidad de crecer a temperaturas de refrigeracién, lo cual indica un peligro adicional ya
gue una pequefia contaminacién puede multiplicarse en el tiempo de almacenamiento del
pescado. Esta bacteria, si bien pertenece al ambiente acuatico, puede ser reintroducida en
los especimenes en el procesamiento (Gram et al., 2000). Es la causante de una
enfermedad llamada listeriosis, de alto riesgo para la salud publica debido a su severidad y
alta mortalidad (20 % a 30 %). La listeriosis puede causar abortos, meningitis y septicemia
en pacientes inmunosuprimidos, y sintomas gastrointestinales leves en pacientes sanos
(Verheyen et al., 2019). Se han registrado brotes de listeriosis alrededor del mundo, siendo
los productos de la pesca algunos de los alimentos causantes. En particular, se ha
encontrado que hasta un 4,7 % de los productos de la pesca comercializados en Europa
estaban contaminaciones con L. innocua en diferentes estadios de procesamiento
(European Food Safety Authority, European Centre for Disease Prevention and Control,
2017).

1.2.4 Métodos de preservacion aplicados al pescado

Actualmente, los métodos de preservaciéon aplicados a escala masiva para la preservacion
de pescado son: la congelacién, coccién, enlatado, ahumado, secado y salado (Sampels,
2015). Todas las técnicas citadas anteriormente si bien resultan efectivas, generan un gran
deterioro de sus propiedades sensoriales, en particular en la textura y jugosidad y algunas
en su valor nutricional. Esto se debe a la complejidad existente en los mecanismos de
deterioro de productos de la pesca, como se mencion6 anteriormente. Para ello, se requiere
de un enfoque combinado en su preservacion aplicando estrategias que no soOlo se
enfoquen en actuar sobre el desarrollo de microorganismos, sino que también ralenticen los
procesos autoliticos, tales como la oxidacién de lipidos y la degradacion de proteinas
(Rathod et al., 2021).

La preservacion del pescado debe comenzar inmediatamente después de la captura para

mantener su frescura. Dentro de estas estrategias, es importante enfatizar el eviscerado
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inmediato para evitar el contacto de enzimas gastricas y microorganismos del tracto
gastrointestinal con la carne; y una refrigeracion inmediata, que debe mantenerse a lo largo
de toda la cadena de distribucién. Adicionalmente, en cualquier establecimiento que
procese pescado, las condiciones higiénicas deben mantenerse estrictamente, ya que
cualquier clase de contaminacion microbioldgica puede prosperar de manera muy rapida
(Ikape, 2018).

En los dltimos afios, se ha avanzado mucho en nuevas técnicas para extender la vida util
del pescado. Estas pueden ser quimicas, fisicas o combinadas. Dentro de las nuevas
estrategias de preservacion fisicas, se pueden destacar las diferentes formas de

congelacién que se mencionan a continuacion:

« Super-congelacion superficial: consiste en generar una capa de hielo
superficial para prevenir el aumento de temperatura de los productos de la
pescay asi, el desarrollo de microorganismos (Rahman et al., 2018).

« SUper congelacion: este proceso se realiza a temperaturas entre -18°C y -25
°C, lo cual genera una congelacion mas rapida y formacion de cristales de
hielo de menor tamafo preservando mejor la textura del pescado en la
descongelacion (Wu et al., 2016).

« Técnicas de congelacién de impacto y congelacion por hidro-fluidizacién: en
éstas se dirige el aire a temperaturas muy bajas directamente sobre el
producto a ser congelado, generando un descenso muy veloz de la
temperatura. Resulta ideal para pescado debido a la baja relacion
masa:superficie que presenta este alimento (James et al.,, 2015; Newman
2001).

En cuanto a las técnicas de refrigeracion, se utiliza ampliamente la conservacién sobre
hielo, para mantener la temperatura del pescado por debajo de los 0 °C, pero sin permitir su
congelacion. Dentro de las estrategias de refrigeracibn que incluyen el hielo, cabe
mencionar la conservacién por contacto directo con suspensiones. En esta técnica el
pescado se incorpora mediante inmersion en una suspension acuosa gque posee apenas
entre un 30-40 % de cristales de hielo (de forma esférica y tamafios pequefos) (Campos et
al., 2012). De esta manera, es posible asegurar una temperatura menor a los 0 °C, por lo
cual las reacciones de deterioro y el crecimiento de microorganismos se vuelven mas lentas
gue en la preservacion a 4 °C de la refrigeracion tradicional. Adicionalmente, debido al
tamafo de los cristales, se generan menos dafios fisicos en el pescado. Esta técnica de
refrigeracion se ha utilizado aplicando suspensiones realizadas con agua de mar, con agua

con ozono adicionado o con otros antimicrobianos. De esta manera, el efecto de la
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refrigeracion se mejora debido a la presencia de antimicrobianos que actian como barrera

para el crecimiento de los microorganismos (Mugica et al., 2008).

Las ultimas técnicas fisicas para destacar son el almacenamiento al vacio y en atmésfera
modificada. Estas técnicas poseen la ventaja de limitar el crecimiento de microorganismos y
prevenir la oxidacion de lipidos. En cuanto a la preservacion en atmdésfera modificada, se
utilizan atmédsferas constituidas por nitrégeno, con una concentracion menor de diéxido de
carbono y concentraciones minimas de oxigeno, que permiten una disminucion de la flora
aerdbica y eviten el desarrollo de C. botulinum E, presente en el pescado (Kumar y
Ganguly, 2014). El gas mas relevante en cuanto al control de microorganismos es el diéxido
de carbono, ya que éste se disuelve en el pescado, disminuyendo su pH superficial e
inhibiendo el crecimiento microbiano (Sivertsvik et al., 2002). El nitrégeno se utiliza para
reemplazar el oxigeno, y de esta manera prevenir la oxidacion de lipidos y el desarrollo de
bacterias aerobias. Finalmente, en el caso de pescados de carne roja, tales como el atln,
se utilizan altas concentraciones de oxigeno para retardar la formaciéon de metamioglobina

gue da al producto un color pardo.

En cuanto al envasado al vacio, es una de las técnicas mas utilizadas para pescado fresco
(Nagarajarao, 2016). De esta manera, se obtiene un ambiente anaerébico, inhibiendo el
desarrollo de microorganismos deteriorativos, tales como Pseudomonas spp. y limitdndose
la rancidez oxidativa. Como ya se menciond anteriormente, la rancidez oxidativa sucede
muy rapidamente en pescado, debido a su elevada concentracion de &cidos grasos
insaturados, por lo cual la ausencia de oxigeno resulta de interés. El envasado al vacio, en
combinaciéon con otras técnicas, puede incrementar la vida Gtil del pescado por hasta 20

dias, reduciendo asi las pérdidas econémicas (Patil et al., 2020).

En cuanto a la biopreservacién de productos de la pesca, se han aplicado compuestos de
origen animal, vegetal, bacteriano y flngico (Tabla 2). Los compuestos de origen animal
utilizados para la preservacion de pescado incluyen la lactoferrina y lactoperoxidasa —
obtenidas de la leche-, lisozima -obtenida de huevos de gallina- y el quitosano que se
obtiene por medio de la desacetilacion de la quitina, extraida del caparazén de crustaceos,
tales como cangrejos, langostas y langostinos. Si bien estos compuestos han demostrado
una mejora al ser aplicados en productos de la pesca, presentan la limitacion de provenir de
productos que contienen alérgenos (Lopata et al., 2009). Los compuestos de origen vegetal
incluyen los extractos vegetales, aceites esenciales (AE) y humo de madera. Los AE
poseen la ventaja de requerirse cantidades muy pequefas para que estos logren un efecto
antimicrobiano. De cualquier manera, al poseer caracteristicas sensoriales muy invasivas,

las concentraciones requeridas para ejercer su efecto pueden no ser aceptables por los
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consumidores (Vatavali et al., 2013). Los extractos han sido ampliamente estudiados v,
aunque poseen actividad antimicrobiana y antioxidante, requieren combinarse con otras
técnicas que mejoren su efecto antagonista al igual que cualquier preservador. EI humo
natural de madera posee propiedades antimicrobianas y otorga un sabor deseable al
pescado, sin embargo, se desaconseja su empleo debido a su contenido de hidrocarburos
aromaticos policiclicos con potenciales efectos carcinogénicos (Gelobin 2012). Ademas,
existe una potencial aplicacion en preservacion de pescado de extractos de algas. Estas
han sido aplicadas en pez gallo retardando la oxidacién de los lipidos (Campos et al., 2019
ay b). En cuanto a los compuestos derivados de hongos, si bien no se han aplicado adn en
pescado, poseen actividad antagonista contra bacterias Gram negativas que son las
principales presentes en productos de la pesca (Alresly et al.,, 2015; Jouda et al., 2016;
Nwakanma et al., 2016).

Finalmente, en el Ultimo grupo de componentes quimicos naturales se encuentran los
compuestos obtenidos por medio de bacterias, siendo las principales bacterias utilizadas,
las BAL (Deegan et al., 2006). Dentro de los compuestos que producen, se pueden destacar
las bacteriocinas que poseen un amplio rango de actividad antagonista y los acidos
organicos, tales como el lactico y el citrico, que, al ser aplicados de forma superficial,
disminuyen los recuentos totales de bacterias. También es posible adicionar las bacterias
directamente en el pescado como cultivo protector, logrando asi, la produccién de los
compuestos con actividad antimicrobiana in situ, limitando el crecimiento de otras bacterias

no deseadas al competir la cepa lactica por los nutrientes (Thomaz-Soccol et al., 2017).

Tabla 2: Compuestos naturales utilizados para la preservacion de pescado (Mei et al., 2019)

Origen Compuesto Ventajas Desventajas Referencias
-Proviene de crustaceos que son Schelegueda
Animal Quitosano -Biodegradable alérgenos principales. etal, 2016
-GRAS

-Amplio espectro de accién
antimicrobiana

-Actividad antioxidante

-Proviene de leche, la cual es
considerada un alérgeno principal

-Efecto contra bacterias Gram -No posee efecto sobre bacterias Gram Rawdkuen et
Lisozima negativas positivas al., 2012

-GRAS

-Amplio espectro de accién -Pocos estudios en preservacion de Wang et al.,
Lactoferrina antimicrobiana pescado 2017

-Proviene de leche, la cual es
considerada un alérgeno principal
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-Pérdida de efecto antagonista al estar

saturada de hierro

Lactoperoxi- -Ha sido evaluada ampliamente  -Principal accién contra bacterias Gram Montiel et al.,
dasa en la preservacion de pescado positivas 2012
-Proviene de leche, la cual es
considerada un alérgeno principal
Aceites -Amplio espectro de accién Hassoun et al.,
Vegetal | esenciales antimicrobiana -Flavor muy intenso 2017
-Efectivos a bajas
concentraciones
-Falta de homogeneidad en su
-GRAS produccién.
-Actividad antioxidante
-Variedad de mecanismos de
accion
-Menor actividad antagonista que Samaneh et
Extractos -Actividad antioxidante compuestos quimicos al, 2011
-Actividad antimicrobiana de
amplio rango
Humo natural -Formacion de compuestos Lingbeck et al.,
de madera -Actividad antagonista potencialmente cancerigenos 2014
-Flavor deseable
-Mantiene la rojez de la
Carne
Hongos y -Actividad antimicrobiana de -No han sido evaluados ampliamente ~ Shenet al.,
Algas amplio rango in vivo 2017
-Actividad antioxidante
-Variedad de mecanismos de
accién
Bacteria- -Amplio espectro de accion Mokoena
no Bacteriocinas  antimicrobiana -Pérdida de estabilidad en pescado 2017

-Variedad de mecanismos de
accion

-Amplia evaluacién en productos
de la pesca

-Nisina y Pediocina ya se utilizan
a escala industrial

-Deben ser registradas como aditivos

alimentarios

Acidos -Amplia utilizacién en productos  -Pueden daiar la textura, sabor y Vazquez etal.,
organicos de la pesca apariencia del pescado 2005
-Pueden no controlar la forma-
cidon de compuestos volatiles
-GRAS nitrogenados
-Estructuras variadas
-Variedad de mecanismos de
accién
-Supervivencia de las cepas in situ Hao et al.,
BAL -GRAS -Modificacion del flavor 2021

-Compiten con la flora nativa
-Produccién de compuestos
antimicrobianos in situ
-Adicionan valor probidtico al
producto
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Mas all4 de todas las opciones naturales que se han investigado a lo largo del tiempo para
la preservacion de pescado, actualmente en la industria se siguen utilizando conservantes
guimicos, y éstos cada vez son menos aceptados por los consumidores descubriéndose
mas efectos adversos sobre la salud. Aunque los compuestos naturales han dado buenos
resultados, se requiere investigacion de nuevas técnicas para extender la vida util del
pescado y asi obtener productos de la pesca con un minimo procesamiento, inocuos y con
una optima calidad sensorial. Es debido al panorama detallado anteriormente que, a lo largo
de esta tesis doctoral, los esfuerzos se enfocaron en el uso de técnicas de biopreservacion

para extender la vida Gtil de pescado.
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Objetivos

2.1 Objetivos generales

« Contribuir al desarrollo de alimentos minimamente preservados teniendo en cuenta

las actuales demandas de los consumidores.

< Promover la utilizacibn de métodos de biopreservacion para extender la vida til del

pescado.

2.2 Objetivos particulares
« Aislar BAL productoras de bacteriocinas a partir de distintos especimenes de la

costa patagonica argentina.

« Evaluar el espectro de actividad antagonista de las BAL aisladas sobre las bacterias
de coleccion y sobre la flora nativa del pescado.

« Evaluar la ausencia de factores de virulencia en las cepas aisladas para establecer

su posible uso en alimentos.

< Evaluar y seleccionar una técnica adecuada para purificar las bacteriocinas

presentes en SLC de la cepa bacteriocinogénica seleccionada.

« Evaluar la posibilidad de aplicar las cepas seleccionadas como cultivo protector o

producto semipurificado para extender la vida util del pescado.

« Evaluar la actividad antagonista de AE en fase vapor frente a la flora deteriorativa y

patdgena del pescado.

« Evaluar la interaccion entre AE en fase vapor sobre microorganismos presentes en

la flora nativa del pescado y seleccionar mezclas sinérgicas

« Caracterizar la composicién quimica de los AE mas efectivos

« Aplicar AE para mejorar la vida util de filetes de merluza por si mismos o en

combinacion con BAL.

En base a los objetivos mencionados, el trabajo realizado se centré en el uso: de BAL como
cultivos protectores, de las bacteriocinas producidas previamente semipurificadas, y de AE

en fase vapor como factores de estrés microbiano para mejorar la vida util de pescado



Objetivos

refrigerado. En funcién de los mencionados objetivos, el trabajo se dividié en las siguientes

etapas:

I) Aislamiento de BAL productoras de bacteriocinas y a su aplicaciéon como cultivos
protectores para la preservacion de pasta de merluza (Merluccius hubbsi)

II) Purificacién parcial de bacteriocinas y su aplicacion para la preservacion de

piezas de salmon rosado (Oncorhynchus gorbuscha) refrigerado.

II) Actividad antagonista de AE en fase vapor y su aplicacion en combinacion con

BAL para la preservacion de filetes de merluza.

Adicionalmente, se agregd una seccion de Materiales y Métodos Generales, en los
cuales se detalla la procedencia de los reactivos y medios de cultivo utilizados, el

equipamiento, y las técnicas aplicadas de manera reiterada a lo largo de la tesis.
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Materiales y Métodos generales

3.1 Detalle del equipamiento utilizado

Agitador orbital: Vicking, (Buenos Aires, Argentina)

Cartucho Mega Bond Elut: Agilent Technologies (Santa Clara, Estados Unidos)
Centrifuga de alta velocidad: Eppendorf 5804 R, (Hamburgo, Alemania)

Columna C18 de 250 x 2,1 mm y tamafio de poro de 5 ym: Grace Davison Discovery
Sciences (Lokeren, Bélgica)

Columna capilar de polietilenglicol MW ca. 20.000, JyW Scientific (Santa Clara, Estados
Unidos)

Columna de silicona 5 % fenil-95 %-metil, JyW Scientific (Santa Clara, Estados Unidos)
Columna de vidrio 2.5 cm x 50 cm: Bio-Rad Laboratories, Hercules (California, Estados
Unidos)

Cromatografo de gas FID acoplado a espectrometro de masa: Perkin Elmer Clarus 500
(Londres, Inglaterra)

Cuba electroforética; Bio-Rad (Woodstok, Inglaterra)

Equipo comercial de purificacién Wizard Genomics: Promega (Madison, Wisconsin, EE.
uu.)

Espectrofotémetro: Shimadzu Corporation (Kyoto, Japén)

Lector de microplacas acoplado al programa Gen5: BioTek Instruments, ELx808 (USA
Reader Control and Data Analysis Software)

Mixer: Omni Mixer 17106, OCI Instruments, Omni Corporation (Waterbury, Estados
Unidos)

pHimetro: Mettler Toledo, AD1030 (Ohio, Estados Unidos).

Procesadora: Yelmo Extra (Buenos Aires Argentina)

Stomacher: Seward 400 (Londres, Reino Unido)

Turbidimetro: Densichek (Biomerieux, Francia)

3.2 Detalle de reactivos y preservadores utilizados

Aceite esencial de lemongrass: EUMA SAICIYF (Buenos Aires, Argentina)
Aceite esencial de orégano: EUMA SAICIYF (Buenos Aires, Argentina)
Aceite esencial de romero: EUMA SAICIYF (Buenos Aires, Argentina)
Aceite esencial de tomillo: EUMA SAICIYF (Buenos Aires, Argentina)
Acido clorhidrico: Biopack (Buenos Aires, Argentina)

Acrilamida: Sigma (Darmsadt, Alemania)

Alcohol isopropilico: Biopack (Buenos Aires, Argentina)

Buffer Tris: Bio Rad, (California, Estados Unidos)
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Cloruro de sodio: Biopack (Buenos Aires, Argentina)
Estandar de albumina bobina: Sigma (Darmastadt, Alemania)
Etanol 96°: Porta (Buenos Aires, Argentina)

Etanol absoluto: Biopack (Buenos Aires, Argentina)

Hidréxido de sédio: Biopack (Buenos Aires, Argentina)
Nisina: Nisaprin (Danisco A/S DK, Dinamarca)

Nitrato de plata: Sigma (Darmastadt, Alemania)

Perbxido de hidrogeno: Sanadrog (Buenos Aires, Argentina)
Reactivo de Bradford: Sigma (Darmastadt, Alemania)

Sulfato Cuprico: Biopack (Buenos Aires, Argentina)

Tetrametiletilenediamina (TEMED): Sigma (Darmastadt, Alemania)

3.3 Otros materiales

Bromelina: Meck millipore (Massachusetts, Estados Unidos)

Disco de oxidasa: Oxoid, Fischer scientific (Basingstoke, Inglaterra)

Discos de PYR y LAP: Oxoid, Fischer scientific (Basingstoke, Inglaterra)

Discos para susceptibilidad a antibioticos: Oxoid, Fischer scientific (Basingstoke,
Inglaterra)

Fibra de soporte pare extraccion en fase solida: Bellefonte (Pensilvania, USA)

Filtro para jeringa de 20 pm: Sartorius Stedim Biotech (Damsdalt, Alemania)

Kit de coloracion de Gram: Biopack (Buenos Aires, Argentina)

Lisozima: Meck millipore (Massachusetts, Estados Unidos)

Pepsina: Meck millipore (Massachusetts, Estados Unidos)

Pronasa: Meck millipore (Massachusetts, Estados Unidos)

Resina Ambelite XAD-16: SigmaAldrich-Merck (Darmstadt, Alemania)

Sangre Desfibrinada de conejo: Laboratorio Alfredo C. Gutierrez (Buenos, Aires,
Argentina)

Tripsina: Meck millipore (Massachusetts, Estados Unidos)

3.4 Medios de cultivo, condiciones de incubacidon y recuentos

3.4.1 Medios de cultivo

A continuacién, se detallan los medios de cultivo utilizados para favorecer el crecimiento de

diferentes bacterias, su marca y origen:

Agar Bacterioldgico: Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)
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— Agar Bilis Esculina: Merck (Darmstadt, Alemania)

— Agar Cerebro Corazon (BHI): Merck (Darmstadt, Alemania)

— Agar Man Rogosa Sharpe: Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)

— Agar Palcam: Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)

— Agar para recuento en placa (PCA): Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)
— Agar Sangre: BritaniaLab (Buenos Aires, Argentina)

— Agar Tripteina Soja (TSA): Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)

— Caldo Cerebro corazén (BHI): Merck (Darmstadt, Alemania)

— Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS): Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)

— Caldo Tripteina Soja: Biokar Diagnostics (Beauvais, Francia)

3.4.2 Suplementos de antibidticos
Suplemento selectivo de Listeria para Palcam: Merck Milipore (Darmstadt, Alemania)
Vancomicina: Merck Milipore (Darmstadt, Alemania)

Ampicilina: Merck Milipore (Darmstadt, Alemania)

3.4.3 Medios de cultivo, condiciones de incubacidén y de conservacion para cada
bacteria utilizada

Todas las cepas utilizadas en este trabajo se conservaron hasta su uso a -80 °C en el caldo
utilizado para el crecimiento de cada una de ellas, adicionado con 20 % p/p de glicerol.
Antes de su uso, se repicaron dos veces con el objetivo de reactivarlas luego del estrés
producido por la crioconservacién. En la Tabla 3 se resumen todas las condiciones de
incubacién utilizadas para el crecimiento de los diferentes microorganismos, durante el

desarrollo de la presente tesis.

Tabla 3: Condiciones de incubacién de las bacterias utilizadas.

Medio de Tiempo de Temperatura

Bacteria cultivo incubacién (horas) (°C)
Enterococcus mundtii spp. Caldo MRS 24 30
Listeria innocua ATTC 33090 Caldo TSB 16 30
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 Caldo TSB 16 30
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Caldo TSB 24 30
Pseudomonas fluorescens ATCC 49838 | Caldo TSB 24 30
Shewanella putrefaciens ATCC 8071 Caldo TSB 24 25
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La concentracién de los in6culos se estandarizd, cuando fuera necesario, midiendo su
turbidez, utilizando un turbidimetro calibrado en unidades McFarland. Para ello, en tubos de
hemodlisis conteniendo 3,5 ml de agua peptona estéril, se agregaron alicuotas de 100 pl del
cultivo deseado, se homogeneiz6 el contenido, y se midié la turbidez. Este proceso se
repitié hasta llegar a un valor de 0,5 McFarland, lo cual equivale, aproximadamente, a una
concentracion de bacterias de 108 UFC/ml. Cabe destacar que, si bien una misma turbidez
no representa igual concentraciéon de bacterias para cualquier cepa, se evaluaron los
recuentos de todas las cepas utilizadas a una concentracion de 0,5 McFarland, y todos ellos
se encontraron en el orden de 108 UFC/ml. Posteriormente para llegar a la concentracion de

bacterias deseada para cada ensayo, se realizaron diluciones seriadas en agua peptona.

3.4.4 Técnica para la realizacién de recuentos

Para realizar los recuentos, a una alicuota de la muestra a analizar se le agregé agua
peptona para lograr una dilucion de 1/10 en una bolsa estéril. Luego, se homogenizé en
Stomacher por 1 minuto. Las diluciones seriadas se realizaron mezclando una parte de la
dilucién anterior con 9 partes de agua peptona.

Para los recuentos en superficie, se sembraron 100 pl de la dilucién deseada sobre el agar
correspondiente y se rastrilld con una espatula de Drigalsky, esterilizada por flameo, hasta
la absorcion completa de la muestra en el agar. Para realizar recuentos en profundidad, se
adicion6 1 ml de la dilucion deseada de la muestra en una placa de Petri estéril y se agrego
el agar a una temperatura de 45 °C, de manera tal que no estuviera solidificado y a la vez,
no dafiara las bacterias presentes. Las placas se homogenizaron manualmente en forma de

ocho para distribuir adecuadamente la muestra en el agar.

3.4.5 Medios de cultivo y condiciones de recuentos

En la Tabla 4 se muestra: el medio de cultivo utilizado, las condiciones de tiempo y
temperatura de incubacion, y la técnica empleada para realizar los recuentos de los
diferentes microorganismos. En todos los recuentos microbiolégicos, se utilizaron 3 réplicas

independientes, y a cada una se le realizaron los recuentos por duplicado.
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Tabla 4: Medios y condiciones de incubacion de recuentos realizados

Tiempo de Tempera Superficie/

Bacteria Medio de cultivo incubacion (horas) tura (°C) Profundidad

Bacterias aerobias mesdfilas Agar PCA 48 30 Profundidad

Bacterias aerobias psicroéfilas Agar PCA 96 4 Profundidad
Listeria spp. Agar Palcam 48 37 Superficie
Enterococcus spp. Agar Bilis Esculina Azida 48 37 Superficie

Luego de la incubacién, se contaron diferentes clases de colonias caracteristicas,

dependiendo el medio de cultivo utilizado. En los casos de los recuentos de bacterias

aerobias mesdbfilas y psicrofilas, se cont6 la totalidad de las colonias presentes. Para los

recuentos tanto de Listeria spp. como de Enterococcus spp. se contaron las colonias que

presentaron un halo negro alrededor de ellas, debido a la hidrdlisis de la esculina

3.5 Andlisis estadistico de los resultados

Todos los resultados se analizaron por medio del programa Statgraphics Centurion XV
(version 15.2.06, 1982-2007 Manugistics, Inc., Rockville, Maryland, Estados Unidos). La

totalidad de los datos se analiz6 utilizando un Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor

o dos factores segun el caso. Luego se realiz6 el test de Tukey para comparacion de

muestras mdltiples. La significatividad estadistica se evalué a un nivel del 5 % (a=0,05).
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Capitulo I: Del aislamiento de cepas bacteriocinogénicas a su
aplicacion

[.1 Introduccién

I.1.1 Biopreservacion mediante el uso de bacterias acido lacticas

Las BAL se utilizan desde la antigliedad para la produccién de alimentos y, es por ello, que
existe un historial de uso seguro de muchas de ellas. Estas se pueden utilizar como cultivos
iniciadores de la fermentacién generando un cambio en las propiedades sensoriales. Tal es
el caso de numerosos productos lacteos como yogur, leches acidas y quesos, embutidos
carnicos como el salame, o vegetales como el chucrut. En todos los casos el cultivo
iniciador no sélo es responsable de una disminucién del pH, sino también, de la produccion
de distintos metabolitos, entre ellos: etanol, perdxido de hidrogeno, acidos organicos y
péptidos con actividad antibacteriana (Egan et al., 2016). Adicionalmente, al utilizar las BAL
para fermentar los alimentos, es posible obtener una mejora en el valor nutricional del
producto, debido a la presencia de un nuevo perfil peptidico, como, por ejemplo, en el yogur
(Fardet et al., 2019) y compuestos con actividad antioxidante en cereales y legumbres
(Verni et al., 2019).

En los dltimos afios, muchas investigaciones se han centrado en el empleo de BAL como
cultivos protectores, de esta forma no se modifican de manera significativa las propiedades
sensoriales, pero se contribuye a mejorar la calidad microbiolégica de los alimentos. Esto
resulta de particular interés ya que se apunta a utilizar microorganismos que poseen un
historial de uso seguro, y por ello, la legislacién vigente permite su adicion a diferentes

matrices (Food and Drug Administration, 2021; Cédigo Alimentario Argentino, 2021).

Este capitulo se centra en la utilizacion de BAL de forma directa, adicionando el cultivo al

pescado para controlar su calidad microbiologica.

Dentro de las BAL se incluyen, actualmente, los géneros de Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, y Weisella. Estas son bacterias que
comparten algunas caracteristicas en comun, pero que no pertenecen a una rama
filogenética en particular. Todas ellas son Gram positivas, no poseen movilidad, ni generan
esporas, fermentan carbohidratos produciendo principalmente acido lactico y contienen un

bajo porcentaje de guanina y citocina en su ADN (Ananou et al., 2007). Durante su
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crecimiento producen diferentes compuestos con actividad antimicrobiana que se describen

a continuacion.

[.1.2 Compuestos con actividad antimicrobiana

Entre los compuestos con actividad antimicrobiana, se destacan los acidos orgéanicos, el
peroxido de hidrogeno y las bacteriocinas. Las bacteriocinas son de particular interés ya que
son compuestos que poseen una actividad antagonista contra ciertos tipos de
microorganismos, a concentraciones muy bajas y pueden ser degradadas por proteasas, de
manera que su uso en alimentos no generaria un efecto impredecible en la flora intestinal
(Woraprayote et al.,, 2016). Adicionalmente, algunas bacteriocinas también poseen
resistencia a las altas temperaturas y al pH del medio; varias producidas por los géneros
Enterococcus y Lactobacillus, tienen un amplio rango de accién contra bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas (De Kwaadsteniet et al., 2005; Todorov y Dicks, 2007).

Las bacteriocinas se sintetizan a nivel ribosomal, procesadas o no por subsiguientes
modificaciones por enzimas postraduccionales y exportadas al medio extracelular. El rol de
las bacteriocinas en la naturaleza es facilitar la introduccion o dominancia de la bacteria
productora en nichos especificos, actuar como péptidos antimicrobianos -inhibiendo
directamente cepas competidoras-, como péptidos que generan sefiales quimicas entre
bacterias, por medio de quorum sensing, o bien, generando sefiales en el sistema inmune
de células del hospedante (Majeed et al., 2011). En cuanto a los potenciales efectos de las
BAL y sus metabolitos en la salud humana, cabe destacar, una modulacién del apetito y
gestion del peso corporal, una accion antagonista contra bacterias patégenas presentes en
la flora intestinal, y efectos antiinfecciosos e inmunomodulatorios, reduciendo la generacién
de mediadores proinflamatorios y un aumento en citoquinas antiinflamatorias (Mathur et al.,
2020).

Es importante destacar que la mayoria de las cepas bacterianas producen al menos una
bacteriocina, pero resulta de interés el estudio de aquellas producidas por las BAL, debido a
los beneficios que presentan para la salud humana, su estado de GRAS, y su potencial

aplicacion inmediata en alimentos.

1.1.3 Principales géneros de bacterias acido lacticas productoras de bacteriocinas

Dentro de los principales géneros de BAL productoras de bacteriocinas estudiadas hasta el
momento, se destacan los géneros Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Carnobacterium y Weisella (Figura 1.1). Todas las bacteriocinas generadas por

estas BAL poseen actividad contra bacterias Gram positivas, y algunas producidas por
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Capitulo |

enterococos y lactobacilos también poseen actividad contra bacterias Gram negativas
(L6pez-Cuellar et al., 2016).
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Figura I.1: Porcentaje de diferentes especies de BAL productoras de bacteriocinas

I.1.3.i Evaluacién de su seguridad para la aplicacién en alimentos

Aparte de las aptitudes de las BAL para prevenir el desarrollo de microorganismos no
deseados, se debe evaluar su seguridad para el uso en alimentos. Esta evaluacion, esti
relacionada con la deteccién de factores de virulencia en las mismas. Los principales
peligros potenciales de las BAL para consumo humano se encuentran en la Tabla .1
(Colombo et al., 2020). Estos se pueden separar en:

« [Factores de virulencia: factores que facilitan la fagocitacién de células en humanos.

« Resistencia a antibiéticos: factor que dificulta el tratamiento de las enfermedades con
antibiéticos conocidos.

« Produccién de aminas biogénicas: estos metabolitos pueden generar enfermedades
en humanos tales como trastornos gastrointestinales, cutaneos, neuroldgicos,
aumento de la presion sanguinea y cefaleas. Es por estas razones que las cepas de

BAL utilizadas no deben presentar la potencialidad de producir estos compuestos.
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Tabla I.1: Principales aspectos a evaluar para la aplicacion de BAL en alimentos

Factores de Resistencia a Produccidn de
virulencia antibidticos aminas biogénicas
Agregacion Ampicilina Agmatina
ADNasa Bacitracina Cadaverina
Endocarditis Clindamicina Histamina
Gelatinasa Cloranfenicol Putrecina
Hemodlisis Eritromicina Tiramina
Hialuronidasa Gentamicina
Intercambio genético | Penicilina
Lipasa Estreptomicina
Tetraciclina
Vancomicina

Los factores analizados en cada género de BAL son especificos para cada una de ellas.
Resulta de interés resaltar que en escasas ocasiones las BAL se encuentran relacionadas a
enfermedades graves en humanos, salvo como patégenos oportunistas en casos de
enfermedades preexistentes y un estado de salud fragil por parte del hospedador (Adams,
1999). A continuacion, se detallaran las caracteristicas del género Enterococcus, ya que es

el evaluado en la presente tesis.

[.1.4 Género Enterococcus

Dentro de las BAL, cabe destacar el género Enterococcus. Son bacterias con forma de
cocos, de origen entérico, capaces de agruparse formando cadenas. Se encuentran
presentes en el medioambiente, asi también como en el tracto gastrointestinal humano.
Debido a su alta resistencia a condiciones adversas, como altas concentraciones de sales,
sus cepas se han utilizado como cultivos iniciadores en la fermentacion de quesos y
chacinados (Moreno et al., 2006). Estas generan productos con propiedades sensoriales
deseadas ademas de producir péptidos con actividad antimicrobiana (incluyendo
bacteriocinas) con amplia actividad antagonista tanto contra bacterias Gram positivas como
Gram negativas. Es por esta razén que en los ultimos afios se ha estudiado la aplicacion de
sus bacteriocinas para la preservacion de alimentos (Hanchi et al., 2018; Yang et al., 2014).
Adicionalmente, éstas han sido aplicadas como prebiéticos para aliviar sintomas como la

diarrea (Franz et al., 2011).

Actualmente el género Enterococcus incluye mas de 20 especies (Franz et al., 2003), las

cuales estan divididas en diferentes grupos:
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Grupo Enterococcus faecium: E. durans, E. faecium, E. hirae, E. mundtii, E. porcinus

y E. villorum.

Grupo Enterococcus avium: E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium y E.

faffinosus.

Grupo Entorococcus gallinarum: E. casseliflavus, E. flavescens y E. gallinarum.
Grupo Enterococcus dispar: E. Asini y E. dispar.

Grupo Enterococcus saccharolyticus: E. saccharolyticus y E. sulfureus.

Grupo Enterococcus cecorum: E. cecorum y E. columbae.

Grupo Enterococcus faecalis: E. faecalis, E. haemoperoxidus y E. moraviensis.

Grupo Tetragenococcus: E. solitarius, T. halophilus y T. muriaticus

Independientemente de su historial de uso seguro, éstos no poseen la calificacion de

bacterias GRAS a diferencia de otras BAL, debido a la presencia de factores de virulencia y

resistencia a antibiéticos distribuidos en los aislados clinicos de este género (Ogier y Serror,

2008). Dentro de éstos se pueden destacar:

[>e]

Resistencia a antibiéticos: es una tematica de amplias implicaciones sobre toda la
poblacion bacteriana, pero particularmente en el caso de los enterococos ya que, al
presentar estos resistencia a vancomicina o a ampicilina su infeccién puede resultar
muy dificil de tratarse (Mundy et al,. 2000). La resistencia a vancomicina o a
ampicilina se consideran positivas cuando las bacterias no son susceptibles a una
concentracion de 4 pg/ml o 8 pug/ml, respectivamente (Clinical Laboratory Standards
Institute, 2021jError! Referencia de hipervinculo no vélida.). Esta resistencia
puede ser intrinseca o adquirida. En el caso de ser adquirida, ésta puede deberse a
mutaciones o la transferencia horizontal de genes entre diferentes cepas (Arias et
al., 2009). Es por esta razén que resulta de vital importancia no so6lo analizar la
expresion fenotipica de esta resistencia, sino también la presencia de genes que
codifiquen para la misma (Clinical Laboritory Standards Institute, 2021). El segmento
de ADN que se encuentra relacionado con la resistencia a ampicilina y a
vancomicina en enterococos es el elemento de insercion 1S16, el cual es un
transposon que puede insertarse en diferentes partes del ADN activando o
desactivando la expresién de un gen. Este, en general, se encuentra presente en

enterococos de origen hospitalario.
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Actividad hemolitica: esté relacionada a la produccion de citolisina, la cual es una
toxina que causa una reaccion beta hemolitica en algunos eritrocitos y posee
actividad antagonista frente a una amplia variedad de bacterias Gram positivas. La
presencia de actividad hemolitica aumenta la patogenicidad y muerte de pacientes
infectados (Chajecka-Wierzchowska et al., 2017). Sin embargo, existen enterococos
relacionados a infecciones que no poseen actividad hemolitica, aunque se ha
encontrado que la presencia de esta capacidad aumenta cinco veces el riesgo de
muerte en pacientes con bacteriemia causada por enterococos (De Vuyst et al.,
2003). Las principales cepas de Enterococcus analizadas por su actividad hemolitica
son E. faecium, E. fecalis y E. durans (Semedo et al., 2003). Los operones que

codifican para esta actividad son cylLl y cylLs.

Adhesibén a tejidos: este factor aumenta la virulencia debido a que es mas probable
gue la bacteria pueda invadir y plasmolizar células eucariotas. Esto se debe a que al
adherirse la bacteria a la célula intestinal o del tracto urogenital, aumenta la
posibilidad de que esta pueda pasar al sistema linfatico o vascular. Adicionalmente si
bien la presencia de esta proteina puede aumentar la virulencia de esta especie,
también su presencia facilita que la misma pueda adherirse al tracto gastro intestinal
para cumplir su funcién como probiético (Colombo et al., 2020). La adhesion se da
debido a la presencia de una proteina de agregacion, y el gen que la codifica es el
agg que forma parte de un plasmido relacionado con las feromonas (Rozdzinski et
al., 2001; Wells et al., 2000). Otro gen relacionado a la adhesién es el de la proteina
de superficie (esp).

Licuefaccion de gelatina: ésta se debe a la accion de la gelatinasa, la cual puede
hidrolizar gelatina, colageno, caseina y otros péptidos pequefios con actividad
biolégica. De esta manera, los enterococos pueden degradar el tejido de las células
hospedantes y asi obtener nutrientes (Semedo et al., 2003). El gen gque codifica para
este factor de virulencia se llama gelE y esta localizado en el cromosoma. La
presencia del mismo ha probado empeorar las condiciones de endocarditis en

humanos (Thurlow et al., 2010).

Produccion de hialuronidasa: ésta es una enzima que degrada el acido hialurénico
del tejido conectivo y facilita la invasion bacteriana (Laukova et al., 2019). El gen que
codifica para su produccion es el gen hylEfm. Este gen se encuentra casi
Gnicamente en aislados clinicos de E. faecium, y puede estar presente en plasmidos

lo cual permitiria su transferencia horizontal (Arias-Moliz et al., 2009).
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Si bien la especie en la cual predominan los factores de virulencia es en E. faecalis (Jett et
al., 1994), no es posible utilizar una nueva cepa de enterococos sin una evaluacion
exhaustiva de la presencia de factores de virulencia. Cabe mencionar que la especie E.
mundetii, con la que se trabajara en este tesis, en general, no posee factores de virulencia,
habiéndose aislado hasta la fecha un Unico espécimen con resistencia a la vancomicina
(Sharifi-Rad et al., 2016).

La mayoria de los enterococos producen bacteriocinas tipo Il, estables al calor, cationicas,
hidrofébicas, con un tamafio menor a 6 kDa (De Vuyst y Vandamme 1994; Nes et al., 1996).
Las principales bacteriocinas producidas por este género son enterocina A, B, P, L50A,
L50B, mundticina KS, bacteriocina 96, bacteriocina 31, 1071 A/B, enterocina Q y HirJM 79
(Henning et al., 2015). En la Tabla 1.2 se pueden observar las bacteriocinas producidas por

enterococos Y su clasificacion.

Tabla 1.2: Bacteriocinas producidas por enterococos Yy su clasificacion

Clase Bacteriocina
Clase | Citolisina
Clase Il Enterocina 32/1071/A/B/P/Q/L50/EJ97/MR10/RJ-11

Mundticina / KS
Bacteriocina 31/ RC714/T8
Clase Il Enterocina AS-48

[.1.5 Clasificacion de bacteriocinas

Las bacteriocinas se clasifican en diferentes clases segun sus caracteristicas bioquimicas y
genéticas. Algunas pueden presentar modificaciones postransduccionales. Si su tamafio es
menor a los 10 KDa, se clasifican en Clase | o Clase Il, y si su tamafio es mayor en Clase
lll. Las Clases | y Il se diferencian segun tengan modificaciones enzimaticas en su sintesis o
no. Dentro de cada clasificacion existen diferentes subgrupos que dependen tanto de su

composicion peptidica, asi también como de los genes relacionados a su produccion.

Su clasificacion, a medida que se descubrieron nuevas bacteriocinas se ha modificado
desde la primera propuesta por Klaenhammer (1993). La clasificacion actual, segun

Alvarez-Sieiro et al. (2016), es la siguiente:

« Clase I: Incluye a todos los péptidos que sufren modificaciones enzimaticas durante
su biosintesis, lo cual proporciona a las bacteriocinas de aminoacidos y estructuras

pOCOo comunes.
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Clase la: en esta clase se encuentran las bacteriocinas que poseen
aminoacidos tales como lantonina o metil-lantonina, generalmente, sufren
modificaciones postransduccionales y los genes encargados de estas
modificaciones se encuentran en el mismo operén que los que codifican para
la sintesis ribosomal de las bacteriocinas. Estos a su vez segln las enzimas
postransduccionales que estan involucradas en su sintesis se pueden dividir
en 2 subcategorias. Dentro de este grupo se encuentra la nisina y la lacticina.
El mecanismo de accion de los lantibiéticos se basa en la union a los lipidos

Il de la membrana del microorganismo objetivo, generando poros.

Clase Ib: son péptidos ciclicos que presentan una unién entre el nitrégeno y
el carbono terminal formando una molécula circular. Ejemplos de estas
bacteriocinas son la carnociclina A y la bacteriocina AS-48. Su modo de
accion es mediante la generacién de poros en la membrana de las células
objetivo. Existen 2 mecanismos para lograrlo, uno de ellos es dependiente
del voltaje, mientras el otro estd relacionado con la generacion de un

reordenamiento en la membrana celular.

Clase Ic: los sactipéptidos poseen uniones disulfuro y una estructura de
horquilla. Este grupo de bacteriocinas no es producido por BAL. Dentro de
este grupo se encuentra la subtilicina, producida por Bacillus subtilis. Estas
pueden insertarse parcialmente en la membrana celular causando un

desorden en la region hidrofobica, generando poros transitorios.

Clase Id: son péptidos que contienen una o varias combinaciones de anillos
heterociclicos de tirasol y metil-oxasol. EIl mas comun es la streptolisina S. El
mecanismo de accibn de estas bacteriocinas no se encuentra bien
caracterizado, no obstante, existe evidencia de la inhibicion de la enzima

girasa en el microorganismo objetivo.

Clase le: estas bacteriocinas se denominan glicosinas, debido a que poseen
un residuo glicosilado en su estructura. Dentro de este grupo se encuentra la
glicosina F y la enterocinas F4-9. Su mecanismo de accion se basa en un
efecto bacteriostatico mediado por su capacidad para unirse a sitios

especificos de accidn sobre la pared celular (Bisset, 2019).

Clase If: las bacteriocinas pertenecientes a esta clase se denominan

lasopéptidos. Se caracterizan por una unién amida entre el primer
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aminoé&cido del péptido principal y un residuo cargado negativamente. Estos
péptidos no solo poseen actividad frente a bacterias, sino también frente a
virus y células cancerigenas (Maksimov et al., 2012). Ejemplos de estos
péptidos son la microcina J25 y la capistruina. Su mecanismo de accion
incluye, luego del ingreso a la célula, la inhibiciébn temporal de la elongacion
del ARN, la generacion de especies de oxigeno reactivas e inhibicion de

proteasas.

« Clase II: Este grupo incluye bacteriocinas que no contienen modificaciones inusuales

y tienen un tamafio menor a 10 KDa.

o Clase lla: son péptidos de amplia actividad, similares a la pediocina. Su
estructura incluye dos regiones separadas por una articulaciéon flexible. El
modo de accion es formando poros mediante la uniéon al sistema de
receptores del transporte de manosa fosfotransferasa, insertdndose asi en el

citoplasma.

o Clase llIb: este grupo consiste en bacteriocinas formadas por dos péptidos
separados, para lograr su maxima actividad ambos deben estar presentes.
Ejemplos de estas bacteriocinas son la enterocina X y la lactocoquina G.
Actlan a través de una estructura de doble hélice que interacciona con un

receptor especifico en la membrana causando la plasmodlisis.

o Clase llc: este grupo de bacteriocinas se sintetizan sin un péptido lider N-
terminal. Ejemplos de éstas son las enterocinas L50, 7A 'y 7B. Su mecanismo
de accion se basa en la formacion de poros en la membrana lo cual conlleva

a la plasmdlisis de la célula objetivo.

o Clase lld: en este grupo se encuentran bacteriocinas de estructura lineal que
no presentan ni estructuras ni modos de accién en comun. Entre éstas se
destacan la lactocoquina A y la enterocina B. El mecanismo de la
lactocoquina 972, por ejemplo, es la inhibicion de la biosintesis de la pared

celular.

« Clase lll: estas bacteriocinas tampoco contienen modificaciones, pero su tamafo es

mayor a los 10 KDa y poseen mecanismos de accion que pueden ser liticos o no.

En la Figura I.1 se puede observar un resumen de los mecanismos de accion de las

bacteriocinas de diferentes clases.
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Figura 1.2: Mecanismos de accion de las diferentes clases de bacteriocinas sobre células
objetivo (Hassoun et al., 2020).

[.1.6 Técnicas in vitro para la deteccidn de bacteriocinas

Para lograr la deteccion de las bacteriocinas, se debe lograr su produccién por el
microorganismo. Para ello, en general se pueden utilizar medios de cultivo comerciales tales
como el caldo MRS. Los principales métodos de deteccion son los métodos difusion en agar
o deteccidn de crecimiento/no crecimiento en medio liquido utilizandose un microorganismo
objetivo, que sea sensible a la bacteriocina estudiada (O’Connor et al.,, 2015a). Para
asegurar que la inhibicion se deba a la bacteriocina, primero se debe descartar la
produccion de peréxido de hidrégeno (midiendo la actividad de la catalasa en el SLC) y la
inhibicion debido a la produccién de &cidos (alcalinizando el SLC) (Campos et al., 2006).

Los microorganismos mas utilizados para ello son: L. monocytogenes, E. coliy S. aureus.

I.1.6.i Técnicas de difusidon en agar

Para detectar la produccion de bacteriocinas existen diversas técnicas realizadas sobre
medios solidos. Todas éstas se basan en la deteccion de un area traslicida sobre el agar
luego de la incubacion del SLC en contacto con un cultivo del microorganismo objetivo
obtenido en la etapa estacionaria temprana. Estas se detallan a continuacion (Zou et al.,
2018):
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« Técnica de la gota (TG): en esta técnica se agrega la cepa indicadora sobre el agar,
se permite que esta se absorba y se dispensan 10 ul del SLC a ser evaluado. Al
necesitar una pequefia cantidad de SLC, esta técnica suele ser utilizada para
extractos purificados o semipurificados con una buena accion antagonista.

« Técnica de difusibn en agar (TDA): esta técnica consiste en inocular agar con el
microorganismo indicador y dejarlo solidificar, para luego realizar pocillos en el
mismo y colocar en su interior el SLC. Esta técnica permite incorporar un mayor
volumen de SLC siendo conveniente permitir la difusion del mismo en el agar antes
de su incubacion.

« Técnica de difusion en disco: esta técnica, al igual que en la TG, la cepa indicadora
se agrega sobre el agar y luego se coloca un disco de papel de filtro sobre el cual se

dispensa el SLC.

I.1.6.ii Técnicas de dilucién en medio liquido

Las técnicas en medio liquido se basan en que el SLC entre directamente en contacto con
el cultivo objetivo. Luego es posible evaluar el crecimiento o su inhibicion por turbidimetria o
por recuento de viables en placa. Para estas técnicas resulta de vital importancia incorporar
el SLC junto con medio de cultivo fresco, dado que la bacteria productora utiliza en su
crecimiento los nutrientes. Es debido a esto que ésta Unicamente es util para SLC con una
elevada actividad antagonista, ya que serd necesario diluirlo para evaluar su actividad
(Hoover y Harlander, 1993). Ademas, esta técnica se utiliza particularmente para evaluar la
actividad del SLC en combinacién con otros antimicrobianos o a diferentes pHs para hallar

comportamientos sinérgicos en cuanto a la actividad antagonista.

[.1.7 Aplicacion de bacterias acido lacticas en la preservacion de pescado como

cultivos protectores

El objetivo principal al utilizar BAL como cultivos protectores, consiste en seleccionar
bacterias que no contengan factores de virulencia, que mantengan su poblacion al ser
incorporadas en el alimento objetivo, que produzcan bacteriocinas en el mismo, y no
generen produccion de acidos o presenten actividad proteolitica o lipolitica,
comprometiendo las caracteristicas sensoriales de los alimentos (Holzapfel et al., 1995). Al
adicionar el cultivo, la principal ventaja es que -ademas de producir bacteriocinas- éste
puede competir con la flora nativa del alimento, en este caso, el pescado y, de esta manera,

colaborar con la inhibiciéon del crecimiento.
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Dentro de la legislacion, se encuentra permitido el agregado de bacterias GRAS, por lo cual
simplemente la identificacion de la cepa y la ausencia de factores de virulencia es suficiente
para su aplicacion en el pescado. En el caso de utilizar dicha cepa como probiético, se
deben realizar las pruebas pertinentes de manera de asegurar la supervivencia de una
poblacion mayor a 108 UFC/g al llegar al intestino grueso, para asegurar su accion benéfica
en el organismo. Una de las formas preliminares de realizar esta comprobacion es por
medio de digestion in vitro, la cual simula las condiciones en el estbmago y en el duodeno a
las cuales las bacterias estarian sometidas antes de llegar al colon donde ejercerian el

efecto probiético (Melchior et al., 2020).

La principal limitacion que presenta la incorporacion de los cultivos protectores es su
compatibilidad con la matriz alimentaria, ya que los cultivos pueden no desarrollarse
adecuadamente o no sobrevivir. Esto se vincula a la heterogeneidad de la composicion de
los alimentos ya que, incluso muestras pertenecientes a un mismo lote de un producto
pueden tener caracteristicas muy diferentes en cuanto a composicién fisicoquimica vy
microbioldgica. Esto implica que, la cepa pueda no obtener los nutrientes necesarios o bien,

no pueda competir con la microbiota natural.

En los ultimos afios se han aplicado cultivos protectores en pescado logrando controlar el
recuento total de microorganismos, bacterias psicréfilas y la poblacién de diferentes
microorganismos patdgenos. En la Tabla 1.3 se puede observar un resumen de los

adelantos mas recientes.
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Tabla 1.3:

Aplicacion de cultivos protectores en productos de la pesca (Adaptada de Rathod

et al. (2021)).

Producto
de la pesca | Cultivo protector Objetivo Barrera adicional Referencia
L. lactis Bacterias aerobias Boulares
L. plantarum mesofilas etal
Lubina C. piscicola Bacterias psicrofilas Aceite esencial de citrus (2018)
Nitrégeno basico Envasado al vacio Boulares
L. lactis volatil Refrigeracidn etal
Lubina L. plantarum Acidos grasos (2017)
C. piscicola
L. curvatus Aymerich
C. maltaromaticum Refrigeracion etal
Salmén L. sakei CTC494 L. monocytogenes Envasado al vacio (2019)
Bacterias aerobias
L. curvatus BCS35 mesofilas y coliformes Gomez-
Merluzay | E. faecium BNM58 S. aureus Almacenamiento al vacio Salaetal.
mero Clostridium spp. Almacenamiento en hielo (2016)
C. maltaromaticum SF1944
Filetes de | L. piscium EU2229 Wiernasz
salmoén Leuconostoc gelidum Bacterias aerobias Refrigeracion etal
gralvax EU2249 mesofilas (2020)
L. piscium CNCM 1-4031 Saraoui et
Camarones | C. divergens V41 L. monocytogenes Atmodsfera modificada al. (2016)
Pasta de Kaktcham
tilapia del Tratamiento térmico a etal
Nilo L. lactis subsp. lactis 3MT Vibro spp. 75 °Cpor 1 hora (2019)

Dada la perspectiva actual sobre la preservacion de pescado, en este capitulo se utilizaran

BAL, aisladas del medio marino para utilizarlas como cultivo protector, y preservar pasta de

merluza argentina (Merluccius hubbsi).
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[.2 Objetivos

Aislar, seleccionar y aplicar bacterias acido lacticas productoras de bacteriocinas para la

preservacion de pescado (Figura 1.2).

1.2.2 Objetivos particulares

« Aislar e identificar cepas bacteriocinogénicas de bacterias &cido lacticas presentes

en organismos marinos de la costa patagénica.

« Caracterizar la actividad antagonista del sobrenadante libre de células (SLC) de

cada una de las cepas.
« Verificar la ausencia de factores de virulencia en las cepas preseleccionadas.
« |dentificar la presencia de genes que codifican para la produccién de bacteriocinas.
« Seleccionar la cepa bacteriocinogénica mas apta para aplicar como cultivo protector.

« Aplicar la cepa seleccionada como cultivo protector para la preservacion de pasta de

merluza.

La Figura 1.3 muestra un diagrama de flujo de las tareas realizadas para cumplir los
objetivos del presente capitulo.
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Aislamiento Deteccion de actividad
de cepas antagonista
Seleccién de 22 cepas
Identificacidon
4
Fenotipica Evaluacién de factores
PCR de virulencia

Determinacion del titulo contra L.
plantarum y L. innocua

Crecimiento y
produccion de
bacteriocinas a 4 °C

Evaluacién de genes
que codifican para la
produccion de
bacteriocinas

y

Caracterizaciéon de
actividad antagonista

Seleccién de 6 cepas

Ensayos preliminares

Y

Seleccidn de una cepa
(cultivo protector)

Aplicacion en pasta de
merluza

Capitulo |

Actividad antagonista frente
a L. innocua

Fenotipica
PCR

Produccion de dcidos orgdnicos y
peroxido de hidrégeno
Estabilidad a enzimas proteoliticas

Optimizacion de la obtencion del SLC
Evaluacion de la interaccion entre SLC

Andlisis microbioldgicos

Figura 1.3: Esquema de objetivos particulares del capitulo.

40



[.3 Materiales y Métodos

1.3.1 Aislamiento y seleccidn de bacterias acido lacticas con actividad antagonista
frente a L. innocua

I.3.1.i Aislamiento de bacterias 4cido lacticas de la costa patago6nica

La primera etapa del presente trabajo consistié en el aislamiento de BAL de animales que
habitan la costa de la Patagonia argentina. Para llevar a cabo dicho aislamiento, se
recolectaron especimenes de moluscos y peces en la costa noreste del municipio de
Rawson, provincia de Chubut, en los meses de abril y mayo de 2016. Los moluscos
utilizados fueron ejemplares de vieira tehuelche (Aequipecten tehuelchus), almeja rayada
(Leukoma antiqua), mejillon patagénico (Mytilus edulis platensis), navaja (Solen tehuelchus),
panopea (Panopea generosa), pepino de mar (orden Holothuroidea), estrella de mar (orden
Forcipulatida) y ascidia (Hemiodema spectabilis). Los peces utilizados fueron pez raya
(Familia Rajidae), pez gallo (Callorhynchus callorhinchus), pejerrey (Odontesthes

bonariensis) y rébalo (Eleginops maclovinus).

En el caso de los moluscos, las muestras se tomaron Unicamente de sus visceras y en el
caso de los peces se tomaron muestras de la boca, branquias, tegumento e intestino. El

lugar de recoleccién especifico de los especimenes se detalla en la Tabla |.4.

Tabla 1.4: Lugar de recoleccién especifica de los especimenes utilizados.

Espécimen Lugar de recoleccién
Almeja Playa Bengoa
Ascidia Playa Unidn zona Norte

Estrella de Mar | Playa Unidn

Mejillon Puerto Madryn
Navaja Puerto Lobos
Panopea Puerto Lobos

Pepino de mar Playa Unidn zona Norte

Vieira Playa Bengoa

Gallo El sombrerito Playa Unién
Pejerrey El sombrerito Playa Unién
Raya El sombrerito Playa Unién
Rdébalo El sombrerito Playa Unién
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Los especimenes se enviaron al Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana de la Facultad de
Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de la Patagonia "San Juan
Bosco". Una vez en el laboratorio, se tomaron muestras de cada uno de ellos. Para las
visceras de moluscos y peces, se tomo asépticamente una alicuota de 1 g; y en el caso de
las muestras de boca, branquias y tegumento de peces, se pasd un ansa estéril por la
superficie. Todas las muestras se transfirieron asépticamente a diferentes medios de
enriguecimiento con la finalidad de favorecer el desarrollo de diferentes BAL. El esquema

general del aislamiento se observa en la Figura 1.4.

ENRIQUECIMIENTO

| Medio liquido
MRS MRS Plrpura de MRS pH 5,40
sin Bromocresol
Azida
acetato
______________________ i___________i_____________ _— AISLAMIENTO
1 Medio s6lido
MRS MRS MRS Agar Bilis MRS pH
con Sin ESCU“na 5,40
vancomicina acetato
\ J
i

COLONIAS AISLADAS
_—— ——————_ NO

| Gram | Catalasa |

| Positiv0| Negativo l— Si

Si

Almacenamiento: - 80 °C,
Caldo MRS + 20 % glicerol

NO Descarte de colonia aislada

Figura 1.4: Esquema de aislamiento de bacterias acido lacticas de moluscos y peces.

Los caldos nutritivos utilizados fueron: de Man, Rogosa y Sharpe pH 6,50 (MRS), MRS sin
acetato de sodio, MRS a pH 5,40 y Parpura de Bromocresol Azida. Todos se incubaron a 30
°C por 24 horas con excepcion del caldo Puarpura de Bromocresol que se incubd por 48
horas ya que es un medio selectivo. EI MRS sin acetato de sodio se seleccioné para
favorecer el aislamiento del género Carnobacterium, ya que el mismo no se desarrolla de
manera adecuada en su presencia (Barakat et al., 2000). El MRS a pH 5,40 se utiliz6 para
favorecer el desarrollo de Lactobacillus ya que éstos poseen una elevada resistencia a pHs
acidos (Gaudana et. al., 2010).
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En el caso de los caldos en los que se observo crecimiento luego de las 48 horas, se tomd
una alicuota de 100 pl y se la sembr6 en agar. En esta etapa del aislamiento, se emplearon
iguales medios que en el enriquecimiento, pero con un agregado de 1,5 % de Agar
Bacterioldgico, con excepcion del caldo de Puarpura de Bromocresol, que se transfirié a
placas de Agar Bilis Esculina y el MRS que se transfirié a placas de MRS y de MRS con
vancomicina, para favorecer el desarrollo de Lactobacillus ya que poseen resistencia natural

a este antibiético (Swenson et. al, 1994).

Durante la etapa de aislamiento cada una de las placas se incubé a 30 °C por 24 horas, con
excepcion de las placas de Agar Bilis Esculina, que se incubaron a 37 °C por 48 horas. En
las placas en las que fue posible obtener colonias aisladas, se tom6 una parte de una
colonia y se realiz6 la tincibn de Gram seguida por una observacién al microscopio para
verificar la homogeneidad del cultivo y su morfologia. También se realiz6 la prueba
bioguimica de catalasa. En caso de que las bacterias no mostraran homogeneidad bajo el
microscopio, se volvié a realizar un aislamiento en el mismo medio de cultivo, para obtener
colonias aisladas. Los cultivos que mostraron homogeneidad bajo el microscopio, que
fueron Gram positivos y que no presentaron actividad de catalasa, se transfirieron a placas
de agar MRS y se realiz6 nuevamente un aislamiento para asegurar su pureza. De este
segundo aislamiento, también se realiz6 la tincion de Gram, observacion al microscopio y
prueba de la catalasa. Todos los cultivos aislados que mostraron homogeneidad se
traspasaron a caldo MRS, se incubaron a 30 °C por 24 horas y se almacenaron a -80 °C en

el medio de crioconservacion correspondiente hasta su uso (MyM generales, Seccién 3.4.3).

1.3.1.ii Seleccién de cepas con actividad antimicrobiana

Con el objetivo de seleccionar cepas adecuadas para la preservacion de productos de la
pesca, se estudid la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células (SLC)
de todas las cepas aisladas, contra Listeria innocua ATTC 33090, aplicando la técnica de
difusién en agar (TDA) (Devillers et al., 1989).

1.3.1.ii.a Produccion del sobrenadante libre de células

Para la produccion del SLC, las cepas se incubaron dos veces sucesivas por 16 horas a 30
°C. Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, de
manera de obtener un pellet con las bacterias, y un SLC limpido. EI SLC obtenido se
esterilizo utilizando un filtro para jeringa de 0,22 um para asegurar la separacién completa
de todas las bacterias. Finalmente, se colocé en un bafio a 100 °C por 5 minutos con la

finalidad de inactivar las proteasas que pudieran actuar sobre los compuestos de naturaleza
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Capitulo |

peptidica presentes, segun lo realizado por Schelegueda et al. (2015). El SLC se conservo a
4 °C hasta su uso.

1.3.1.ii.b Ensayo de difusién en agar

La cepa Listeria innocua ATTC 33090 se seleccion6 como indicadora para determinar la
actividad antagonista de los SLC, ya que se ha observado que cuando es expuesta a
distintos factores de estrés, responde de manera similar que Listeria monocytogenes,
patégeno usualmente presente en productos de la pesca (Friedy et al., 2008).

Para llevar a cabo las determinaciones, se preparé agar TSB blando (1,2 % de Agar
bacterioldgico), y se lo inoculé con 10° UFC/mI de la cepa indicadora. El agar inoculado se
vertio en placas de Petri de 100 mm de didmetro y 15 mm de altura. Tras su solidificacion,
se realizd un corte circular de 6 mm de diametro con un sacabocados estéril y al retirar el
agar del centro se obtuvieron pocillos en los cuales se colocaron 50 ul del SLC. En esta
primera instancia el pH del SLC no se ajusté debido a la alta resistencia de L. innocua a
valores de pH entre 4,0 y 5,0, que es el rango de pH observado para los SLC. En etapas

posteriores se verificd la nula contribucién de la disminucion del pH a la inhibicién.

Como control negativo se utiliz6 caldo MRS y como control positivo se utilizé nisina a una
concentracion de 1000 Ul/ml. Para favorecer la difusion del SLC, y la ralentizacion del
crecimiento de L. innocua, las placas se colocaron a 4 °C por 2 horas y posteriormente se
incubaron a 30 °C por 24 horas. Pasado ese tiempo, la actividad antagonista contra la
bacteria indicadora se identifico por la aparicion de un halo translicido alrededor del pocillo,
el cual indica la inhibicién de su crecimiento. El diametro de los halos se midi6 con un
calibre y las BAL cuyo SLC mostré actividad se seleccionaron para continuar con su
caracterizacién. Todos los ensayos de la TDA se realizaron por triplicado. A modo de
ejemplo, la Figura 1.5 muestra los halos de inhibicion obtenidos para algunas BAL con
actividad antagonista.

Figura 1.5: Halos de inhibicién positivos.
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1.3.2 Identificacion fenotipica y genotipica de las bacterias acido lacticas
seleccionadas

La identificacion fenotipica preliminar de las cepas seleccionadas se realiz6 a nivel de
género, mediante la evaluacién de: el crecimiento a 45 °C; el crecimiento a pH 9,60 y la
hidrélisis de esculina en presencia de sales biliares (40 %). Para todos estos ensayos se
realizaron inéculos de cada una de las cepas en caldo TSB y se ajusté el pH, o se
agregaron las sales biliares. Todos los inéculos se incubaron a 37 °C por 24 horas, con
excepcion de las muestras destinadas al ensayo de crecimiento a 45 °C. Los crecimientos
evaluados se consideraron positivos al notar turbidez en los tubos, y la hidrélisis de
esculina, por la apariciéon de color negro en el medio de cultivo debido a la formacion de

sales insolubles de hierro.

Se evalud también la actividad de las enzimas pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) y leucina-
aminopeptidasa (LAP). Brevemente, a partir de cultivos puros en agar sangre, se realizo
una suspension densa en 50 pl de solucién fisiolégica estéril y se agregaron los discos que
contenian PYR y LAP. Luego las suspensiones se incubaron a 35 °C o 30 °C por 30
minutos, respectivamente. Para ambas pruebas el resultado positivo se debe a la liberacion
de un grupo pirrélico en el caso de la enzima PYR o B-naftilamina en el caso de la enzima
LAP, que reaccionan con el reactivo cinamaldehido, formandose un compuesto de color

rosado o rojo.

Las colonias seleccionadas pertenecientes al género Enterococcus se identificaron a nivel
de especie mediante la fermentacién de azucares y la produccién de pigmento amarillo

segun el esquema propuesto por Manero y Blanch (1999).

Para estudiar la fermentacién de azlcares, se utilizé arabinosa, metil-a-glucopiranésido,
manitol, rafinosa, ribosa, sacarosa y sorbosa. Cada cultivo puro, se inocul6 en un medio
basal de rojo de metilo conteniendo un 1 % de los azlcares a analizar. Ademas, todos los
tubos contenian una campana de Durham para detectar la produccién de gas. Los caldos se
incubaron por 24 horas a 37 °C. La fermentacién de los azlcares se detectdé mediante el
viraje del medio de rojo a amarillo y la produccion de gas, por medio de su recoleccién en la

campana de Durham.

Para determinar la produccién de pigmento, se realiz6 una estria obteniendo colonias
aisladas de cada una de las cepas en Agar Tripteina Soja. Las placas se incubaron por 24
horas a 30 °C y luego por 24 horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo la produccion de

pigmento pudo evidenciarse por la presencia de color amarillo sobre las colonias.
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Luego de la identificacion fenotipica preliminar, los resultados de las cepas seleccionadas
se confirmaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para tal fin, éstas
se incubaron a 37 °C durante 12 horas en caldo MRS, se centrifugaron a 12000 rpm durante
5 minutos y el ADN se extrajo utilizando un equipo comercial de purificacion Wizard
Genomics, Promega. Los cebadores y protocolos utilizados para la amplificacion de los
genes especificos de especies fueron los descritos por Jackson et al. (2004), mientras que
para la identificacion de género se utilizaron los cebadores rrs (16S ARNr) descritos por
Kariyama et al. (2000), como un control interno de PCR. La reaccién se llevé a cabo en un
termociclador Mastercycler®. La electroforesis de los productos de la amplificacién genética
se realizd en gel de agarosa al 1,2 %, a 70 V durante 1 hora en buffer TAE (Tris, &cido
acético, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH 8,0). Al finalizar la corrida, el gel se
colocé durante 20 minutos en una solucion de buffer TAE y bromuro de etidio de 0,5 pg/ml
posteriormente se lo visualizdé con luz UV en un transiluminador, se fotografié y se archivé.

Todos los ensayos realizados en esta seccidn se realizaron por duplicado.

1.3.3 Determinacion de factores de virulencia de las cepas seleccionadas

La determinacién de los factores de virulencia fue esencial ya que uno de los objetivos de la
presente tesis es utilizar las BAL para preservar productos de la pesca; esto implica que las
BAL seleccionadas deben ser aptas para consumo humano. La ausencia de factores de
virulencia es tan relevante como la capacidad de las cepas para producir un efecto

antagonista contra la flora deteriorativa y patégena presente en productos de la pesca.

Las pruebas realizadas fueron las de produccién de gelatinasa, de hemolisina y la
resistencia a los antibiéticos vancomicina y ampicilina. Para todos los casos se evalué la
presencia de los genes que codifican para cada una de ellas, asi como su expresion
fenotipica. Los factores de virulencia se evaluaron por estas dos vias ya que es posible que
la bacteria en ciertas condiciones no exprese la actividad especifica, pero que si tenga el
gen y que el mismo no se exprese. En estos casos si bien la cepa en si no resulta de
peligro, existe la posibilidad de la transferencia horizontal del gen que codifica para dicho

factor de virulencia. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

La prueba de produccién de gelatinasa se realizé para dilucidar si las cepas tienen la
capacidad de hidrolizar la gelatina. La prueba se realizé en TSA suplementado con 0,8 %
(p/v) de gelatina, sobre el mismo se realiz6 un estriado con cada cepa. Las placas se
incubaron durante 48 horas a 37 °C y se revelaron con una solucién de acido tricloroacético
20 % (v/v). Las zonas claras alrededor de las colonias se consideraron como actividad

positiva (Kanemitsu et al,. 2001).
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La produccién de hemolisina se evalu6 en agar Cerebro-Corazén suplementado con sangre
desfibrinada de conejo al 5 %. Para ello primero las cepas se incubaron durante 18 horas en
caldo MRS a 30 °C bajo una leve agitacion hasta la etapa estacionaria de crecimiento.
Luego se realizdé una estria de cada cepa en el agar mencionado y se incubaron a 37 °C
durante 48 horas. Los resultados se interpretaron como positivos cuando se observd un
halo de hemdlisis completa alrededor de las colonias (B-hemodlisis).

Otro de los factores relacionados con la capacidad de los enterococos para causar
infecciones con riesgo de vida en humanos es su resistencia a antibiéticos. Tanto la
vancomicina como la ampicilina son antibiéticos a los cuales los enterococos pueden
poseer resistencia (Semedo et al., 2003). Para la busqueda de microorganismos con
potencial resistencia se sembré 1 ml de suspensiones bacterianas de 10®° UFC/ml en placas
de Agar Bilis Esculina en superficie suplementado con vancomicina (6 pg/ml) o ampicilina
(2 pg/ml) segun las recomendaciones de Domig et al. (2003). Las placas se incubaron
durante 48 horas a 37 °C y se consideré crecimiento cuando se observé desarrollo de color

negro en el medio citado evidenciandose la resistencia a dichos antibiéticos.

En la Tabla I.5 se observan los cebadores especificos para detectar los genes que
codifican para los factores de virulencia estudiados. En el caso de la produccion de
gelatinasa, la expresion del gen gelE, es regulada por los productos de fsrA, fsrBy fsrC, por
lo cual la deteccion de la presencia del gen gelE, no necesariamente implica la expresion
fenotipica del mismo (Franz et al., 2001). Es por esto, que es necesario evaluar si la cepa

expresa la enzima y también si posee el gen que codifica para su produccion.
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Tabla 1.5: Cebadores de PCR utilizados para evaluar la presencia de genes que codifican la

expresion de factores de virulencia de los enterococos

Factor de Secuencia (5" - 37) Tamafio (pb) Referencia
virulencia
Agg f: AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 1553

r: AAACGGCAAGACAAGTAAATA Eaton y Gasson, 2001
gelE f: ACCCCGTATCATTGGTTT 419

r: ACGCATTGCTTTTCCATC Eaton y Gasson, 2001
Esp f: TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933

r: GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA Eaton y Gasson, 2001
hylEfm f: GAGTAGAGGAATATCTTAGC 661

r: AGGCTCCAATTCTGT Rice et al., 2003
IS16 f: CATGTTCCACGAACCAGAG 547

r: TCAAAAAGTGGGCTTGGC Werner et al., 2011
CylL f: GATGGAGGGTAAGAATTATGG 253

r: GCTTCACCTCACTAAGTTTTATAG Semedo et al., 2003
CylLs f: GAAGCACAGTGCTAAATAAGG 240

r: GTATAAGAGGGCTAGTTTCAC Semedo et al., 2003

El protocolo de PCR utilizado para agg, gelE y esp fue el siguiente: desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante 2 minutos. Posteriormente 29 ciclos, donde se utilizé una temperatura de
desnaturalizacion de 92 °C por 15 segundos; temperatura de templado (annealing) propia
para cada primer durante 15 segundos; y temperatura de extension de 72 °C por 15

segundos. Finalmente, se realizé una extension de 72 °C durante 2 minutos.

El protocolo utilizado para 1S16 fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4
minutos. Posteriormente se realizaron 30 ciclos compuestos por: desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 segundos; templado a 53 °C durante 30 segundos y elongacion a 72 °C durante

30 segundos, seguido por una extension final a 72 °C durante 4 minutos.

En el caso del protocolo utilizado para cylLs y cylL. se realizé una desnaturalizacion inicial a
94 °C durante 3 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, y extension a

72 °C por 2 minutos. Finalmente, una extension a 72 °C por 7 minutos.
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Las ampliaciones se evaluaron por electroforesis en gel de agarosa de 1,5 g/ml seguido por

una tinciéon con bromuro de etidio (0,5 mg/ml) y se visualizaron en un transiluminador UV.

1.3.4 Caracterizacion de la actividad antagonistay selecciéon de cepas

1.3.4.i Deteccion de genes que codifican para la produccion de bacteriocinas

Para comprobar que el efecto inhibitorio de los SLC de las bacterias se deba a la
produccion de bacteriocinas, en primera instancia, se procedio a la amplificacién de genes
gue codifican para su produccion en la especie identificada, la cual, como se detallara en la
seccion de Resultados, fue E. mundtii. La presencia de estos genes, si bien no aseguran la
expresion de la bacteriocina, muestran la potencial capacidad de la cepa para producirla.

En esta instancia, se utilizaron cebadores especificos que codifican para la amplificacion de
los genes relacionados con la produccion de enterocina A, B, P, L50A, L50B, mundticina
KS, bacteriocina 96, bacteriocina 31, 1071 A/B, enterocina Q y HirJM 79. Las condiciones
generales de PCR y los cebadores utilizados fueron aquellos descriptos por los autores

mencionados en la Tabla |.6. Todas las amplificaciones se realizaron por triplicado.
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Tabla 1.6: Secuencias de los cebadores para la amplificacion por PCR de los genes de

enterocinas en cepas de E. mundtii

Bacteriocina

Secuencia (5" - 37)

Tamafio Referencia

(pb)

Enterocina A f: GGTACCACTCATAGTGGAAA

r: CCCTGGAATTGCTCCACCTAA 138 De Vuyst et al., 2003
Enterocina B f: CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG

r: AGAGTATACATTTGCTAACCC 201 De Vuyst et al., 2003
Enterocina P f: GCTACGCGTTCATATGGTAAT

r: TCCTGCAATATTCTCTTTAGC 87 De Vuyst et al., 2003
Enterocina LB50A f: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA

r: TTTGTTAATTGCCCATCCTTC 274 De Vuyst et al., 2003
Enterocina LB50B f: ATGGGAGCAATCGCAAAATTA

r: TAGCCATTTTTCAATTTGATC 274 De Vuyst et al., 2003
Bacteriocina 96 f: GTGGAGAGGACGAAAGGAGA

r: TTGATTAGTGGAGAGGACGGATTA 291 Henning et al., 2015
Bacteriocina 31 f: CCTACGTATTACGGAAATGGT

r: GCCATGTTGTACCCAACCATT 130 Ozdemir et al., 2011
Bacteriocina
Enterocina 1071 A/B f: GGGGAGAGTCGGTTTTTAG

r: ATCATATGCGGGTTGTAGCC 273 Martin et al., 2006
Enterocina Q f: ATGAATTTTCTTCTTAAAAATGGTATCGCA

r: TTAACAAGAAATTTTTTCCCATGGCAA 105 Belgacem et al.,, 2010
Mundticina KS f: TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA

r: TCCACTGAAATCCATGAATGA 379 Zendo et al., 2005

Hiracina JM 79

f: TGAAAAAGAAAGTATTAAAACATTGTGTTATTCTAGG

r: TAAGTTAAGCTTGTACTACCTTCTAGGTGCCCATGGACC 408

Almeida et al., 2011

1.3.4.ii Contribucion del peréxido de hidrégeno y acidos organicos a la actividad

antagonista de los sobrenadantes libre de células

Para evaluar la posible contribucion del peroxido de hidrogeno a la actividad antimicrobiana

del SLC (sin ajustar su pH), el mismo fue tratado con una concentracién de 2 mg/ml de

catalasa e incubado por 1 hora a 37 °C. Si el SLC tuviera peroxido de hidrogeno el mismo
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dismutaria debido a la accion de la catalasa y la actividad antagonista del mismo disminuiria

posteriormente.

Para analizar la posible contribucién del bajo pH del SLC a la actividad, el mismo fue
alcalinizado con NaOH 0,1 N hasta pH 7,0.

Se evaluo la actividad antagonista contra L. innocua por medio de la TDA antes y después
de realizar los tratamientos mencionados. Una disminucién de la misma significo la
existencia de accion inhibitoria debida a la presencia de peréxido de hidrogeno o de acidos

organicos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

1.3.4.iii Sensibilidad a enzimas

Los SLC se trataron con enzimas hidroliticas: lisozima, pronasa, tripsina, pepsina y
bromelina. Las enzimas, a una concentracion final de 10 mg/ml, se disolvieron en los buffers
gue se observan en la Tabla 1.7, tal como lo recomiendan los fabricantes. Como control
negativo y positivo se empled una solucién de las enzimas y otra de cada uno de los SLC,
respectivamente. Dichas soluciones se diluyeron en agua estéril. Las muestras se incubaron
a 30 °C por 4 horas y la actividad residual contra L. innocua se determind por la TDA por
triplicado.

Tabla I.7: Buffers utilizados para evaluar la accién de diferentes proteasas sobre el SLC de
las cepas elegidas de E. mundtii

Buffer pH
Tripsina Buffer Tris-acido clorhidrico 8,0
Pronasa Buffer fosfato 7,5
Bromelina | Buffer citrato 4,5
Pepsina Buffer acetato 3,5
Lisozima Buffer fosfato 6,5

1.3.4.iv Determinacién de la actividad del sobrenadante libre de células sobre L.

innocua y flora deteriorativa de pescado

Luego de evaluar la actividad de los SLC de las BAL contra L. innocua, con el objetivo de
seleccionar la/s de mayor actividad para ensayos posteriores, se evalu6 su actividad a pH
6,0 frente a bacterias de coleccidn representativas de la flora deteriorativa del pescado. Este
pH fue seleccionado, ya que el pH del pescado fresco oscila entre 6,0 y 6,5 y se trata de no

modificarlo. Las cepas indicadoras elegidas fueron: L. innocua ATTC 33090, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 9027, P. fluorescens ATCC 49838, Shewanella putrefaciens ATCC 8071
y Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Como se mencion0 anteriormente, L. innocua se
utilizd como subrogante del patdgeno L. monocytogenes ya que ambas responden de
manera similar ante factores de stress, siendo L. innocua algo mas resistente (Char et al.,
2010; Friedly et al., 2008). P. aeruginosa, P. fluorescens, L. plantarum y S. putrefaciens se
utilizaron como representantes de la flora deteriorativa presente en pescado, ya que las
mismas presentan actividad proteolitica y favorecen el deterioro del masculo del pescado.
En el caso de S. putrefaciens, ésta también produce H-S y trimetilamina, generando aromas
desagradables (Gram y Dalgaard, 2002). Antes de su uso, todas las bacterias se inocularon
e incubaron segun las condiciones descritas en la Tabla 3 de la Seccion 3.4.3 de MyM
generales. Para determinar la actividad antagonista contra estos microorganismos, se utilizé

la TDA. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

1.3.4.v Seleccion de cepas con mayor actividad antagonista: cuantificacién de la
actividad del sobrenadante libre de células

Debido a que todas las BAL evaluadas presentaron una actividad antagonista muy similar
contra las bacterias indicadoras, para poder seleccionar alguna, fue necesario cuantificar
dicha actividad. Por ello se determiné el titulo de cada SLC contra las cepas que habian
sido inhibidas previamente. El titulo se definié como la dilucion maxima de SLC que posee

actividad antagonista sobre la cepa en estudio.

La cuantificacion se realizé por medio de diluciones seriadas del SLC en caldo TSB
utilizando la TDA. Las diluciones utilizadas fueron 2%, 41, 81, 16, 321, 641, 1281y 2561y
5121, El pH utilizado fue de 6,0. En base a los resultados, se seleccionaron las 6 cepas que

mostraron mayor titulo contra las cepas indicadoras.

1.3.5 Optimizacion de la produccion del sobrenadante libre de células

Con la finalidad de estudiar las condiciones 6ptimas para la produccion de las bacteriocinas,
se evalud la capacidad de crecimiento de las cepas seleccionadas y de produccién de
bacteriocinas luego de varios repigues sucesivos, a diferentes temperaturas y tiempos.
Ademas, se procedié a la optimizacion del orden del proceso de alcalinizacién y del
tratamiento térmico (TT) del SLC ya que las bacteriocinas, en medio alcalino, pueden ser
termolabiles (Jack et al., 1996; Leite et al., 2016).

La produccién de bacteriocinas se evalué realizando 1, 2 y 3 repiques sucesivos desde el
in6culo conservado en ultrafreezer. En cuanto a las condiciones tiempo - temperatura,

inicialmente las cepas se incubaron a 25 °C y a 30 °C por 18 horas ya que era el tiempo
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recomendado segun Zendo et al. (2005). Luego, se selecciond una temperatura y se
procedio a optimizar el tiempo de incubacion a la misma. Para ello se realizaron dos
repiques sucesivos de las cepas evaluadas y las mismas se incubaron en caldo MRS por 0,
15, 39, 48, 63 y 72 horas. En cada condicion se produjo un SLC y se midieron diferentes
parametros relacionados con la actividad antagonista y el desarrollo de las BAL. Estos
fueron: el pH, utilizando un pH-imetro; la turbidez, utilizando un turbidimetro y el diametro

del halo producido por cada SLC (a pH 6,0) contra L. innocua por medio de la TDA.

En cuanto a la optimizacion del proceso de alcalinizacion, se decidié probar la posibilidad de
realizar primero la alcalinizacion del SLC y posteriormente el tratamiento térmico -descrito
anteriormente- o viceversa. En este caso, también se evalu6 la estabilidad de la actividad
antimicrobiana, mediante la TDA, luego de cada uno de los pasos: produccion del SLC
(control), alcalinizacion y tratamiento térmico. En la Figura 1.6 se presenta un esquema

general del proceso de optimizacion de produccion del SLC.

Optimizacion de - Optimizacién de Optimizacion de
. Optimizacion de . ) -
cantidad de — e ++ tiempode Tratamiento térmico y
) temperatural| - . o
repigues incubacion alcalinizacion
| |
Ll ’“25"5 L15 horas |63 horas L Primero alcalinizacion,
luego TT
o —30°C _ 20 horas |L_72 horas 8
Primero TT, luego
|\3 LM horas ! g
alcalinizacion
v Y
. b
Incubacién por 20 Incubacién por 20 Incubacién Incubacién por 20
horas a 30°C horas a 30°C/ 25°C a30°C horas a 30°C
Tratamientos
TDA contra L TDA contra L. TDA contra L ¢
innocua innocua innocua

TDA contra L. innocua
luego de cada
tratamiento

Figura 1.6: Proceso de optimizacion de la produccién de bacteriocinas contenidas en el SLC.

1.3.6 Determinacidn del tipo de interaccion existente entre sobrenadantes libres de
células de las cepas seleccionadas

La evaluacién de la interaccion existente entre los SLC se realiz6 en medio liquido.
Inicialmente, fue necesario obtener el titulo de cada una de las 6 cepas contra L. innocua
por medio de la técnica de microdilucion en caldo a pH 6,0. Esto se debe a que el titulo no
solo depende del agente antimicrobiano utilizado, sino de la técnica por medio de la cual
éste se evalle (Balouiri et al., 2016). Para ello, se prepararon diluciones sucesivas en caldo
TSB del SLC de cada una de las cepas seleccionadas y un in6culo de L. innocua de 10’

UFC/ml. Las concentraciones evaluadas se encontraron en el rango comprendido entre 21y
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5121, Se utilizé una microplaca de 96 pocillos. En cada uno de ellos se sembraron 180 ul de
concentraciones decrecientes de SLC y 20 ul de in6culo de L. innocua. Excepcionalmente
en el caso de la concentracion del SLC de 22, se utilizé caldo TSB doble concentrado para
asegurar que éste no se diluyera y disminuyera la concentracion de nutrientes en
comparacion a las otras diluciones del SLC. Como control negativo se utilizé caldo TSB sin
inocular y como control positivo caldo TSB inoculado en ausencia de SLC. Ademas, el
control negativo fue utilizado como blanco de absorcion. La microplaca se incub6 en un
lector de microplacas a una temperatura de 30 °C y se tomaron medidas de absorbancia a
600 nm cada 1 hora. Se considero un efecto inhibitorio cuando la diferencia de absorbancia
fue menor a 0,1. Como titulo se consider6 la mayor dilucién en la cual L. innocua no crecio

por 24 horas. Todas las determinaciones se realizaron por sextuplicado.

La interaccion entre las mezclas binarias de los SLC se evalud por medio de la técnica de
microdiluciéon en caldo utilizando L. innocua como cepa indicadora (Schelegueda et al.,
2012). Las concentraciones utilizadas fueron elegidas siguiendo el modelo de Berembaum
modificado (Tabla 1.8), el cual incluye concentraciones inhibitorias (titulo) y subinhibitorias
(fracciones de dicho titulo) de cada SLC (Berembaum, 1978).

Se utiliz6 una microplaca por cada mezcla binaria, de manera que cada diluciéon sea
sembrada por sextuplicado. Todas las microplacas se incubaron a 30 °C por 24 horas. La
absorbancia de cada pocillo se ley6 a 600 nm cada 1 hora utilizando un lector de
microplacas. El indice de la concentracion fraccionaria inhibitoria (CFl;) se calculé segun la
Ecuacion 1.1. Este expresa la suma de los cocientes obtenidos cuando se divide el titulo de
los SLC combinados (TituloA-B o TituloB-A) por el titulo del SLC utilizado individualmente
(TiituloA o TituloB).

CFI; = (TituloA-B / TituloA) + (TituloB-A / TituloB)
Ecuacion 1.1

Un CFI; cercano a 1 indica un efecto aditivo, un valor menor a 1 indica sinergismo, y un

valor mayor a 1 indica un efecto antagonista (Balouiri et al., 2016).

o4



Tabla 1.8: Disefio de Berembaum para evaluacion de interacciones de antimicrobianos

Experimento SLCcepa A SLCcepa B FIC
1 1* 0 1
2 0 1 1
3 1/2 1/2 1

4 1/3 1/3 0,66

5 1/3 1/6 0,5

6 1/6 1/3 0,5

7 1/6 1/6 0,33
Control 0 0 -

*El titulo se ve expresado en la Tabla como 1, y las fracciones expresadas son en referencia al mismo.

1.3.7 Seleccion de bacterias acido lacticas para aplicacion como cultivo protector:

crecimiento y produccion de bacteriocinas durante el almacenamiento a 4 °C

Para evaluar la posibilidad de utilizar una de las cepas como cultivo protector, se determin6
la capacidad de supervivencia, crecimiento, y produccion de bacteriocinas a 4 °C. Con el
objetivo de adaptar a las BAL seleccionadas para desarrollarse a 4 °C, cada cultivo, se
repicéd en caldo MRS dos veces a 30 °C por 24 horas. Posteriormente, se transfiri6 a MRS
fresco y se incub6 a 15 °C por 3 dias. Finalmente, las BAL se transfirieron a caldo MRS y se
incubaron por 10 dias a 4 °C.

Se estudié el crecimiento de las BAL a las tres temperaturas mencionadas. Para ello, se
sembraron, en una microplaca de 96 pocillos, 200 ul de caldo MRS inoculado con una
concentracion de 10° UFC/ml de cada una de las cepas, individualmente. Las microplacas
se incubaron a 30 °C, 15 °C y 4 °C, y su absorbancia fue medida a 600 nm en un lector de
microplacas a intervalos regulares de tiempo hasta que los cultivos llegaron a la etapa
estacionaria de crecimiento. A partir de los datos obtenidos, se construyeron las curvas de
crecimiento de todas las BAL seleccionadas a las 3 temperaturas. Las curvas se realizaron

por septuplicado para cada microorganismo y cada condicién de crecimiento.

Se modelaron todas las curvas obtenidas a 4 °C y, a modo de ejemplo, aquellas
correspondientes a la cepa STw38 incubada a 15y 30 °C. Para eso, se aplicé el modelo de

Gompertz (Ecuacién 1.2). Los parametros obtenidos fueron: A (tiempo de etapa lag), u
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(velocidad de crecimiento) y A (valor asintético, que representa la absorbancia méaxima
alcanzada). El valor t de la ecuacion, representa el tiempo expresado en horas. El software
utilizado para realizar el modelado fue Statgraphics Centurion XV Versién 5.2.06. Para
evaluar la bondad del ajuste, se calcularon el coeficiente de determinacion (R?adj) y el error
cuadratico medio (RMSE).

y = Aexp{—exp[l+ (2 - )]}
Ecuacioén 1.2

Dado que todas las cepas lograron crecer adecuadamente a 4 °C, se evaluo la actividad de
los SLC producidos a dicha temperatura. Para tener certeza de extraer la muestra en la
etapa estacionaria temprana, se utilizaron los datos de las curvas de crecimiento
construidas previamente. El SLC se obtuvo segun lo indicado en la Seccion 1.3.1.iii. La
deteccién y cuantificacion de la actividad antagonista contra L. innocua y L. plantarum se
analiz6 por medio de la TDA. Esta etapa del trabajo permitié seleccionar una cepa para ser
empleada como cultivo protector debido a su capacidad de crecer y producir bacteriocinas

durante el almacenamiento refrigerado.

1.3.8 Aplicacion de E. mundtii STw38 para la preservacion de pasta de merluza

Anteriormente, se determiné que las BAL eran capaces de crecer y producir bacteriocinas a
una temperatura de 4 °C y que la actividad del SLC de E. mundtii STw38 producido a esta
temperatura era mayor a la del resto de los SLC. Por esta razon, se evalué el efecto de la
presencia de dicha BAL sobre la calidad de pasta de merluza inoculada con L. innocua,

envasada al aire o al vacio y almacenada a 4 °C.

1.3.8.i Preparacion de la pasta de merluza

Se trabaj6 con merluza argentina (Merluccius hubbsi). Los especimenes enteros se
transportaron hasta el laboratorio preservados en hielo. Alli, se lavaron bajo agua corriente
cuidadosamente, se evisceraron y se filetearon en condiciones asépticas bajo flujo laminar.
Los filetes se lavaron con agua clorinada estéril (7 mg/l) y se procesaron utilizando una
procesadora Yelmo Extra a velocidad maxima por 20 segundos. La pasta obtenida se ajusto
a un pH de 6,0 con &cido citrico (25 g/100 g) previamente esterilizado, se coloco en bolsas
estériles y se homogenizé por 3 minutos de manera manual para poder esparcir el acido

citrico y asegurar la homogeneidad del pH en toda la pasta.
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1.3.8.ii Preparacion de los sistemas

Para la preparacion de los sistemas, fue necesario adaptar el in6culo de E. mundtii STw38
para crecer a 4 °C. En el caso del in6culo de L. innocua se procedié segun la seccién 4.3 de
MyM generales. Solamente se adapt6 el in6culo de E. mundtii debido a que el objetivo de

adicionar L. innocua es simular una contaminacion y no resulté necesario adaptarla.

Ambos indculos se centrifugaron a 8500 rpm y 4 °C por 10 minutos, el sobrenadante se
descarto y el pellet, lavado dos veces con agua destilada estéril a pH 6,0, se resuspendi6 en
1 ml de la misma. Los indculos se agregaron a la pasta de pescado de manera de obtener
una concentracion de 10° UFC/g para L. innocua y 10 UFC/g para E. mundtii STw38 (MyM
generales, seccion 3.4.3). La pasta se homogenizé manualmente para distribuirlos. En este
ensayo no se incluyeron controles sin el agregado de L. innocua dado que en estudios
previos se determind que esta no afecta el desarrollo de la flora nativa en pescado
(Schelegueda et al., 2016).

Cada sistema se separ6 en porciones de 30 g dentro de placas de Petri plasticas, sin tapa,
de 60 mm de modo de simular una hamburguesa de pescado. Cada hamburguesa se
colocé en una bandeja de polipropileno dentro de una bolsa de Cryovac, y se envasé en
aire o al vacio, segun corresponda, utilizando una envasadora Multivac. Las hamburguesas
envasadas en aire se almacenaron a 4 °C por 6 dias y las envasadas al vacio se
almacenaron a la misma temperatura, durante 10 dias. Las muestras se tomaron los dias O,
3, 6y 10. Los 4 sistemas estudiados se muestran en la Tabla 1.9 y en la Figura |.7, se puede

observar un esquema de la inoculacién y almacenamiento de los sistemas.

Tabla 1.9: Formulacion de los sistemas

Sistema Inéculos Envasado Almacenamiento
L L. innocua Aire 6 dias
LE L. innocua y E. mundtii STw38 Aire 6 dias
LV L. innocua Vacio 10 dias
LEV L. innocua y E. mundtii STw38 Vacio 10 dias
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Figura I.7: Inoculacion y almacenamiento de pasta de merluza.

1.3.8.iii Analisis microbiol6gicos

En cada tiempo de toma de muestra, se realizaron los recuentos de Listeria spp.,
Enterococcus spp. y de bacterias aerobias mesoéfilas. Las especificaciones de cada
recuento se encuentran en la Tabla 4 de MyM generales. Se opt6 por no evaluar las
bacterias psicrofilas ya que en estudios previos se demostrd que sus resultados en merluza
son similares a los de bacterias mesdfilas a lo largo del almacenamiento (Campos et al.,
2005; Campos et al., 2006).

1.3.8.iv Determinacién de produccién de bacteriocinas in situ

La produccién de bacteriocina in situ por parte de E. mundtii STw38 se evalué aplicando la
TDA modificada. Para ello, se agregé a los pocillos del agar una porcion de pasta de
pescado con el objetivo de comprobar si efectivamente habia bacteriocinas presentes en la
muestra. La actividad antimicrobiana de la pasta fue evaluada antes y después de realizarle
un tratamiento térmico para inhibir la transferencia de células viables de E. mundtii STw38 al

agar. De esta manera se descartd la actividad debida al desarrollo de la cepa in situ.

Para realizar el tratamiento térmico, se tuvieron en cuenta dos variables. La primera fue
lograr la inactivacion de la poblacion de bacterias, y la segunda fue la resistencia térmica de
las bacteriocinas al tratamiento térmico. Se ensayaron tiempos de exposicion de la pasta a
bafio de agua a 100 °C de entre 30 segundos y 5 minutos, y se seleccion6 el menor tiempo
capaz de inactivar las bacterias presentes en la muestra. Este tratamiento, potencialmente,
preservaria la estabilidad de las bacteriocinas, pues anteriormente se habia demostrado

una resistencia térmica en el SLC de 5 minutos a 100 °C.
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[.3.9 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un ANOVA de 1 factor para analizar las diferencias significativas entre los
tamanos de los halos de L. innocua y de L. plantarum entre las cepas bacteriocinogénicas;
para comparar los parametros del modelo de Gompertz a las diferentes temperaturas para

la cepa STw38 y para diferentes cepas a 4 °C.

Se utilizd un ANOVA de 2 factores para comparar el crecimiento de las bacterias aerobias
mesdfilas, entre tiempos y entre sistemas, tanto para los sistemas al vacio como para los

sistemas envasados en aire.

Para los titulos evaluados se considero significativo una diferencia de una dilucion, ya que

ésta representa el doble de la concentracién anterior.
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[.4 Resultados y discusién

1.4.1 Aislamiento y preseleccion de bacterias acido lacticas con actividad antagonista
frente a L. innocua

El aislamiento resulté en un total de 121 bacterias que cumplieron con las condiciones de

ser Gram positivas y catalasa negativas, caracteristicas que correlacionan correctamente

con el grupo de BAL. Las cepas aisladas se numeraron del 1 al 121 por orden de

aislamiento. Se evalud la actividad antagonista contra L. innocua de cada una de ellas por

medio de la TDA. En total, 22 cepas presentaron actividad antagonista y se seleccionaron

para continuar su caracterizacion. En la Tabla .10 se detalla el nUmero de las cepas

aisladas, su origen, los medios utilizados para su aislamiento y, también, el tamafio del halo

generado por aquellas que mostraron actividad inhibitoria (sin ajustar el pH del SLC).

Tabla 1.10: Condiciones de aislamiento y actividad antagonista de cepas seleccionadas.

Caldo de Medio para su Actividad
Cepa STw | Espécimen enriguecimiento aislamiento antimicrobiana (mm)

1 Mejillon MRS sin acetato MRS sin acetato S/A*

2 Almeja MRS sin acetato MRS sin acetato S/A

3 Vieira MRS sin acetato MRS sin acetato 25%*

4 Panopea MRS MRS + Vancomicina S/A

5 Ascidia MRS MRS + Vancomicina S/A

6 Vieira MRS MRS + Vancomicina S/A

7 Vieira MRS MRS + Vancomicina S/A

8 Vieira MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

9 Vieira MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

10 Vieira MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

11 Vieira MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

12 Mejilldn MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

13 Almeja MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 28

14 Ascidia MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

15 Estrella de Mar MRS pH 5,4 MRS pH 5,4 S/A

16 Pepino de mar CPBA*** Agar Bilis Esculina S/A

17 Estrella de Mar CPBA Agar Bilis Esculina S/A
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51

Navaja
Mejillon
Almeja
Pepino
Pepino
Vieira
Vieira
Navaja
Almeja
Panopea
Ascidia
Ascidia
Mejillon
Panopea
Vieira
Vieira
Vieira
Almeja
Estrella de Mar
Navaja
Almeja
Navaja
Navaja
Ascidia
Mejillén
Navaja
Vieira
Ascidia
Almeja
Almeja
Almeja
Mejillén
Vieira

Pepino de mar

CPBA

CPBA

CPBA

CPBA

MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS

MRS pH 5,4
CPBA

MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
CPBA

CPBA

CPBA

MRS sin acetato
MRS

MRS sin acetato
MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS

MRS pH 5,4

Agar Bilis Esculina
MRS sin acetato
MRS sin acetato
MRS sin acetato
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
MRS sin acetato
MRS

MRS sin acetato
MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
24

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
22

S/A
24

S/A
S/A

22
21
S/A
23
S/A
S/A
S/A
24
25
S/A
24
S/A
24
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

Vieira

Vieira

Pepino de mar
Mejillén

Vieira

Vieira

Navaja

Navaja

Pepino de Mar
Vieira

Vieira

Vieira

Vieira

Estrella de Mar
Navaja

Navaja
Mejillén
Panopea
Panopea
Vieira

Vieira

Pepino de Mar
Pepino de Mar
Mejillon

Vieira

Vieira

Almeja

Vieira

Ascidia

Estrella de Mar
Estrella de Mar

Tegumento Raya

Rdébalo Tegumento

Pejerrey Tegumento

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS sin acetato
CPBA

CPBA

CPBA

CPBA

MRS

MRS

MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS

MRS

MRS

MRS

CPBA

CPBA

CPBA
CPBA
CPBA

CPBA

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS sin acetato
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
MRS

MRS

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
Agar Bilis Esculina
MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
MRS

MRS

MRS

S/A
S/A
25

25

S/A
S/A
S/A
S/A
24

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
24

S/A
23

S/A
23

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
22

22

21

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
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86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

Gallo Intestino
Raya Intestino
Gallo Branquias
Raya tegumento
Rdébalo Tegumento
Pejerrey Tegumento
Gallo Tegumento
Raya tegumento
Rdébalo Tegumento
Pejerrey Tegumento
Gallo Intestino
Pejerrey intestino
Raya Intestino
Rébalo intestino
Gallo Intestino
Pejerrey intestino
Pejerrey branquia
Raya Boca

Raya Materia Fecal
Raya Boca

Rdébalo Tegumento
Raya tegumento
Raya Branquias
Rébalo Intestino
Raya Boca
Pejerrey Boca
Rdébalo Tegumento
Pejerrey Intestino
Raya Branquias
Gallo Tegumento
Raya Boca
Pejerrey Intestinos
Raya Intestino

Gallo Branquias

MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
CPBA
MRS
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS
MRS
MRS
MRS
MRS
CPBA
MRS
MRS

MRS

MRS

MRS

MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
MRS + Vancomicina
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

MRS pH 5,4

Agar Bilis Esculina
MRS

MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4
MRS pH 5,4

MRS

MRS

MRS

MRS

MRS

Agar Bilis Esculina
MRS

MRS

S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
S/A
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Capitulo |

120 Pejerrey intestino MRS MRS S/A
121 Pejerrey Intestino MRS MRS S/A

* Sin actividad antagonista contra L. innocua; **Las cepas resaltadas presentaron actividad

antimicrobiana; **CPBA: Caldo puarpura de Bromocresol Azida

En la Figura 1.8 se pueden observar los halos translicidos generados por algunas de las

cepas evaluadas; los mismos representan la inhibicién del crecimiento de L. innocua.

Figura 1.8: Seleccion de cepas segun su actividad en el TDA.

Todos los ensayos cuyos resultados se muestran a continuacion, se realizaron sobre las 22
cepas que presentaron actividad antagonista.

En esta seccion se seleccionaron 22 cepas con actividad antagonista contra L. innocua.

1.4.2 Identificacion fenotipica y genotipica de las bacterias seleccionadas

Todas las cepas seleccionadas con actividad antagonista mostraron la presencia de las
enzimas pirrolidonil aminopeptidasa (PYR) y leucina-aminopeptidasa (LAP), produccion de
pigmento amarillo y fermentacion de manitol, arabinosa, y ribosa. Adicionalmente, las cepas
mostraron crecimiento a 45 °C y a pH 9,60 e hidrolizaron la esculina en presencia de sales
biliares. Segun los resultados anteriores fue posible obtener la caracterizacion fenotipica,
indicativa de que todas las cepas aisladas con actividad antagonista contra L. innocua
pertenecen a la especie Enterococcus mundtii. Posteriormente, dicha informacion se

64



confirmd por la amplificacién del ARN ribosomal 16s por medio de PCR. El genoma de las
bacterias se incorpor6 a la base de datos GenBank de NCBI. Las cepas fueron registradas
como “Enterococcus mundtii STw” seguido por el numero de aislamiento (Tabla 1.11;

https://lwww.ncbi.nim.nih.gov/).

Tabla I.11: Numero de identificacion de cepas en GenBank.

Cepa N° GENBANK
E. mundtii STw3 MH588144
E. mundtii STw13 MH588145
E. mundtii STw26 MH588146
E. mundtii STw33 MH588147
E. mundtii STw35 MH727688
E. mundtii STw38 MH588148
E. mundtii STw39 MH727689
E. mundtii STw40 MH727690
E. mundtii STw42 MH727691
E. mundtii STw46 MH727692
E. mundtii STw47 MH588149
E. mundtii STw49 MH588150
E. mundtii STw51 MH588151
E. mundtii STw54 MH588152
E. mundtii STw55 MH727693
E. mundtii STw60 MH727694
E. mundtii STwW66 MH588153
E. mundtii STw68 MH588154
E. mundtii STw70 MH588155
E. mundtii STw77 MH588156
E. mundtii STw78 MH727695
E. mundtii STw79 MH588157

Si bien todas las bacterias preseleccionadas son de la misma especie, existe evidencia
exhaustiva sobre las diferencias que pueden encontrarse en la actividad antagonista de los
enterococos y su desarrollo segln la cepa en estudio (Rivas et al., 2012). Las bacterias del
género Enterococcus naturalmente tienen una alta prevalencia en alimentos y, en general,

los presentes en los mismos no presentan resistencia a antibidticos (Rehaiem et al., 2016).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Existe una gran variedad de investigaciones sobre la aplicacion de Enterococcus faecium en
alimentos tan variados como chacinados, productos carnicos y lacteos, en las cuales se ha
observado actividad antagonista contra microrganismos Gram positivos y negativos (Arbulu
et al., 2016; Khan et al., 2010; Ogier y Serror, 2008 y Semedo et al., 2003). En base a lo
mencionado anteriormente, las bacterias aisladas en este trabajo podrian tener potencial
para su aplicacion como biopreservadores en productos de la pesca, por lo cual se avanzé

en su caracterizacion.

Todas las bacterias seleccionadas fueron caracterizadas fenotipica y genotipicamente

como E. mundtii.

1.4.3 Determinacion de factores de virulencia

Dentro de la caracterizacion de las cepas, una de las evaluaciones de mayor relevancia es
la de los factores de virulencia, ya que, de estar estos presentes, no seria posible su uso en

alimentos.

En cuanto a la produccion de gelatinasa, este es un factor de virulencia ampliamente
distribuido en la especie, aunque principalmente se encuentre en enterococos de origen
clinico (Eaton y Gasson, 2001). Ninguna de las cepas hidrolizo la gelatina ni present6 el gen
gelE.

La produccion de hemolisina es otro factor de virulencia presente en los enterococos, que
contribuye a la severidad de los casos de enfermedades causadas por ellos (Semedo et al.,
2003). Se pudo observar que, en agar sangre, ninguna de las bacterias mostré actividad
hemolitica. Ademés, mediante técnicas de PCR, se comprobd la ausencia de los genes

CylLl y CylLs, los cuales codifican para las subunidades estructurales de hemolisina.

En cuanto a la resistencia a la vancomicina, todas las cepas fueron susceptibles a una
concentracion menor a 4 pg/ml, y en el caso de la ampicilina, a una concentracibn menor a
8 pg/ml. La alta resistencia a estos antibiéticos esta asociada a la presencia del elemento
de insercion 1S16 (Werner et al., 2011). Ninguna de las cepas estudiadas mostro

amplicones en la amplificacion del ARN con cebadores especificos para el fragmento del
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genoma en el que se encuentra el elemento de insercion IS16. En base a estos resultados,
ninguna de las cepas mostro resistencia a los antibiticos en cuestion, ni el gen relacionado

con su posible expresion.

Finalmente, se amplificaron los genes que codifican para la proteina de agregacion en
enterococos, la cual estd relacionada a la adherencia de las bacterias a células eucariotas y
media la agregacion de bacterias permitiendo su conjugacion (Chajecka-Wierzchowska et
al., 2017). La proteina de superficie de enterococos (esp) se encuentra involucrada en la
formacion de biofilms, la cual tiene una relevancia mayor en el intercambio de material
genético entre células y en la adherencia (Semedo et al.,, 2003). No se encontrd
amplificacién para ninguno de los dos genes en las 22 cepas evaluadas. Los mismos
resultados se obtuvieron al amplificar el gen Hyl, el cual esta relacionado con la produccién
de hialuronidasa, una enzima que degrada el acido hialurénico del tejido conectivo y facilita

la invasion bacteriana (Laukova et al., 2019).

La ausencia de todos los factores de virulencia evaluados, indica que el uso de las cepas en

estudio para la biopreservacion de alimentos resultaria seguro.

Ninguna de las cepas estudiadas presentd la expresion fenotipica de factores de virulencia ni

los genes que codifican para su expresion.

I.4.4 Caracterizacion de la actividad antagonista

1.4.4.i Determinacion de genes que codifican para la produccion de bacteriocinas

En cuanto a la presencia de genes que codifican para la produccién de bacteriocinas,
ninguna de las cepas presentd los genes para las enterocinas A, B, P, L50B o Q, ni para las
bacteriocinas 96, 31, 1071 A/B, HirJM 79. Sin embargo, todas las BAL seleccionadas
presentaron los genes estructurales que codifican para la produccion de mundticina KS.
Ademas, 17 de las 22 cepas, presentaron el gen que codifica para la produccion de la
enterocina L50A (Tabla 1.12). Ogaki, et al. (2016), evaluaron 138 cepas de enterococos y
ninguna de ellas poseia el gen que codifica para la produccién de la enterocina L50A, sin
embargo, las cepas presentaron actividad antagonista. Dado que continuamente se estan

descubriendo nuevas bacteriocinas producidas por enterococos, la ausencia de una de ellas
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en alguna de las cepas no es indicativo de una menor actividad antagonista ya que pueden
producir alguna bacteriocina no evaluada, o aliin no descubierta (Mahdi et al., 2020; Qiao et
al., 2020; Sharma et al., 2020). Es por esta razén que la presencia de la enterocina L50A no
se utiliz6 como criterio de seleccién y se continuaron los ensayos de caracterizacion para

las 22 cepas con actividad antagonista.

Tabla 1.12: Presencia del gen que codifica para la enterocina L50A, en cepas con actividad
antagonista y presencia del gen que codifica para la produccion de mundticina KS

Cepa Enterocina L50A
. mundtii STw3 +
. mundtii STw13 +
. mundtii STw26 +
. mundtii STw33 +

. mundtii STw35 -
. mundtii STw38 +
. mundtii STw39 -
. mundtii STw40 -
. mundtii STw42 -

. mundtii STw46 +
. mundtii STw47 +
. mundtii STw49 +
. mundtii STw51 +
. mundtii STw54 +
. mundtii STw55 +
. mundtii STw60 +
. mundtii STw66 +
. mundtii STw68 +
. mundtii STw70 +
. mundtii STw77 +

. mundtii STw78 -

m m mM M M M mM mM mMm mMm mMm mM mMm mMm mM m m mM m m m m

. mundtii STw79 +
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I.4.4.ii Produccion de perdxido de hidréogeno, &cidos organicos y sensibilidad a

enzimas

Con el objetivo de determinar si la actividad antagonista se debe a la produccion de
bacteriocinas por parte de cepas, se evalué la presencia de peroxido de hidrégeno en el
SLC y el efecto del pH acido. Ademas, para comprobar si la actividad depende de un
compuesto de origen peptidico, se analiz6 la estabilidad de la actividad antagonista del SLC
luego de ser expuesto a la accidn de diferentes proteasas mediante la TDA. Estos ensayos
fueron necesarios ya que la presencia del gen que codifica para la produccién de las

bacteriocinas no implica que este se exprese y que efectivamente se produzcan en el SLC.

En cuanto a la produccién de peréxido de hidrégeno, luego del tratamiento con catalasa se
comprobd que los SLC tenian la misma actividad antagonista frente a L. innocua, indicando
gue la misma no se debe a la produccién de perdoxido de hidrégeno. En cuanto a la
presencia de acidos organicos, su principal efecto inhibitorio es el descenso de pH, por lo
tanto, al alcalinizar el SLC se contrarresta su efecto. No se detectdé una diferencia
significativa en la actividad antagonista a pH 4,6 y 7,0. En base a estos resultados, es
posible concluir que la actividad no se debe a la presencia de perdxido de hidrégeno o de
acidos organicos.

Al tratar los SLC con proteasas (tripsina, pronasa, bromelina y pepsina), los mismos
perdieron parcial o completamente su actividad antagonista contra L. innocua, indicando la
naturaleza peptidica de las sustancias antimicrobianas. No hubo pérdida de actividad al
tratar los SLC con lisozima, la cual actia en enlaces glicosidicos. Esto indica que los
compuestos peptidicos presentes en los SLC no presentan un enlace glicosidico en su

estructura.

En base a los resultados mencionados en esta seccion, y la presencia de genes que
codifican para la produccion de bacteriocinas en el genoma de todas las cepas
seleccionadas, es posible concluir que la actividad inhibitoria se debe a la produccién de

bacteriocinas.

I.4.4.iii Actividad de los sobrenadantes libes de células contra microorganismos

indicadores

Con el objetivo de continuar la caracterizacion de la actividad de los SLC de las diferentes
cepas y seleccionar una cepa para futuros ensayos, se evaluo la actividad antimicrobiana

de los mismos a pH 6,0 sobre las siguientes bacterias de coleccion: L. innocua ATTC

69



33090, P. aeruginosa ATCC 9027, P. fluorescens ATCC 49838, S. putrefaciens ATCC 8071
y L. plantarum ATCC 8014 por medio de la TDA.

Todos los SLC tuvieron actividad antagonista contra L. innocua y L. plantarum; el tamafio de
los halos de inhibicion obtenidos se encuentra en la Tabla 1.13. En el caso de L. innocua, no
se encontraron diferencias significativas entre los halos generados por los SLC evaluados.
Por otro lado, si se encontraron diferencias significativas en el tamafio de los halos de
inhibicién contra L. plantarum. Los SLC de las cepas STw3, STw40 y STw49 generaron los
halos de menor tamafio, mientras la cepa STw66 presentd el halo de mayor tamafio, siendo

este de 23 mm.

Ninguno de los SLC present6 actividad contra las bacterias Gram negativas, es decir contra
S. putrefaciens, P. aeruginosa y P. fluorescens. Este resultado se encuentra en linea con la
actividad reportada de otras bacteriocinas producidas por enterococos (Pinto et al., 2009;
Qiao et al., 2020; Rivas et al., 2012).

Tabla 1.13: Tamario de los halos de inhibicién de las cepas contra L. innocua y L. plantarum
por medio de la TDA.

Tamafio del halo (mm)
Cepa STw L. innocua L. plantarum
3 19+1,0° 17 +1,0°
13 18+1,0° 19+1,0%
26 20,5+0,5° 21+1,0%
33 19,5+1,5* 20,5+0,5%
35 19,5+0,5° 20,5+0,5%
38 19+1,0° 20,5+0,5%
39 18,5+1,5° 20+1,0%°
40 19+1,0° 18 +1,0°
42 20+1,0° 19+1,0%
46 19,5+0,5° 19,5+0,5%
47 19+1,0° 21+1,0%°
49 20+1,0° 18+1,0°
51 19+1,0° 20+1,0%°
54 20,5+0,52 19,5+0,5%
55 21+1,0° 19+1,0%
60 21+1,0° 20+1,0%°
66 21+1,0° 23+1,0°
68 21+1,0° 21,5+0,5%
70 20+1,0° 20,3+0,5%
77 20,5+1,5° 20,5+0,5%
78 21+1,0° 18,5+0,5%
79 22,5+0,5* 18,5+0,5%
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I.4.4.iv Seleccion de cepas con mayor actividad antagonista: Cuantificacion de

actividad inhibitoria contra L. innocuay L. plantarum

Para continuar con la caracterizacion de la actividad de los SLC y seleccionar una cepa
para futuras aplicaciones, se determiné el titulo de los 22 SLC previamente seleccionados
contra L. innocua y L. plantarum por medio de la TDA, ajustando su pH a un valor de 6,0.
Todos los SLC mostraron un titulo mayor o igual a 16! sobre ambas bacterias indicadoras y
el titulo maximo obtenido fue de 2567 (Tabla 1.14). El tamafio del halo disminuy6 a medida
gue los SLC se diluyeron hasta llegar a 10 mm de diametro. La dilucion correspondiente a
este tamafio de halo se consideré como el titulo (Figura 1.9). En la variabilidad de los valores
de los titulos, es posible observar la diferencia de la actividad antagonista del SLC de cepas
pertenecientes a la misma especie. Arbulu et al. (2016) hallé una diferencia en el tamafio de
los halos de inhibicién generados por el SLC de varias cepas de E. faecalis sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Adicionalmente, Marguet et al. (2011) obtuvieron un valor
de 1600* al evaluar el titulo de E. mundtii contra L. innocua, mientras que Campos et al.
(2006) obtuvieron titulos de E. mundtii contra L. monocytogenes entre 5 y 15, Estos
resultados indican la amplia variabilidad que existe en la actividad antagonista de esta
especie, tal como se ha detectado en el presente trabajo.
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Tabla I.14: Titulo de inhibicién de las 22 BAL seleccionadas sobre L. innocua y L. plantarum

E. mundtii STw | L. innocua ATTC 33090 L. plantarum ATTC 8014
3 321 321
13 321 64!
26 1281 64"
33 321 12871
35 64! 1287
38 256 256
39 321 641
40 321 167
42 167 167
46 1281 1281
47 167 64!
49 321 641
51 647 321
54 641 64!
55 321 321
60 1281 1281
66 1281 1281
68 647 641
70 647 641
77 321 1287
78 16 321
79 1281 641

Las cepas destacadas mostraron un mayor titulo contra L. innocua y se seleccionaron para continuar
con los ensayos.
Las BAL que mostraron mayor actividad contra L. innocua fueron las cepas STw 26, 38, 46,
60, 66 y 79. Este dato se prioriz6 debido a que es de mayor relevancia la actividad contra un
patdgeno subrogante que contra una cepa deteriorativa. De cualquier manera, todas las
cepas presentaron una buena actividad contra L. plantarum. Entre las cepas seleccionadas
es posible destacar la cepa STw38 que presentd un orden mayor a las otras contra los dos
microorganismos indicadores. Esto sugiere que la concentracion del SLC de STw38
necesaria para inhibir el crecimiento de las bacterias indicadoras es un 50 % menor con
respecto al resto de las cepas. Si bien esta diferencia es significativa, para asegurar una
adecuada seleccion del SLC y BAL con mayor actividad, se decidio realizar pruebas
especificas con las 6 BAL preseleccionadas, orientadas a cada posible aplicacién en

productos de la pesca.
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Capitulo |

Figura 1.9: Halos de inhibicion de L. innocua en el ensayo del titulo del SLC de E. mundtii
STwa38. *el tamafio del halo en la dilucién de 5121, no se consider6 debido a que su tamario result6

menor a 10 mm.

Se comprobo la presencia del gen que codifica para la produccion de mundticina KS en todas las
cepas, y del gen que codifica para la produccion de la enterocina L50A en 17 de ellas.

La actividad antagonista no se debio a la presencia de acidos organicos o peroxido de hidrégeno y se
encontro que existe una pérdida de la misma debido a la accion de proteasas, lo cual indica la
presencia de bacteriocinas en los SLC. Adicionalmente, se detectd que los SLC ajustados a pH 6,0
gjercieron actividad antagonista sobre L. innocua y L. plantarum, pero no sobre las bacterias Gram
negativas evaluadas. Debido a que presentaron titulos mayores contra dichas bacterias, se
seleccionaron las cepas STw26, 66, 38, 46, 60 y 79.

1.4.5 Condiciones 6ptimas de produccion del sobrenadante libre de células

Para conocer la mejor forma de producir el SLC, se optimizé la cantidad de repiques
necesarios de las cepas, la temperatura de incubacion, el tiempo de incubacién y el orden

del tratamiento térmico y la alcalinizacion realizada para las 6 cepas seleccionadas.

En primera instancia se evalu6 la cantidad de repiques necesarios para obtener un maximo
de actividad luego de 18 horas de incubacion a 30 °C (Schelegueda et al., 2015). Fue
posible observar que la actividad antagonista de los SLC luego de uno, dos o tres repiques
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no cambio significativamente. Entonces, se decidio seguir utilizando dos repiques con la

finalidad de asegurar la viabilidad de la cepa.

En cuanto a la temperatura de incubacion, a 25 °C y 30 °C no existieron diferencias
significativas en el tamafio del halo de inhibicion contra L. innocua. Se decidi6é incubar todos
los enterococos a 30 °C para poder homogenizar la temperatura de incubacion de todas las

cepas utilizadas a lo largo de la tesis.

Para optimizar el tiempo de incubacion, resulté de interés evaluar también el pH de los SLC
y la turbidez de los sistemas, junto con la actividad antagonista (tamafio del halo), luego de
15, 20, 39, 48, 63 y 72 horas. Los 6 SLC tuvieron el mismo comportamiento. A modo de
ejemplo la Figura 1.10 muestra la turbidez y el tamafio de los halos de inhibicion obtenidos
de la cepa STw38. Los grados McFarland y el didmetro del halo de inhibicién
correspondiente a L. innocua aumentaron desde las 10 hasta las 20 horas de incubacién de
manera exponencial. En cuanto al tamafo del halo, hasta las 15 horas no hubo produccién
de compuestos con actividad inhibitoria. A partir de las 20 horas, se evidenciaron halos en la
TDA y su tamafio se mantuvo constante hasta las 72 horas de incubacion. A las 20 horas,
cuando se comenzO a observar la produccién de las bacteriocinas, las cepas se
encontraban en la etapa exponencial tardia de crecimiento, lo cual se encuentra en lineas
con lo evaluado por Yi et al. (2016). Por otra parte, se observé que la estabilidad de los
compuestos no se vio comprometida debido a la actividad de las proteasas que pudieran
estar presentes en el SLC por al menaos, 72 horas.
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Figura 1.10: Turbidez y halo de inhibicién para L. innocua del SLC de la cepa STw38 en funcion

del tiempo de incubacion.
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Respecto al pH, este decrecid méas velozmente las primeras 12 horas de incubacion, ya que
esta es la etapa de crecimiento exponencial de los enterococos, en la cual generan &cido
lactico y otros acidos como consecuencia de su metabolismo primario para generar energia
(Franz et al., 2001). El minimo pH obtenido fue de 4,60, el cual se mantuvo constante luego
de las 12 horas de incubacion.

Finalmente, en vista de estos resultados, el tiempo de incubacion de las cepas para la
produccién del SLC se estandarizé en 24 horas, ya que este tiempo se encuentra dentro del

rango en el que la actividad del SLC es maxima.

Existe informacién extensiva sobre la pérdida de estabilidad de las bacteriocinas a pH
alcalinos o cercanos a la neutralidad (Campos et al., 2006; Leite et al., 2016). Es por esta
razon que fue necesario evaluar la actividad antagonista remanente del SLC al realizar el
tratamiento térmico para inactivar proteasas después de alcalinizarlo. De esta manera, se
podria evitar el tiempo de espera luego del calentamiento para ajustar el pH cuando fuera
necesario. Se analizé la estabilidad de la bacteriocina al tratamiento térmico a un pH de 6,0.
El resultado fue un tamafio de halo constante, independiente del orden del tratamiento
térmico y la alcalinizacion. Por esta razén, se optd por realizar primero la alcalinizacion y

luego el tratamiento térmico.

Las condiciones de produccion del SLC optimas fueron:
« Realizar 2 repiques de las cepas
« Incubar a 30 °C durante 24 horas

«  Primero realizar la alcalinizacion del SLC y luego el tratamiento térmico
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1.4.6 Interaccion entre los sobrenadantes libres de células de las cepas seleccionadas

Luego de haber seleccionado las 6 cepas con mayor actividad antagonista y optimizar las
condiciones de produccion del SLC, se determiné el tipo de interaccion existente entre
mezclas binarias de los SLC seleccionados empleando L. innocua como bacteria
indicadora. La evaluacion de dicha interaccion se realiz6 en medio liquido, siguiendo el

modelo de Berembaum (Berembaum, 1978) (Seccién 1.3.6).

El primer paso fue evaluar el titulo en medio liquido. Para las 6 cepas seleccionadas éste
fue de 2561, valor ligeramente diferente al evaluado por medio de la TDA. Esto se debe a
gue el titulo puede variar segun la técnica con la cual se lo evalte (Balouiri et al., 2016). Por
ejemplo, Aspri et al. (2017), obtuvieron halos de inhibiciéon en la TDA al ensayar un extracto
semipurificado del SLC de E. faecium DM224, pero al ensayar este extracto en medio
liquido el mismo no lograba inhibir el desarrollo de las bacterias indicadoras por 24 horas;
es decir que el titulo obtenido por la TDA no fue el mismo que en medio liquido. El titulo de
las cepas obtenido en medio liquido fue el utilizado para determinar las concentraciones

subinhibitorias incluidas en el disefio de Berembaum.

Se evaluaron un total de 15 mezclas binarias. En todos los casos se observd un efecto
aditivo. Estos resultados indicaron que la combinacién de dos SLC no proporcionaria una
mejora en la actividad antimicrobiana contra L. innocua. El efecto aditivo observado podria
explicarse por el hecho de que, el mecanismo de accion de las dos bacteriocinas presentes
en los SLC (mundticina KS y enterocina L50A) es la formacion de poros en la membrana
celular. Por lo tanto, al no haber otro factor que aumente la sensibilidad de las células
blanco, no se observa un efecto sinérgico. La mundticina KS pertenece a la clase lla de
bacteriocinas y la enterocina L50A a la clase llc, grupos entre los cuales no hay evidencia
de su accion sinérgica en conjunto hasta el momento (Alvarez-Sieiro et al., 2016; Kawamoto
et al., 2002). Otros estudios han reportado que las bacteriocinas producidas por
enterococos pueden presentar actividad sinérgica con las bacteriocinas producidas por
otras BAL. Por ejemplo, Nissen-Meyer, et al. (2010) detectaron un incremento en la
actividad de la enterocina 1071 al utilizarla en conjunto con péptidos complementarios G
producidos por Lactococos. Cabe destacar que, como ya se mencion6 anteriormente, al
descubrirse nuevas bacteriocinas producidas por enterococos muy frecuentemente, una
actividad sinérgica podria haber indicado la presencia de otras bacteriocinas adicionales a

las detectadas por PCR.

Teniendo en cuenta la similitud de la actividad antagonista de las cepas de E. mundtii, se

continué el proceso de seleccion, pero direccionado a aplicaciones especificas de las
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cepas. En primera instancia se evaluo la aptitud de las cepas para ser utilizadas como
cultivo protector y en segunda instancia (en el capitulo siguiente) se realizaron mas
evaluaciones para identificar una cepa con mayor actividad antagonista, purificar su SLC y

utilizarlo como ingrediente en la preservacion de pescado.

Al evaluar la interaccion existente entre mezclas binarias de los SLC en estudio, se observé un

comportamiento de caracter aditivo.

1.4.7 Seleccion de bacterias acido lacticas para utilizar como cultivo protector en

condiciones de refrigeracién

Para evaluar la aplicacion de las BAL seleccionadas como cultivo protector en productos de
la pesca en condiciones de refrigeracion, fue necesario evaluar su capacidad para crecer y
producir bacteriocinas a 4 °C. Luego de incubar las cepas a 30 °C, se incubaron a 15 °C y
por ultimo a 4 °C. Para estudiar el crecimiento de las cepas, se midi6 la absorbancia de los
sistemas a 600 nm a las tres temperaturas, a intervalos regulares de tiempo, y se

construyeron curvas de crecimiento.

Todas las cepas mostraron un crecimiento similar entre ellas al ser incubadas a 30 °C y
también a 15 °C. Debido a que el objetivo no era conocer el crecimiento a estas
temperaturas, Unicamente se modelaron las curvas de la cepa STw38, a modo de ejemplo,
aplicando la ecuacion de Gompertz (Seccion 1.3.7, Ecuaciéon |.2). Para determinar las
diferencias entre las curvas de crecimiento de las cepas se evaluaron los siguientes
parametros: A (tiempo de etapa lag), 4 (velocidad de crecimiento) y A (valor asintético). Los
valores de R?adj (coeficiente de determinacién ajustado) se encontraron entre 0,98 y 0,99 y
se obtuvieron valores de RMSE (error cuadratico medio) menores a 0,030, lo cual indica un
buen ajuste de todas las curvas experimentales a las curvas modeladas. Los resultados del
crecimiento de la cepa STw38 se pueden observar comparativamente a las 3 temperaturas

en la Figura 1.11 y el modelado de los pardmetros en la Tabla I.15.
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Figura 1.11: Crecimiento de E. mundtii STw38 a 30 °C, 15 °C y 4 °C. Datos experimentales

(puntos), modelado por medio de la ecuacién de Gompertz (linea sélida).

En cuanto al parametro A, los valores asint6ticos no presentaron diferencias significativas a
diferentes temperaturas. Los resultados mostraron que, a 30 °C, la cepa STw38 tuvo una
etapa de crecimiento exponencial que comenzé luego de las 4 horas de incubacion y se
prolongd hasta las 12 horas, donde comenzo la etapa estacionaria (Figura 1.11). A 15 °C la
etapa lag se prolongé por 10 horas mas que a 30 °C y la pendiente de la etapa exponencial
fue menor, denotando un crecimiento mas lento de las bacterias. La etapa exponencial duré
aproximadamente el doble que a 30 °C, ya que durd 15 horas. Finalmente, a 4 °C, también
se observé una extension del tiempo de las fases lag y exponenciales siendo éstas de 50 y
100 horas respectivamente. Los resultados mostraron que al disminuir la temperatura la
cepa STw38 obtuvo valores de fase lag (A) mayores y velocidades de crecimiento (M)

menores.

Tabla 1.15: Parametros del modelo de Gompertz para crecimiento a 30 °C, 15 °C y 4 °C
para la E. mundtii STw38.

Pardmetro/
Temperatura 30°C 15°C 4°C
A* 1,562 +£0,014° 1,624+0,038* 1,665%0,067°
vl 0,335+0,014® 0,217+0,029° 0,027 +0,001°¢
A 4,857 +0,141° 16,898 +0,958° 27,221 +3,508¢

*Los valores de A estan expresados en absorbancia a 600 nm, los de u en absorbancia por hora y A
en horas. Las letras indican diferencias significativas dentro de un mismo parametro a diferentes
temperaturas.
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En cuanto al modelado de las curvas de crecimiento de las 6 cepas a 4 °C, no se
encontraron diferencias significativas entre los parametros, lo cual indica que todas

presentan igual aptitud para desarrollarse en condiciones de refrigeracion (Tabla 1.16).

Tabla 1.16: ParAmetros del modelo de Gompertz para crecimiento a 4 °C de las cepas

seleccionadas.

Parametro /
Cepa STw 60 38 46 26 66 79
A 1,501+0,048° 1,509+0,054* 1521+0,023® 1,529+0,029* 1537+0,027® 1,498+0,047°
U 0,042+0,005° 0,043+0,002*° 0,047+0,002° 0,049£0003" 0,048+0,003° 0,041+0,003"
A 355149 374+14° 36,3+1,0° 331+24° 3321242 40,0+2,2°

Para determinar qué cepa resultaria mas apta para utilizar como cultivo protector, se
produjeron los SLC de las BAL luego de 144 horas (6 dias) de incubacién a 4 °C, tiempo
gue coincide con la etapa estacionaria temprana del crecimiento. Segun se analizé al
optimizar la produccién del SLC, en esta etapa, la produccién de bacteriocinas llega a un
pico (seccion 1.4.5). Luego, se determind su titulo empleando L. innocua y L. plantarum
mediante la TDA. Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 1.17.

Tabla 1.17: Titulo de los SLC producidos a 4 °C para L. innocua y L. plantarum

Cepa/ bacteria
indicadora L. innocua L. plantarum
STw26 2561 161
STw38 5121 321
STw46 1281 161
STw60 1281 641
STw66 1281 161
STw79 1281 81

Los titulos de los SLC para L. innocua se encontraron entre 1281y 512 y para L. plantarum
entre 81y 647, siendo la cepa STw38 la que mostré un mayor titulo frente a L. innocua.
También se observé que, si bien el titulo de la actividad frente a L. innocua se mantuvo
cercano al obtenido en la produccion del SLC a 30 °C, la actividad frente a L. plantarum
decrecié en muchos casos notablemente y en otros fue algo superior (Ver Tabla I. 14).
Estos resultados estan relacionados con la exposicion de la bacteria a una situacién de

estrés, lo cual genera un cambio en su metabolismo para mantener la homeostasis (Castro




et al., 2011). Uno de los ajustes realizado en el metabolismo bacteriano pudo haber sido
una modificacion en la produccion de la bacteriocina que tenga mayor actividad antagonista

contra L. plantarum.

En base a los resultados expuestos, se seleccioné E. mundtii STw38 para ser aplicada en la
biopreservacion de pasta de merluza. Esta cepa, si bien presento el segundo titulo mas alto
contra L. plantarum, mostré el mayor titulo contra el L. innocua. Dado que ésta se utilizd

como un subrogante de patdégeno, se consideré prioritaria esta actividad.

Resulta de interés resaltar que en numerosos estudios se ha evaluado la capacidad de
diferentes BAL para producir bacteriocinas directamente en matrices alimentarias (Aspri et
al.,, 2017; Lianou et al., 2017; Coelho et al.,, 2014), sin embargo, la produccion de
bacteriocinas en condiciones poco favorables, como la refrigeracién, por lo general, no se
evalla antes de los analisis in situ. El desarrollo de tales evaluaciones es de gran
importancia ya que, en general, se pierde la actividad antagonista del cultivo protector al
aplicarlo en condiciones adversas (Hartmann et al., 2011). Al pasar directamente de un
ensayo in vitro en condiciones éptimas a un ensayo in vivo en condiciones adversas, como
puede ser la refrigeracion, los cambios se pueden deber tanto al cambio de temperatura
como al cambio de matriz. Al conocer el comportamiento de las cepas a 4 °C, es posible
comprender qué cambio provoca el uso de otra matriz en el cultivo. En este sentido
Wiernasz et al. (2017), evaluaron la capacidad de 32 BAL para desarrollarse en jugo de
salmén y de bacalao en presencia de diferentes bacterias indicadoras a su temperatura
Optima. Esta evaluacién permitié conocer el posible desarrollo de diferentes BAL en salmén
y bacalao, antes de realizar ensayos mas costosos en piezas enteras de pescado y

adicionando otras condiciones adversas.

En esta seccién fue posible analizar la capacidad de las cepas para desarrollarse y producir
bacteriocinas en condiciones de refrigeracion y se seleccioné la cepa STw38 para utilizar

como cultivo protector para preservar pasta de merluza.

Todas las cepas seleccionadas crecieron y produjeron bacteriocinas a 4 °C, pero E. mundtii STw38
fue la que obtuvo el mayor titulo frente a L. innocua y fue seleccionada para aplicar en pasta de

merluza.
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1.4.8 Aplicacion de E. mundtii STw38 para la preservacion de pasta de merluza

Se evaluo la capacidad de la bacteria E. mundtii STw38 para actuar como cultivo protector
en una pasta de merluza que emula una hamburguesa almacenada al vacio o en aire y
refrigerada a 4 °C. Los recuentos microbiolégicos ensayados fueron el recuento de
Enterococcus spp., Listeria innocua y el recuento de bacterias aerobias mesdfilas totales.

En cuanto al recuento de enterococos en los sistemas envasados en aire, éste se mantuvo
constante durante todo el almacenamiento. En los sistemas envasados en vacio, se
observd una disminucion de su poblacion en los primeros tres dias de almacenamiento, y
luego ésta aumenté llegando al nivel inoculado al final del almacenamiento (10® UFC/g)
(Figura 1.12).
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Figura 1.12: Recuentos de E. mundtii STw38 en los sistemas envasados al vacio y en aire.

Respecto a la poblaciéon de L. innocua, en los sistemas envasados en aire, la inoculacion
con el cultivo protector promovié una disminucion en el crecimiento durante los primeros
tres dias, observandose una diferencia de 1 ciclo logaritmo con respecto al control (Figura
1.13). Entre el tercer y el sexto dia, la poblacion de ambos sistemas disminuy6é hasta
valores cercanos al nivel inoculado. En el caso de los sistemas envasados al vacio, el
recuento disminuy6 al comienzo del almacenamiento, y luego aumentd 1 ciclo logaritmico
con respecto al nivel inoculado (mostrando un comportamiento similar al de los enterococos
envasados al vacio). Cabe destacar que la disminucién en los recuentos de L. innocua en el
sistema adicionado con la cepa bacteriocinogénica envasado en aire, puede estar
relacionado con el mejor desarrollo de E. mundtii STw38 en estas condiciones. De esta
forma, la cepa competiria con la flora nativa y, podria , producir compuestos con accion

antagonista frente a L. innocua.
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Figura I.13: Recuentos de L. innocua en sistemas envasados en aire y al vacio.

Estos resultados coinciden parcialmente, con los reportados por Aymerich, et al. (2019), que
evaluaron la capacidad de la cepa Carnobacterium maltaromaticum para controlar el
desarrollo de L. monocytogenes en filetes de salmén con diferente composicion (lipidos,
humedad, fenoles, y acido acético). En ese caso, la cepa bacteriocinogénica logré controlar
la poblacion en algunos filetes, por lo cual, su capacidad para inhibir el desarrollo de
Listeria spp. depende de la matriz en la cual se aplica, de la BAL aplicada y de las

condiciones de almacenamiento.

El recuento de bacterias totales en los sistemas envasados al vacio sigui6 la misma
tendencia que los enterococos y L. innocua. Esta se relaciona con el tiempo requerido por
los microorganismos para adaptarse a las nuevas condiciones de almacenamiento. En un
estudio previo, Ananou et al. (2014), al almacenar sardinas enteras al vacio, observaron el
mismo comportamiento al comienzo del almacenamiento en los recuentos de bacterias

mesdfilas, asi también como en los de psicréfilas y de Staphylococcus spp.

En cuanto al recuento de las bacterias mesofilas totales es importante destacar que los
especimenes utilizados inicialmente presentaban una poblacién de 10?2 UFC/g, lo cual
indica una buena calidad de la materia prima utilizada. En los sistemas envasados en aire,
tanto a los 3 como a los 6 dias, se observé una disminucion de 3 ciclos logaritmicos en el
sistema LE en comparacion al sistema L (Figura 1.14, panel a). En el sistema control, al
tercer dia los recuentos aumentaron 3 ciclos logaritmicos y en el Ultimo dia de
almacenamiento llegaron a un recuento total de 102 UFC/g. Estos resultados demuestran
que la aplicacion E. mundtii STw38 puede reducir el crecimiento de la flora nativa del
pescado por 6 dias al ser envasada en aire. Resultados similares se observaron en la

aplicacion de E. faecium como cultivo protector en filetes de merluza en refrigeracion,
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logrando una disminucién de 1 ciclo logaritmico en la poblacién de las bacterias mesofilas

totales (Gomez-Sala et al., 2016).

En cuanto a los sistemas envasados al vacio, la poblacién de bacterias aerobias mesofilas
en las muestras control aumenté 1 ciclo logaritmico durante los primeros 3 dias de
almacenamiento, mientras que en el sistema inoculado con la cepa STw38, disminuy6
levemente. Posteriormente, la poblacion crecié hasta llegar al recuento maximo en el sexto
dia de almacenamiento y luego manteniéndose constante en los dos sistemas. En el
sistema VL, en 10 dias los recuentos aumentaron 4 ciclos logaritmicos, mientras que, en el
sistema VE su recuento apenas aument6 1,5 ciclos (Figura 1.14, panel b). Debido a esta
diferencia en los recuentos, es posible concluir que la cepa E. mundtii STw38 fue capaz de

disminuir el desarrollo de la flora nativa del pescado en sistemas almacenados al vacio.
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Figura I.14: Recuentos de bacterias aerobias mesdfilas en filetes de merluza bajo refrigeracion.
Panel a: envasados en aire Panel b: Envasados al vacio. (E, y EV: inoculados con STw38; L, y LV: sistemas
control). *Las letras en minuscula representan las diferencias entre sistemas a un mismo tiempo, y en

mayusculas las diferencias en el tiempo dentro de un mismo sistema.

Estos resultados se encuentran en linea con los obtenidos por Boulares et al. (2017),
qguienes aplicaron Carnobacterium piscicola y Lactococcus lactis a especimenes de lubina
envasados al vacio y encontraron una disminucion del desarrollo de las bacterias mesdéfilas
totales al cabo de 21 dias. En otra investigacion Gémez-Sala et al. (2016), aplicaron L.
curvatus como cultivo protector en especimenes de mero y merluza bajo refrigeracion, y
encontraron una reduccién de la poblacién de bacterias aerobias mesdfilas de 0,7 y de 0,3

ciclos logaritmicos luego de 7 dias y de 14 dias de almacenamiento, respectivamente..

Resulta de interés destacar que, aunque el recuento final de los sistemas LE y EV resultara
superior al permitido para pescado fresco por el Codigo Alimentario Argentino, no existe una
poblacién bacteriana maxima para pescado fermentado, adicionado con un cultivo protector
0 una cepa probidtica. Daramola et al. (2020), informaron recuentos totales de 108 UFC/g en

filetes de bacalao salados y fermentados y concluyeron que independientemente del alto

84



recuento, la biopreservacion era adecuada ya que fue posible inhibir el crecimiento de

bacterias deteriorativas y extender la vida util del pescado.

En cuanto a la evaluacion de produccion de bacteriocinas en la pasta de merluza por medio
de la TDA modificada, se observé que luego de un tratamiento térmico de 30 segundos se
inactivaban adecuadamente las bacterias, por lo cual se utiliz6 este tiempo. Antes del
tratamiento térmico las porciones de pasta de merluza presentaban actividad contra L.
innocua, pero luego del tratamiento térmico la actividad se perdi6é. Estos resultados
Unicamente comprueban la supervivencia de la poblacion de enterococos y su capacidad de
producir bacteriocinas luego del almacenamiento, sobre el agar, incluso en presencia de la
flora nativa del pescado. La falta de la actividad luego del tratamiento térmico puede
deberse a la pérdida de viabilidad de los enterococos presentes en la muestra ya que no se
observé su desarrollo en el agar. Este efecto era deseado, pero al no haberse detectado
ninguna inhibicién en el desarrollo de L. innocua, también es posible que el tratamiento
térmico haya inactivado las bacteriocinas, o que la produccién in situ no haya sido suficiente
para inhibir el desarrollo de L. innocua. Esta segunda posibilidad es coincidente con los
resultados obtenidos en los recuentos de L. innocua en ambas condiciones de
almacenamiento, ya que su crecimiento no fue controlado adecuadamente. La busqueda de
BAL con la capacidad de producir bacteriocinas en matrices de alimentos complejos
presenta un gran desafio ya que tanto la flora nativa presente en el alimento como la matriz

en si pueden afectar su produccién (Aspri et al., 2017; Lianou et al., 2017).

En conclusion, el uso de enterococos como cultivo protector en pasta de merluza resulta
adecuado para controlar el desarrollo de bacterias meséfilas y su accion mejora al
combinarlo con el almacenamiento al vacio. En base a lo expuesto, resultd de interés
evaluar la posibilidad de utilizar la cepa seleccionada en conjunto con otro antimicrobiano

natural para prolongar la vida util de productos de la pesca (Capitulo 111).

La aplicacion de STw38 resulté satisfactoria para disminuir el desarrollo de bacterias mesofilas
por 6 y 10 dias en pasta de merluza envasada en aire y al vacio. No fue posible controlar el
crecimiento de L. innocua. Con el objetivo de aumentar el efecto preservador observado, se

decidio evaluar el uso de la cepa STw38 como cultivo protector en combinacion con otros

antimicrobianos naturales (Capitulo 11l).
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.5 Conclusiones

En esta seccidn fue posible seleccionar 22 BAL bacteriocinogénicas, libres de factores de
virulencia a partir de 121 BAL aisladas de la costa patagdnica argentina. Todas presentaron
actividad contra L. innocua y L. plantarum. Si bien su actividad antagonista resulté similar, 6
cepas presentaron una mayor actividad antagonista, de las cuales STw38 fue seleccionada
para aplicar como cultivo protector, debida a su mejor capacidad para inhibir el crecimiento

de L. innocuay L. plantarum por medio de su SLC producido a 4 °C.

En cuanto a la aplicacién del cultivo protector, fue capaz de controlar la flora nativa de
pescado por 6 dias en envasado en aire y 10 dias en envasado al vacio.

Finalmente, es posible concluir que en este capitulo se obtuvieron cepas
bacteriocinogénicas, de aplicacion segura para la preservacion de alimentos y con el
potencial de ser aplicadas en pescado para mejorar su vida Util.
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Capitulo II

Semipurificacion de bacteriocinas para
su aplicacion en piezas de salmon




Capitulo 1l

1.1 Introduccioén

[1.1.1 Purificacion de bacteriocinas: ventajas y desventajas

Existen diferentes formas de biopreservacion de alimentos por medio de BAL. Una opcién
es su empleo como cultivos protectores (ya tratado en el capitulo anterior), otra es la
aplicacion del SLC conteniendo los metabolitos producidos por las bacterias, o bien de las
bacteriocinas purificadas o semipurificadas. Al aplicar productos purificados, el impacto
sobre las propiedades sensoriales serd menor que empleando un cultivo protector. Las
bacteriocinas poseen la ventaja de ser estables en un amplio rango de pH, resistentes a
altas temperaturas e hidrolizables por proteasas digestivas, tales como la pancreatina, y la
tripsina, por lo cual su aplicacién no impactaria en la microflora intestinal (Silva et al., 2018).

Cabe destacar que la principal investigacion en bacteriocinas no es en alimentos, sino en
areas relacionadas a la salud, tales como usos veterinarios, para prevencion de infecciones
y cancer, cuidado oral y de la piel, por lo cual estos péptidos con actividad antimicrobiana
presentan una perspectiva muy amplia de potenciales aplicaciones, (L6pez-Cuellar et al.,
2016). Al aplicarlas en los alimentos sin presencia de las BAL productoras, la competencia
de las BAL con la flora nativa del producto no contribuird como factor adicional de barrera, ni
se podra manifestar un potencial efecto probiotico en la flora intestinal. Adicionalmente, al
ser las bacteriocinas susceptibles a proteasas endbégenas presentes en los alimentos,

pueden perder estabilidad durante el almacenamiento (Balciunas et al., 2013).

La aplicaciéon tanto del SLC como de bacteriocinas purificadas o semipurificadas en
alimentos han sido ampliamente evaluada en numerosos trabajos de investigacién. Sin
embargo, hoy en dia solamente se comercializan a nivel industrial la Nisina (bacteriocina
producida por L. lactis lactis) y la Pediocina PA-1 (producida por Pediococcus. spp), en su
forma semipurificada (Global Food Safety Auditing, 2013; Campos et al., 2022). Estas
bacteriocinas poseen actividad, principalmente contra bacterias Gram positivas y algunas
Gram negativas y han sido aplicadas efectivamente como un factor de estrés adicional en la
preservacion de una gran cantidad de alimentos. Es posible que la existencia a nivel
comercial de tan pocos productos se deba a las dificultades para lograr la aprobaciéon por
parte de los organismos de control, la cual requiere la presentacion de un informe detallado
sobre todos los compuestos presentes. Lo Ultimo puede generar dificultades debido a la

complejidad de los medios de cultivo utilizados en la produccién (Deegan et al., 2006).
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11.1.2 Medios de cultivo utilizados para producir bacteriocinas

Como se puede ver en la Figura Il.1, el principal medio de cultivo utilizado para la obtencién
de bacteriocinas purificadas es el caldo MRS seguido por el M17 y el BHI, todos ellos son
medios complejos con ingredientes tales como triptona, peptona de soja o carne y extracto
de levadura. Estos medios de cultivo poseen la ventaja de poseer todos los componentes
necesarios para que las BAL puedan desarrollarse y producir bacteriocinas de manera
Optima, pero, a la hora de su purificacién dificultan el proceso en comparacion a medios de

cultivos basales, en los cuales se podria dificultar mas el 6ptimo desarrollo de las BAL.
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Figura 11.1: Principales medios de cultivo utilizados para la produccion de bacteriocinas
(Adaptado de Kassaa et al. (2019))

11.1.3 Perspectiva actual de la produccién y aplicacion de bacteriocinas en alimentos

Hasta el afio 2017, se identificaron 517 bacteriocinas, siendo un 60 % de ellas producidas
por BAL. Dentro de éstas, el principal género productor es Lactobacillus, representando un
30 %, seguido por género Enterococcus, representando un 24 %. Las bacteriocinas
efectivamente aisladas y caracterizadas pertenecen mayoritariamente a la clase Il y
lantibi6ticos (clase 1), sin embargo, mas de un 30 % de las mismas aun no han sido

identificadas (Kassaa et al., 2019).

Sus aplicaciones en alimentos incluyen tanto productos lacteos, como carnicos, y en menor
medida, vegetales. En el caso de lacteos, se ha evaluado principalmente la aplicacion de
nisina y pediocina en quesos, leche y yogurt, demostrandose actividad antagonista contra
C. botulinum, L. innocua y L. monocytogenes, entre otros patdogenos (de Arauz et al., 2009;
Mufioz et al., 2004). Su aplicacién a productos de origen vegetal incluye su adicion a frutas,
verduras y productos listos para el consumo, como ensaladas, jugos, fermentados como
kimchi, sidra, y otros tales como puré de papas y enlatados, mejorando el control tanto de

microorganismos deteriorativos como patégenos (Settanni y Corsetti, 2008).
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En cuanto a productos carnicos las bacteriocinas mas evaluadas son enterocinas, sakacina,
leucocina y pediocina, aplicadas junto con otros factores de preservacion para controlar el
desarrollo de patdgenos tales como L. monocytogenes (Christenson y Hutkins, 1992). En
comparacion a los productos lacteos, la aplicacion de nisina en productos carnicos no ha
sido tan satisfactoria debido a su baja solubilidad, distribucion irregular y falta de estabilidad
(Ananou et al., 2007).

I1.1.4 Técnicas de purificacion de bacteriocinas

En cuanto a las técnicas de purificacion, es importante destacar que, debido a la gran
variabilidad que existe en la estructura de las bacteriocinas, no existe un método que pueda
ser utilizado para todas las ellas. Independientemente de esta variabilidad, existen pasos a
seguir para obtener resultados 6ptimos. En una primera etapa se debe evaluar la actividad
antimicrobiana, para luego proceder a la purificacién de la bacteriocina, siendo necesario en
una ultima etapa la deteccién y cuantificacién de la actividad en el producto purificado.

Estas etapas junto con la metodologia asociada se detallan en la Figura 11.2.
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Deteccion y recuperacion
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|
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| Bioensayos | l Tincién de plata

Figura 11.2 Diagrama general de posibles opciones para la purificacion de bacteriocinas
(adaptado de Kaskoniené et al., (2017))
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Resulta de interés destacar, que un paso previo a comenzar con la purificacion de las
bacteriocinas es obtener una produccién del SLC de varios litros en un mismo proceso, con
el objetivo de utilizar, dentro de lo posible, siempre el mismo lote del SLC y minimizar
diferencias en la materia prima. Adicionalmente, se debe realizar un screening de la
actividad del SLC, aplicando las técnicas descriptas en el capitulo anterior. A continuacion,

se detallaran las técnicas utilizadas para la purificacibn mencionadas en la Figura I1.2.

I1.1.4.i Técnicas utilizadas en las primeras etapas

Para lograr una purificacion el primer paso, en general, es realizar una precipitacion con
sulfato de amonio, una extraccion con solventes o un proceso de adsorcion-desorcion. La
primera opcion, se basa en la precipitacién de cualquier péptido presente en el SLC, y se
lleva a cabo en varias etapas sucesivas, con distintas concentraciones de sulfato de
amonio, para mejorar la especificidad y el rendimiento. Esta técnica requiere un paso de
didlisis, para eliminar las sales adicionadas. En cuanto a la a precipitacion con solventes, los
mas utilizados son acetona y etanol. Dado que éstos separardn cualquier compuesto con
una polaridad similar a la de las bacteriocinas, la metodologia posee una baja selectividad y
es por esto por lo que se utiliza Unicamente como primer paso. Como una alternativa a esta
extraccion, Jozala et al. (2016) propusieron una extraccion liquido-liquido por medio de un

sistema micelar acuoso de dos fases y en un solo paso obtuvieron la purificacion de nisina.

Finalmente, la dltima técnica utilizada como primer paso sobre el SLC crudo es la de
adsorcion-desorcién. Se basa en un aprovechamiento de la capacidad de las bacteriocinas
de adherirse y liberarse de la pared celular de diferentes microorganismos en condiciones
especificas de pH, temperatura y concentracion de sales. Segun Cui et al. (2021), al
utilizarse esta técnica dentro de las primeras etapas de la purificacion, es posible purificar la
bacteriocina objetivo utilizando, posteriormente, menos pasos y obteniéndose mejores
rendimientos que al aplicar en primera instancia sulfato de amonio o solventes. Una de las
principales ventajas de la purificacion por adsorcion-desorcion es que Unicamente se utilizan
soluciones acuosas, y luego de un proceso de sucesivas centrifugaciones y limpiezas de las
células, se obtiene un producto semipurificado contenido en una solucién acuosa (Liu et al.,
2015). De esta manera el péptido obtenido puede ser aplicado directamente a los alimentos
sin requerir la evaporacion de solventes. Este método de purificacion ha sido utilizado para
purificar: pediocina, pentocina 31-1, plantaricina BM-1 y mesentericina W3 (Dundar et al.,
2016; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2013).
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I1.1.4.ii Técnicas utilizadas en las etapas intermedias

Estas técnicas no suelen utilizarse como primer paso de la purificacibn ya que su
especificidad es muy elevada y debido a esto, es deseado que exista la menor cantidad de
compuestos interferentes antes de aplicarlas. Por otra parte, presentan un costo mas
elevado que las técnicas citadas en el item anterior y los volimenes de purificado obtenidos
suelen ser pequefios (Zou et al., 2018).

Entre las opciones mas utilizadas en esta etapa se encuentran las columnas de interaccion
hidrofébica rellenas, generalmente, con Sepharose. A través de las mismas se hace circular
el SLC y luego se eluye con diferentes solventes de polaridad creciente -a pHs cada vez
menores- hasta lograr la liberacion de la bacteriocina deseada. Se han utilizado para
purificar enterocinas como la LR/6, bacteriocinas similares a la nisina, plantaricina ASM1,
garviecina LG34, nisina H y paracina (Choi et al., 2000; Gao et al., 2015; Ge et al., 2016;
Hata et al., 2010; Kumar et al., 2010 O’Connor et al.,, 2015b; Zendo et al., 2005). Cabe
mencionar que esta técnica posee una alta selectividad, pero también un costo elevado y un

bajo rendimiento (Jamaluddin et al., 2018).

La extraccién en fase sélida es otra de las técnicas mas utilizadas. Se emplea un cartucho
de extraccién cuyo relleno permite una adsorcién selectiva de compuestos, y su siguiente
liberacion al eluirlos con solventes de polaridad decreciente, logrando separar compuestos
con una estructura molecular similar. La técnica en cuestion resultd de utilidad para la
purificacién de: sakasina D98a, D98b y D98c, lactocoquina MMT24, fermecina SA715 vy
bacteriocina M14-1, entre otras (LaBiocin database, 2022; Wayha et al., 2018; Zou et al.,
2018).

[I.1.4.iii Técnicas usadas en las etapas finales

Finalmente, existen técnicas de alta especificidad, que son Unicamente aplicadas para
lograr una purificacién total de la bacteriocina y su posterior identificacion y secuenciacion.
La mas utilizada es la cromatografia en fase liquida, generalmente en fase reversa, o la
cromatografia AKTA pure, desarrollada especificamente para la separacién de proteinas.
Estas técnicas cromatograficas son las mas costosas y tienen el rendimiento mas bajo, sin
embargo, con ellas es posible obtener bacteriocinas totalmente purificadas y listas para ser
secuenciadas (Chumchalova et al., 2004; Gray et al., 2006; Khochamit et al., 2015; Sahoo
et al., 2015; Saraiva et al., 2014; Sawa et al., 2013). Otros métodos, utilizados en menor
medida, son la ultrafiltracién, la cromatografia liquida rapida para proteinas con amonio
cuaternario como absorbente y el fraccionamiento de proteinas asistida por filtro de

exclusion molecular (Kaskoniené et al., 2017).
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Si bien existen distintas metodologias para la purificacion de bacteriocinas, lo comun a
todas ellas es que se trata de un proceso laborioso, de varios pasos, y especifico para la
bacteriocina que se desea aislar. Como consecuencia, y con el objetivo de obtener una
purificacién satisfactoria, resulta necesaria la optimizacion de cada uno de los pasos

involucrados en la técnica elegida.

II.1.4.iv Confirmacion de la purificacién de la bacteriocina

Luego de obtener el péptido aislado o semipurificado, los principales bioensayos utilizados
para obtener evidencia de la actividad antagonista remanente de las bacteriocinas son la
técnica del halo o de la gota (Capitulo 1.1.6). Si se deseara corroborar la pureza del
compuesto se pueden realizar electroforesis en geles de poliacrilamida, utilizando una
tincion de plata para detectar si existe un unico péptido aislado. Dichos geles deben contar
con altas concentraciones de poliacrilamida, y poros muy pequefios ya que el tamafio de las
bacteriocinas se encuentra entre 2 y los 30 kDa (Sahoo et al., 2016). De esta manera, es

posible asegurar una tortuosidad elevada, para que las bacteriocinas puedan ser retenidas.

En dltima instancia, también es posible combinar estas dos técnicas. Para ello, primero se
realiza una electroforesis con la finalidad de separar los péptidos presentes en la muestra,
se lava el gel cuidadosamente y se coloca sobre placas de Petri con agar blando
previamente inoculado con un cultivo indicador. Luego de la incubacion, se evidencia la
presencia 0 ausencia de actividad antagonista por medio de la formacién de un halo de
inhibicion (Ming et al., 1997). Llevando a cabo esta combinacion, es posible obtener una
separacion del compuesto deseado y detectar su actividad antagonista. Adicionalmente, es
posible detectar el peso molecular aproximado de bacteriocinas semipurificadas, ya que se
podra asociar una banda del gel (con un cierto peso molecular), a la bacteriocina (Tulini et
al., 2011).

[1.1.5 Aplicaciones de bacteriocinas purificadas o semipurificadas en productos de la

pesca

Como se mencioné anteriormente, en los Ultimos afios se ha evaluado ampliamente la
aplicacion de bacteriocinas provenientes de diferentes BAL en matrices alimentarias.
Usualmente, las bacteriocinas, al igual que otros antimicrobianos, son adicionadas junto con
otros factores de barrera para mejorar su desempefio, ya que su actividad frecuentemente
se limita a las bacterias Gram positivas (Deegan et al., 2006). Los principales factores de
conservacion con los que se las combina son pH acido, baja temperatura, tratamientos

térmicos, acidos organicos, peliculas de quitosano o pululano, atmdésfera modificada o
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envasado al vacio, campos eléctricos pulsados de alta intensidad y otros antimicrobianos,
tales como aceites esenciales y lisozima. Al utilizar dichas combinaciones es posible
controlar la poblacién total de bacterias, incluyendo patdgenas y deteriorativas en una
amplia variedad de alimentos (Abdollahzadeh et al., 2014, Ananou et al., 2014; Kalschne et
al., 2014; Martin- Belloso et al., 2006).

En cuanto a la preservacion de pescado, cabe destacar que pese a que su flora bajo
refrigeracion y en condiciones aerébicas sea primordialmente Gram negativa y la actividad
antagonista de las bacteriocinas de BAL sea principalmente contra bacterias Gram
positivas, su aplicacion en conjunto con otras técnicas de preservacion muestra resultados
prometedores. Dentro de los factores adicionales utilizados, cabe destacar la refrigeracion o
la congelacion, seguidas por la adiciéon de peliculas u otros antimicrobianos, tales como
aceites esenciales. Dentro de los principales efectos que poseen las bacteriocinas se puede
destacar la actividad antagonista frente a bacterias patégenas tales como L.
monocytogenes, S. aureus y Salmonella Typhimurium (Woraprayote et al., 2018). En cuanto
a la mejora de otros pardmetros de calidad relacionados con la vida til de los productos de
la pesca, se ha obtenido una reduccién de la produccién de NBV y de aminas biogénicas
(Ananou et al., 2014; Tsironi y Taoukis, 2010).

Recientemente Lv et al. (2018) estudiaron la aplicacién de la bacteriocina DY4-2 producida
por L. plantarum a filetes de rodaballo en refrigeracion a 4 °C, obteniendo una reduccion en
los recuentos de P. aeruginosa de las bacterias aerdbica totales y de la concentracion de
nitrdgeno basico volatii en comparacion con las muestras control. Adicionalmente,
Kaktcham et al. (2019) al aislar una cepa de L. lactis 3MT de tilapia del Nilo y aplicando su
bacteriocina lograron disminuir el crecimiento de Vibrio spp. 1 ciclo logaritmico en paté de
pescado almacenado a 10 °C, y las caracteristicas sensoriales del paté no se vieron
modificadas por la presencia de la bacteriocina. Finalmente, fue posible controlar el
crecimiento de L. monocytogenes durante 15 dias en filetes de salmén ahumado por medio
de la aplicacion de reuterina y refrigeracién a 8°C (Montiel et al., 2014). En la Tabla II.1 se
pueden observar investigaciones recientes en las cuales se aplican bacteriocinas junto con

factores de preservacion adicionales y su efecto en diferentes microorganismos.
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Tabla 11.1: Usos de algunas bacteriocinas para la preservacion de productos de la pesca
(Campos et al., 2022)

Bacteriocina Producto de la Obstaculo Microorganismo Referencia
pesca adicional objetivo
Bacteriocina producida por Paté de pescado Refrigeracién Vibrio sp. Kaktcham et al.,

Lactococcus lactis subsp.
lactis 3BMT

2019

Bacteriocina DYA-2

Filetes de rodaballo

Refrigeracién

P. fluorescens

Lvetal, 2018

Bacteriocina producida por
Lactobacillus plantarum
FGC-12

Langostinos

Refrigeracién

V.
parahaemolyticus

Lvetal., 2017

Reuterina Salmén ahumado Refrigeracion L. monocytogenes Montiel et al., 2014
frio

Bacteriocina PSY2 Filetes de bacalao Refrigeracién Recuento de Sarika et al., 2012
de arrecife Congelacién bacterias totales

Enterocina AS-48 Merluza Bacteridfago litico L. monocytogenes Bafios et al., 2016
Salmoén P100 de Listeria

Salmén ahumado

Refrigeracién

Bacteriocina EFL4

Filetes frescos
listos para comer

Pelicula activa de
alginato de sodio

Recuento de
bacterias totales

Mei et al., 2020

de salmodn Refrigeracién
Bacteriocina 7293 Filetes de pez Empaque L. monocytogenes Woraprayote et al.,
panga biodegradable de S. aureus 2018
alimentos P. aeruginosa
Refrigeracion E. coli
A. hydrophila
Salmonella

Typhimorium

Nisina Pescado picado Aceite esencial de L. monocytogenes Abdollahzadeh et
tomillo al., 2014
Nisina Salmén ahumado Pelicula basada en | L. monocytogenes Neetoo y

frio

celulosa

Lactato de sodio
Diacetato de sodio
Sorbato de potasio
Benzoato de sodio
Refrigeracién

Flora deteriorativa

Mahomoodally,
2014

Segun lo mencionado anteriormente en cuanto a la posibilidad de aplicar bacteriocinas

purificadas o semipurificadas a productos de la pesca, en este capitulo se seleccion6é una

BAL para obtener una semipurificacion de sus bacteriocinas y aplicar el producto obtenido a

piezas de salmén almacenadas en refrigeracion.
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[1.2 Objetivos

11.2.1 Objetivos generales

Obtener una semipurificacion del SLC mas adecuado y aplicarlo para la preservacion de
piezas de salmon refrigeradas.

11.2.2 Objetivos particulares

« Seleccionar la cepa bacteriocinogénica mas apta para realizar una semipurificacién
de su SLC.

« Realizar purificaciones parciales de las bacteriocinas presentes en el SLC
seleccionado.

« Seleccionar la técnica de purificacibn mas adecuada.
« Aplicar el producto semipurificado del SLC en piezas de salmon rosado.

En la Figura 1.3 se puede observar un esquema de los objetivos del presente capitulo.

Seleccion de una cepa
para purificar su SLC

/\

Purificacion por medio Purificacién por medio
de columna de de columna de le
interaccion hidrofébicay técnica de
cartucho de extraccion
en fase sdlida

adsorcion-desorcion

[

Seleccion de la mejor
técnica de purificacion

Aplicacion de las
bacteriocinas
semipurificadas en
piezas de salmon rosado

Figura I.3: Diagrama de objetivos particulares del Capitulo Il
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[I.3 Materiales y Métodos

[1.3.1. Seleccién de la cepa para realizar la purificaciéon parcial del sobrenadante libre

de células

Se decidié seleccionar el SLC con mayor actividad para ser semipurificado y utilizarlo como
ingrediente para mejorar la preservacién de pescado. Debido a que, al realizar el titulo de
los SLC de las cepas preseleccionadas contra las bacterias de coleccion, (L. innocua ATTC
33090, P. aeruginosa ATCC 9027, P. fluorescens ATCC 49838, S. putrefaciens ATCC 8071
y L. plantarum ATCC 8014) los resultaros fueron similares (Capitulo I, seccion 1.4.4.iii), se

aplicaron criterios adicionales para poder realizar la eleccion.

El primer criterio utilizado fue evaluar la capacidad para inhibir el crecimiento de L. innocua
en medio liquido de concentraciones subinhibitorias del SLC de las 6 cepas
preseleccionadas. Para ello, se utilizaron diluciones de 5121 y 1024, diluidas en caldo TSB
y una concentracién de 10* UFC/ml de L. innocua. De esta manera, se utiliz6 una
concentracion menor de bacterias que en la seccién en la que se determind el titulo, y una
concentracion menor del SLC, con el objetivo de observar si surgia un cambio en el tiempo
al cual comenzaba el desarrollo de L. innocua. Los sistemas se incubaron por 92 horas a 30
°C. A lo largo de este tiempo, se evalu6 el crecimiento de la cepa indicadora mediante la
medicion de la turbidez utilizando un turbidimetro McFarland. Se consider6 como indicador
de crecimiento una turbidez mayor a 2 grados McFarland (la medicion inicial de McFarland
result6 menor a 0,5). Luego de este ensayo, se observd que 3 cepas mostraban mejor

actividad antagonista que las otras y se las seleccion6 para continuar el proceso.

El segundo criterio utilizado fue determinar el titulo de los SLC seleccionados contra la flora
nativa aislada de filetes de merluza. Para obtener dicha flora, se utilizaron especimenes de
merluza fresca que llegaron al laboratorio conservados en hielo. Estos se evisceraron y se
filetearon de manera aséptica bajo flujo laminar. Los filetes se envasaron en bolsas estériles
y se incubaron por 14 dias a temperatura de refrigeracion. Esto se realiz6 con la finalidad de
seleccionar las bacterias con capacidad de desarrollarse y sobrevivir en el filete de merluza.
Con un hisopo estéril se tomaron muestras sobre el tejido muscular de los filetes y se
transfirieron a caldo TSB. El mismo se incub6 por 24 horas a 30 °C, en dos repiques
sucesivos. Posteriormente, se sembrd una alicuota de 100 pl del caldo con crecimiento
microbiano sobre agar TSA y se incub6 nuevamente por 24 horas a 30 °C. Finalmente, se
agregaron 5 ml de caldo TSB estéril sobre la placa presentando desarrollo microbiano de
manera que la cubriera por completo. Este caldo se coloc6 asépticamente en un tubo de

ensayos, se suplementd con 20 % de glicerol y se almacené a -80°C hasta su uso. Para
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evaluar la actividad antagonista contra la flora nativa de pescado, se realizdé la TDA,

evaluando el titulo de cada una de las cepas.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado en cada una de las etapas.

[1.3.2 Purificacion parcial del sobrenadante libre de células seleccionado por medio de

una columna de intercambio i6nico y un cartucho de extraccion en fase sélida

El objetivo de esta etapa del trabajo fue obtener, desde el SLC, una solucion en la cual los
componentes mayoritarios sean las bacteriocinas. De esta manera, se eliminarian azUcares,
péptidos y otros macronutrientes propios del medio de cultivo, asi como otros subproductos
generados durante el desarrollo de las BAL. Para ello, como paso previo al proceso de
purificaciébn se evalué si la actividad del SLC se modificaba por la presencia de las

diferentes concentraciones de solventes a utilizar o por el ajuste a pH 2,0.

La purificacién se realizé en dos etapas: la primera fue utilizando una columna de resina de
interaccion hidrofébica AMBERLITE XAD-16 y la segunda, utilizando un cartucho de
extraccion en fase sélida MEGA BOND ELUT C18 10 g, 60 ml Varian EVA. Para ambas
purificaciones, primero se adicioné el SLC a la columna o al cartucho y luego se comenzé a
eluir con diferentes solventes. A medida que los solventes se adicionaron, las alicuotas
eluidas se recolectaron cada 5 0 10 ml y a cada alicuota se le realizaron diferentes ensayos

de manera de obtener un seguimiento de la purificacion.
Las técnicas utilizadas para el seguimiento de la purificacion fueron:

« Geles de poliacrilamida seguidos por una tincién de plata con el objetivo de obtener
un perfil peptidico

«© Ensayo de actividad antimicrobiana contra L. innocua por medio de la técnica de la
gota (TG) para detectar y cuantificar la actividad antagonista de las fracciones
eluidas.

« Cuantificacién de proteinas por medio de la técnica de Bradford.

«© Medicion de absorbancia a 290 nm para obtener el perfil cromatografico de la

purificacién (realizado solo en el caso de la columna de interaccion hidrofébica).

11.3.2.i Pruebas de estabilidad de la actividad del sobrenadante libre de células en

presencia de los solventes a utilizar y del ajuste de pHa 2,0

Para asegurar que las bacteriocinas presentes en la muestra no perdieran su actividad al

entrar en contacto con diferentes solventes, se estudié su estabilidad en soluciones con una
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proporcion SLC: solvente de 1:10. En el caso del pH, se acidificé el pH del SLC con HCI 4,0
N. Los solventes evaluados fueron isopropanol a concentraciones mayores a un 70 %, y
acetonitrilo a concentraciones mayores a 50 %. Existen numerosos estudios en los cuales
se evalud la estabilidad de la mundticina KS y de diferentes enterocinas a concentraciones
de etanol, acetonitrilo de hasta un 50 %, y de isopropanol hasta un 70 %, comprobandose
su estabilidad frente a ellos, por lo cual no se realizaron estas evaluaciones previas.
Adicionalmente, la estabilidad de estas bacteriocinas a pH 3,0 también se ha demostrado
ampliamente (Gupta y Tiwari, 2015; Kumar et al., 2010; Qiao et al., 2020; Settanni et al.,

2014), por lo cual Unicamente se ensay0 la estabilidad de la actividad del SLC a pH 2,0

Para evaluar el efecto de cada solvente o del ajuste a pH 2, se dej6 el SLC en contacto con el
solvente o con una solucién de buffer fosfato a pH 2 por 15 minutos, 2 horas y 7 horas a 4 °C.
Para determinar la estabilidad de la actividad antimicrobiana se utiliz6 TG empleando L.
innocua como bacteria testigo, sembrando la solucién del SLC junto con cada uno de los
solventes y a pH 2, junto con sus correspondientes diluciones. Previamente, por medio de
esta misma técnica se comprob6é la supervivencia de L. innocua frente a las
concentraciones de solventes evaluadas y a pH 2,0. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

[1.3.1.ii Purificacion por medio de una columna con relleno de interaccion hidrofébica

Para la purificacién se mont6 una columna de 2,5 cm de radio y 50 cm de altura rellena con
40 g de resina de interaccién hidrofébica AMBERLITE XAD-16. En la Figura Il.4, se muestra

un esquema de la misma.

,» Baldndonde se agregan los solventes de corriday la
>
muestra

: ——Columna de vidrio

Robinete para ajustar velocidad de flujo

—pTubos para recolectar alicuotas eluidas

Figura 11.4: Esquema de montaje columna de interaccion hidrofébica.
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Para montar el dispositivo primero fue necesario acondicionar la resina, la cual se lavé con
agua bidestilada 10 veces. El lavado se realizé agitando bien el relleno de la columna y
dejandolo precipitar por 10 minutos antes de cambiar el agua y proceder al siguiente lavado.
La columna de vidrio también se lavd 10 veces con agua bidestilada. Con el objetivo de
lograr un relleno compacto dentro de la columna de vidrio, éste se agregd lentamente,
resuspendido en agua, permitiendo que se depositara de forma pareja y manteniendo el
robinete inferior de la columna abierto de manera tal que el agua drenara. En esta instancia
fue esencial no dejar que el relleno se secara, ya que, al secarse, genera espacios y pierde
su homogeneidad debido a su alta hidrofobicidad. Una vez que la columna estuvo llena,
para asentarla, se la dej6 en reposo 2 horas y luego se hicieron circular 4 litros de agua una

velocidad de 4 ml/min.

Posteriormente se aplicaron 135 ml del SLC a una velocidad de 8 ml/min. El mismo se lavo
con 300 ml de agua bidestilada a una velocidad de 12 ml/min, luego se eliminaron parte de
las impurezas aplicando 300 ml de etanol al 20 % a una velocidad de 12 ml/ min. La elucién
de las bacteriocinas se realizo aplicando 600 ml de una solucion de alcohol isopropilico al
70 %, ajustado a pH 3,0 con HCI 4,0 N. En todas las etapas se recolectaron alicuotas de 5
ml para estudiar la actividad antagonista, la concentracién de proteinas, el perfil peptidico y
realizar el perfil cromatografico midiendo la absorbancia a 290 nm.

I1.3.1.ii.a Evaporacion del solvente de las alicuotas con actividad

Todas las alicuotas que presentaron actividad antagonista contra L. innocua se juntaron en
una sola solucién y se sometieron a un proceso de evaporacion a fin de eliminar la mayor
cantidad posible de solvente y proseguir con la siguiente etapa de la purificacion. Para ello,
la solucion se colocd en un rotaevaporador con bafio a 50 °C por 30 minutos. En este
tiempo, se redujo su volumen a un 25 % del original. La actividad antagonista de esta
fraccion se evalu6 por medio de la TG, utilizando diluciones seriadas desde 2! hasta 256

de manera de conocer su titulo.

11.3.1.ii.b Evaluacién de la composicion de la primera etapa de purificacion

En esta etapa, siguiendo la metodologia propuesta por Merlich et al. (2019), se inyect6 una
alicuota del SLC semipurificado, luego de la evaporacion del solvente, por un sistema de
cromatografia liquida de purificacion de proteinas, AKTA Pure. Se utiliz6 una columna C18
de 250 x 2,1 mm y tamafo de poro de 5 um. Para eluir los diferentes compuestos del SLC
de la columna, se utilizaron concentraciones de acetonitrilo crecientes desde un 10 % hasta

un 90 %. Conforme avanzaba la elucion, en el equipo se midi6 la absorbancia de la muestra
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a 290 nm de manera automética. Las alicuotas eluidas de la purificacion se separaron cada
2 ml empleando un muestreador automatico. La actividad antagonista de los mismos se
evalu6 por medio de la TG. Los resultados de esta purificacion permitieron determinar que
las bacteriocinas no se habian purificado adecuadamente, por lo cual se decidio utilizar otra
técnica como segundo paso de la purificacion.

11.3.2.iii Purificacion por medio de un cartucho de extraccion en fase sdélida

Para realizar esta etapa de la purificacion se utilizé un cartucho de extraccion de fase sélida
MEGA BOND ELUT C18 10 g, 60 ml Varian EVA adosado a un dispositivo de filtrado al
vacio (Figura I1.5). Por la parte superior del cartucho se aplicaron las bacteriocinas
semipurificadas y evaporadas de la etapa anterior y se procedié a eluirlas con diferentes

solventes.

Aplicacién de / d

muestra

Goma con orificio
parainsertar
cartucho

Cartucho de
extraccion en fase
solida

Tubo falcon para
recolectar

muestra Kitasato

Figura 11.5: Esquema del sistema utilizado para realizar la purificacién de las bacteriocinas

con cartucho de extraccion en fase sdlida

En primer lugar, se acondicioné el cartucho para asegurar que se encuentre en condiciones
para adsorber las bacteriocinas. Para ello, se pasaron 10 ml de metanol absoluto, y
posteriormente 10 ml de una solucién de metanol al 10 % en agua bidestilada. Luego se
agregaron 10 ml de la fraccion semipurificada, libre de solvente y se lavé con 10 ml de agua
bidestilada para eliminar todas las sustancias que no hayan quedado adsorbidas en el
cartucho. Para finalizar el lavado, se aplicaron 10 ml de etanol al 30 % y 10 ml de alcohol
isopropilico al 20 %. Las bacteriocinas se eluyeron utilizando 10 ml de isopropanol al 40 % y
10 ml de isopropanol al 70 %. Luego de aplicar cada uno de los solventes, se recuperaron
las fracciones eluidas de 10 ml, es decir que, se obtuvieron en total 7 fracciones, cuyas

propiedades fueron evaluadas.
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Para evaluar la actividad antagonista de cada fraccion se utilizo la TG y para determinar su
concentracion proteica se utilizé la técnica de Bradford. Adicionalmente, también se realizé
el seguimiento con el gel de poliacrilamida y tincién de plata para cada una de las fracciones

eluidas. Las técnicas mencionadas se detallaran en la siguiente seccion.

11.3.2.iv Técnicas empleadas en el seguimiento de la purificacion

11.3.2.iv.a Formacién del perfil cromatogréafico de la purificacién

Para obtener el perfil cromatografico de la purificacion se midié la absorbancia de todas las
fracciones eluidas de la columna a 290 nm. Los valores de dicha absorbancia tienen
relacién con la cantidad de proteinas presentes en cada alicuota. Con esta medicién es
posible realizar un seguimiento de la purificacién y dilucidar si las repeticiones de la
purificacién dan resultados similares para poder estandarizarla. En base a estos resultados
se construyd un gréafico que relaciona la absorbancia a 290 nm con el volumen eluido de la
columna. Esta determinacion se realizé6 por duplicado con el fin de evaluar la

reproducibilidad de la técnica.

11.3.2.iv.b Evaluacion de la actividad antagonista de las alicuotas eluidas de la columna de

purificacién

Para determinar la actividad antagonista de las alicuotas eluidas, se utilizé la TG. En primer
lugar, se sembré una alicuota de 10 ul de cada una de las fracciones eluidas en una placa
de agar BHI. Las placas se dejaron abiertas bajo flujo laminar por 1 hora para eliminar el
solvente, y posteriormente se agreg0, a cada placa, 5 ml de un inéculo de 10 UFC/ml de L.
innocua (MyM generales seccion 3.4.3), asegurando que cubra toda la superficie, vy
eliminando el excedente. Las placas se dejaron secar, bajo flujo laminar por 20 minutos
para lograr la adsorcién del in6culo en el agar. Luego se incubaron a 30 °C por 24 horas. Se
realizaron controles negativos de los solventes (etanol 20 % y 40 %; isopropanol 40 %;
isopropanol 70 % a pH 3,0), los cuales se dejaron evaporar bajo flujo laminar al igual que
las muestras para descartar su posible actividad contra L. innocua. Como control positivo se
utilizé el SLC sin ninguin tratamiento. Las fracciones eluidas de la purificacion que generaron
un area translicida en la placa se consideraron como las fracciones con actividad

antimicrobiana. Todos los ensayos en los que se aplicé la TG se realizaron por triplicado.

Se opt6 por utilizar esta técnica, en lugar de la técnica TDA, ya que la TG permite primero el
sembrado de las sustancias con actividad antimicrobiana y luego la siembra del

microorganismo permitiendo primero la evaporacion parcial del solvente de las fracciones
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eluidas de la columna antes de sembrar el microorganismo y evitar asi el contacto entre

ellos y, por ende, minimizar la posible actividad inhibitoria del solvente.

11.3.2.iv.c Determinacion del perfil proteico por medio de geles de poliacrilamida

El objetivo de este ensayo fue lograr un seguimiento de la composicion peptidica a medida
gue se avanzaba en la purificacion. La preparacion de los geles se realiz6 segun la técnica
de Laemni (1970) modificada. Para lograr mejores resultados, se utilizé una mezcla de dos
geles con tamafio diferente de poro; uno con poro abierto (6 % de acrilamida), donde se
realizé la siembra de la muestra y uno de poro mas pequeiio (15 % acrilamida) para el resto
del gel. Se utiliz6 una concentracion alta de acrilamida ya que para poder retener la
bacteriocina la tortuosidad del recorrido de la muestra debe ser maxima, pues las
bacteriocinas son péptidos de peso molecular muy bajo, entre los 2 y los 30 KDa (Sahoo et
al., 2016). El dispositivo utilizado para realizar la electroforesis se muestra en la Figura II.6.

Carriles
para
Catoodo ' — W colocar

Gel Poro %— -[}/ E-BUffer
— |2 O ETEaTETE

Largo
|' _Placas de
Gelporo._ vidrio
cerrado T
Anodo | 4 e

—3=|
el

,,,,,,

. Cuba
Buffer S \““.—-»:-H-_r__ —————electroforética

Figura 11.6: Esquema de cuba electroforética con el gel de acrilamida colocado.

Los geles se prepararon a partir de distintas soluciones. La solucién A se realizé disolviendo
2 g de acrilamida en 1 L de Buffer Bis 0,735 mg/ml. La solucién B consté de Buffer Tris en
una concentracion 1,5 M a pH 6,0. La solucién C se realiz6 disolviendo 10 mg de persulfato
de amonio en 1 ml de agua bidestilada. También se utiliz6 una solucion de
tetrametiletilenodiamina (TEMED) y una solucion de SDS al 1 %. Como buffer de corrida se
utilizé una solucién de glicina 0,348 M y SDS al 0,2 % en Buffer Tris 0,05 M a pH 8,30.

Brevemente, se mezclaron las soluciones A, B y SDS con agua destilada y luego se
afadieron la solucion C y TEMED, en ese orden. El volumen utilizado de cada solucion para

formar los geles deseados se encuentra en la Tabla I1.2. Primero se mezcl6 el gel de poro
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cerrado y se vertid en un soporte entre dos vidrios, hasta un 90 % de su capacidad. Luego
se dejo solidificar parcialmente y se preparé y agregoé el gel de poro abierto en el espacio
restante entre los dos vidrios. Finalmente se colocé el peine para lograr la formacién de los
carriles donde se sembrarian posteriormente las muestras. Los geles se dejaron secar por

lo menos por 2 horas antes de colocarlos en la cuba electroforética.

Tabla I1.2: Volumen de mezclado de cada reactivo para la formacién de los dos geles

utilizados

Reactivo Poro abierto Poro cerrado
Agua 5,9 ml 1,85 ml
SDS 1,0 ml 1,0 ml
TG 1,25 ml 1,25 ml
Solucion A 1,8 ml 5,4 ml
TEMED 0,02 ml 0,02 ml
Solucién C 0,5 ml 0,5 ml

El montaje se realizé colocando hasta dos geles en la cuba y llenando el recipiente con el
buffer de corrida. En cada carril se colocaron 20 pl de muestra y, segun la muestra
sembrada, se realizaron diferentes tratamientos previos. En el caso del MRS, se concentré
5 veces, y en el caso de las muestras que contenian solventes, primero se procedié a
evaporar los solventes a 60 °C por el tiempo necesario en bafio de agua. La corrida se
realizé a 90 Volts y 70 amperes durante el tiempo suficiente para que las muestras llegaran
a una distancia de 2 cm del borde inferior del gel (aproximadamente 3 horas). Las corridas

para cada uno de los geles evaluados se realizaron por duplicado.

[1.3.2.iv.c.1 Tincion de plata para proteinas

Para visualizar la presencia de péptidos en el gel de poliacrilamida se realizé una tincién
con plata. Esta técnica consiste en una serie de hidrataciones y deshidrataciones del gel de
poliacrilamida, que favorecen la tincion de las proteinas con nitrato de plata y la posterior

formacion de un pigmento marrén al revelar el gel con una solucién de tiosulfato de sodio.

Se siguid la metodologia propuesta por Blum et al. (1987). Primero se realiz6 la fijacion del
gel, sumergiéndolo por 30 minutos en una solucién de 50 % de metanol, 38 % de agua
bidestilada, 12 % de acido acético y 25 pl de solucién de formol al 37 %. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados de 20 minutos en una solucién al 50 % de etanol absoluto, seguidos de
2 lavados adicionales en una solucién al 70 % de etanol absoluto. El paso siguiente fue
realizar un pretratamiento por 1 minuto en una solucion de tiosulfato de sodio

pentahidratado (0,01 g/50 ml). Luego, se procedio6 a la tincién con una solucion de nitrato de
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plata (0,1 g/50 ml) y 37,5 pl de formaldehido al 37 % por 20 minutos. Se revelo la tincion con
carbonato de sodio (3 g/50 ml), 25 ul de formaldehido y tiosulfato de sodio (0,2 mg/50 ml)
hasta que se noto la aparicion de las bandas bien definidas en el gel (maximo 10 minutos).
Finalmente, para frenar el revelado de la tincion, el gel se dejé en una solucion igual a la
primera por 30 minutos. Para preservar el gel para futuras comparaciones, el mismo se dejo

en una solucion 1:1 de metanol: agua.

11.3.2.iv.d Determinacion de la concentracion de proteinas de las muestras por medio de la
técnica de Bradford

El objetivo de esta determinacion fue obtener la concentracion de proteinas en las muestras
correspondientes a las fracciones finales de la purificacion, con y sin actividad y también del
MRS y el SLC. Para ello se utilizo la técnica de Bradford la cual se basa en la reaccién entre

el compuesto azul de comassie con aminoécidos especificos.

Se coloco en un tubo de ensayo una parte de muestra por cada 30 partes de reactivo de
Bradford, se dejé en contacto por 5 minutos y luego se midié la absorbancia de la muestra a
595 nm. Como blanco se utilizé una solucién de agua bidestilada. La curva de calibracion se
realiz6 con concentraciones de albumina bovina de entre 0 y 700 pug/ml. Los resultaros se
expresaron como concentracion de proteinas (ug/ml) y como masa total de proteinas (ug)

(Ecuacion 11.1). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Masa total de proteinas = (Concentracion de proteinas)x (voliimen de la alicuota)

Ecuacion 1.1

11.3.2.v Célculo de rendimientos de la purificacion

A partir de los datos obtenidos en la presente purificacion y en la siguiente (Seccion 11.4.3),
se calcularon los rendimientos de las purificaciones. En primer lugar, se calcularon las
unidades arbitrarias relacionadas con la actividad antagonista contra L. innocua en cada
uno de los pasos de la purificacion. El uso de las unidades arbitrarias para cuantificar la
actividad antagonista es utilizado para obtener valores de actividad mas homogéneos y

comparables. El calculo se puede observar en la Ecuacion I1.2.a.

Actividad (UA) = 100 x V, ;54 % Titulo de purificacion™? Ecuacioén 1l.2.a
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La actividad especifica, representa la actividad antagonista por mg de proteinas presentes
en la muestra (Ecuacién 11.2.b) e indica cuan eficiente ha sido la purificacion, ya que se

desea que exista una menor concentracion de proteinas, y una mayor actividad remanente.

Actividad

Actividad especifica (AEsp) = Ecuacion 11.2.b

Magsa total de proteinas (pg)

La actividad remanente porcentual, se obtiene de realizar el cociente entre la actividad del
producto de la purificacion en una etapa determinada dividido por la actividad del SLC sin
ser purificado (Ecuacion 11.2.c). Esta medida también esta relacionada con la eficiencia de la
purificacién, pero al relacionarse Unicamente la actividad antimicrobiana en el paso de
purificacién y no la concentracién de proteinas, s6lo denota la capacidad de la técnica para

preservar dicha actividad.

Actividad EtEpa

Actividad Remanente porcentual = x 100 Ecuacion

Actividad g

I1.2.c

La masa remanente porcentual de proteinas se obtuvo al realizar el cociente entre la masa
total de proteinas de una etapa determinada por la del SLC (Ecuacion 11.2.d). Este cociente
se realiz6 a fin de permitir una observacion directa de las proteinas efectivamente

remanentes en cada etapa de la purificacion.

Proteinas gtapas

Masa Remanente porcentual de proteinas = x 100 Ecuacion 11.2.d

Proteinasgpr

Finalmente, el factor de purificacién relaciona la actividad especifica del paso deseado de
purificacion y la del SLC (Ecuacion 11.2.e). Este presenta una perspectiva global de la
purificacién, ya que relaciona tanto el contenido de proteinas como la actividad remanente.
Un factor de purificacion cercano a 1 indica una purificacion en la cual la proporcion entre
las proteinas y la actividad se mantiene igual que en el SLC, si este es mayor a uno, denota
una mejora en cuanto a la muestra original ya que a menor cantidad de proteinas existe una
mayor actividad antagonista, y uno menor a 1 muestra que la pérdida de actividad fue

mayor a la capacidad de la técnica para purificar las proteinas.

Actividad especifica stapai

Factor de purificacion = Ecuacion 11.2.e

Actividad especifica gi¢

[1.3.2.vi Aproximacion del peso molecular de las bacteriocinas presentes en el SLC

Resulté de interés identificar la banda del gel de poliacrilamida que correspondia a las

bacteriocinas, con el objetivo de obtener una aproximacion de su peso molecular. Para ello,
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se sembro el SLC concentrado 5 veces en los carriles externos del gel de poliacrilamida, por
duplicado, y, en el carril adyacente a uno de los SLC, se sembré un estandar de peso
molecular ultra bajo (tamafio desde 1060 hasta los 26600 Dalton). Luego de finalizada la
corrida, se colocé el gel sobre una placa de Petri estéril y se separ6 en dos partes utilizando
un bisturi, obteniéndose asi una mitad que solo contenia la muestra del SLC, y otra que
contenia el SLC y el estandar de peso molecular. A la porcion que contenia el SLC y el
estandar se le realiz6é una tincion de plata. El gel que tenia Unicamente el SLC se lavé cinco
veces en agua bidestilada (por 1 hora), para eliminar cualquier remanente de solvente

presente en el gel.

Posteriormente, al finalizar la tincion de plata y observar las bandas, la otra mitad del gel se
cortdé en trozos de manera de poder separar las principales bandas caracteristicas. Se
determind la actividad inhibitoria de este gel contra L. innocua utilizando la técnica definida
por Khalkhali et al. (2017). En primer lugar, se prepar6 agar cerebro corazéon blando (BHI
0,8 % de agar bacteriolégico) y se agregd un indculo de L. innocua de manera de obtener
una concentracion de 10 UFC/ml. El agar blando se adiciond sobre placas de agar BHI y se
dejo solidificar. En estas placas se colocaron las porciones del gel cortadas previamente. La
placa se incub6 a 30 °C por 24 horas. En caso de observar zonas translicidas sobre de las
porciones del gel, estas se consideraron como inhibicién del crecimiento de L. innocua. Este
ensayo se realizé por duplicado utilizando dos geles independientes.

Finalmente, se procedié a comparar la zona en la que se obtuvo inhibicién del crecimiento
de L. innocua y la zona del gel tefiido con plata con el objetivo de identificar cual de las

bandas pertenecia a las bacteriocinas y asi estimar su peso molecular.

Resulta de interés destacar que se realizd la estimacion del peso molecular de las
bacteriocinas utilizando el SLC y no la muestra semipurificada, ya que de la dltima etapa de
la purificacién se obtiene un volumen muy pequefio y no fue posible eliminar la totalidad del
solvente sin comprometer la actividad de las bacteriocinas. Es debido a esto, que no fue

posible inyectar esta alicuota en el gel y verificar su actividad antagonista.

108



Capitulo 1l

[1.3.3 Purificacion parcial por medio de le técnica de adsorcién-desorcion

El objetivo de desarrollar esta técnica fue evaluar la efectividad de un proceso mas simple
para la purificacién del SLC seleccionado, mediante la cual fuera posible producir grandes
cantidades de bacteriocinas semipurificadas. La presente técnica de purificacion se basa en
la capacidad de las bacteriocinas de interactuar con la pared celular de los microorganismos
bajo determinadas condiciones del medio. Entre estas condiciones se destaca el pH ya que,
modifica la afinidad de las bacteriocinas por la pared celular, permitiendo una adsorcién

estable a o una desorcién sencilla (.

11.3.3.i Obtencion del SLCy el pellet

Para realizar la purificacion primero fue necesario obtener el SLC y el pellet sobre el cual se
realizaria la adsorcion. Para ello, se incubd la cepa seleccionada dos veces seguidas en
caldo MRS por 24 horas a 30 °C. Luego, se realizd un tratamiento térmico (5 minutos a 100
°C) del in6culo, con el objetivo de inactivar las proteasas y las BAL y evitar asi que
interfirieran en la determinacion de la actividad antagonista, debido a la produccion de
bacteriocinas in situ. Adicionalmente, este tratamiento térmico mejora la adsorcién de las
bacteriocinas a la pared celular de la bacteria (Parada et al., 2007). Finalmente, se ajusto el
pH del inéculo al pH de adsorcién y se realizé una centrifugaciéon a 10000 rpm y 4 °C por 10

minutos, separandose asi el SLC del pellet.

11.3.3.ii Etapas del proceso de purificacion parcial

En la Figura 1.7 se muestra un esquema del proceso. Las etapas realizadas para obtener

la semipurificacion parcial por adsorcién-desorcion fueron las siguientes:

1. Adsorcién selectiva de las bacteriocinas a la pared celular de la célula productora: para
ello se colocé en contacto el SLC de la cepa seleccionada, con su pellet por 1 hora, y
posteriormente se centrifugé a 10000 rpm, por 6 minutos y a 4 °C, obteniendo, por un lado,
el SLC con las bacteriocinas no adsorbidas (Alicuota Ads.) y, por el otro, el pellet y las
bacteriocinas adsorbidas sobre su pared celular. Se evalué la actividad de la Alicuota Ads.
para conocer la concentracion de bacteriocinas no adsorbidas, y se continu6 con el

procedimiento con el pellet.

2. Lavado-centrifugacion del pellet: esta etapa se realizé con el objetivo eliminar cualquier
contaminante no adsorbido a la pared celular de las bacterias. Para ello, se resuspendi6 el

pellet en 6 ml de buffer fosfato 5 mM a pH 6,0, se homogenizé en agitador vortex por 30
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segundos y se centrifugé en las mismas condiciones (Alicuota L,). Este proceso se realizé
dos veces seguidas. Posteriormente, se midio la actividad antagonista de la alicuota L La
actividad de éste permitié conocer la irreversibilidad de la adsorcion de las bacteriocinas a
las células, ya que, de quedar éstas en el buffer de lavado, indicaria que éstas pierden
afinidad por la pared celular. El pellet se conservo para la siguiente etapa.

3. Desorcion de las bacteriocinas adsorbidas a la pared celular: para ello, se utilizaron 2 ml
de una solucién acuosa de NaCl (2 % m/m 1 M), a pH &cido, logrando asi que la
bacteriocina se protone y se desprenda de la pared celular. La solucién se dej6é en contacto
con el pellet por 1 hora a 4 °C y luego de centrifugar (a 10000 rpm, por 6 minutos y a 4°C),
se separ6 el SLC rico en bacteriocinas (Alicuota Des). Esta alicuota contiene las
bacteriocinas semipurificadas, por lo cual la evaluacién de su actividad resulta necesaria

para estudiar la eficiencia de la purificacion.

4. Lavado- centrifugacion: con el objetivo evaluar si aln persistian bacteriocinas adsorbidas
a la pared de las células, se repitié un nuevo lavado al igual que en la etapa 2 (Alicuota L>),

midiéndose, también, su actividad antagonista.
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1. | Adsorcion '7 4°C, 1 hora

Alicuota Ads. «————— Centrifugacion

|

Pellet

: sl fot

Alicuota L, +————— Centrifugacion

|

Pellet

I - NaCl 100mM, pH 3,0
3.| Desorcion |—— 4°C, 1 hora

l

— Centrifugacion

Alicuota Des. -

|
Pellet
\ Buffer fosfato
4.| lavado —— PH 6,0

Centrifugacion
. |
Alicuota L, « : Pellet

Alicuotas utilizadas para
evaluar la actividad
antagonista

Figura I.7: Esquema de la purificacion por medio de la técnica de adsorcién-desorcion.
Todas las alicuotas nombradas y resaltadas en el grafico, son aquellas en las que se evalué

la actividad antimicrobiana, con el fin de determinar la presencia de bacteriocinas.

De cada una de las etapas de la purificacion se tomé una alicuota y se analiz6 su actividad
antagonista sobre L. innocua por medio de la TG. Debido a que posteriormente se
optimizaron condiciones tales como la temperatura, volumen de SLC y pH, éstos se detallan

en las secciones siguientes.

Debido a que la afinidad de las bacteriocinas por la pared celular de las bacterias depende
del pH, la temperatura y la cepa utilizada para realizar la adsorcion, entre otros factores (Liu
et al., 2015; Liu et al., 2009) se optimizaron algunos de estos pardmetros. Se analizo el pH

en el cual las bacteriocinas se adsorben mejor en la pared celular de las bacterias y el pH al
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cual se pierde dicha afinidad. Adicionalmente, se evaluaron las condiciones Optimas de
temperatura y la relacion SLC/bacterias para lograr la mayor concentracion posible de
bacteriocinas en el sobrenadante semipurificado.

11.3.3.iii Evaluacién preliminar del pH de adsorcion de las bacteriocinas a las células

productoras

El objetivo de esta evaluacion previa fue conocer la capacidad de una concentracién de 10°
UFC/ml de células para adsorber las bacteriocinas. Es por esto, que en esta etapa no se
procedi6 siguiendo las 4 etapas mencionas en el item anterior, sino que se procedi6 a lavar
el pellet para que éste quede libre de bacteriocinas, luego se ajustd la concentracion
bacteriana y finalmente se evalué el pH Optimo de adsorcion como se amplia en los

siguientes items.

11.3.3.iii.a Acondicionamiento de las células

El primer paso para definir el pH 6ptimo de adsorcion fue la limpieza de las células. Las
mismas se resuspendieron en 1 ml de buffer fosfato de sodio 5 mM pH 5,5, se agitaron en
agitador vortex y centrifugaron a 6000 rpm y 4 °C por 10 minutos. Luego se separ6 el
sobrenadante y las células se pusieron en contacto con 1 ml de una solucién 1M NaCl pH
3,0, por 1 hora bajo agitaciébn a 4 °C. El objetivo de este paso fue lograr la desorcién
completa de las bacteriocinas que pudieran quedar adheridas a la pared celular al pH de
producciéon. Pasado este tiempo, se centrifugaron nuevamente y se descarté el
sobrenadante. Se realizaron dos lavados sucesivos con agua destilada y finalmente se
resuspendieron en una cantidad de agua destilada 20 veces mayor al volumen del caldo de
incubacion (suspension de bacterias), obteniéndose una concentracion de 10° UFC/ml.
Luego de todo este proceso se obtuvieron células acondicionadas para evaluar su

capacidad para adsorber las bacteriocinas.

11.3.3.iii.b Optimizacién del pH de adsorcion

Para realizar el proceso de optimizacién del pH de adsorcion se pusieron en contacto 0,1 ml
de una suspension de células con 0,1 ml de SLC y 1,8 ml del buffer al pH deseado para el
testeo. Los buffers utilizados fueron desde pH 5,5 hasta pH 8,0, a intervalos de 0,5 unidades
de pH entre cada muestra. Como control negativo (control 1) se utilizé6 una mezcla de 0,1 ml
de la suspension de bacterias, 1,8 ml del buffer al pH de estudio, y 0,1 ml de agua destilada;
este control fue necesario para asegurar que no hubiera bacteriocinas adsorbidas a la pared

celular de las bacterias que se liberaran en presencia del buffer de estudio. El control
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positivo (control 2) incluyé 0,1 ml de agua destilada, 0,1 ml de SLC y 1,8 ml de buffer; éste
tiene la funcion de tener un control de la actividad del SLC en la dilucion evaluada, ya que

no se encuentran presentes las células con potencial de adsorber la bacteriocina.

Todos los sistemas se incubaron a 4 °C por 1 hora, se centrifugaron en las mismas
condiciones que en el item anterior y se determind el titulo de los sobrenadantes obtenidos
contra L. innocua por medio de la TG. Estos SLC representan las bacteriocinas que no han
sido adsorbidas a la pared celular, por lo cual es deseable un titulo bajo, que indique que la
mayor parte de las bacteriocinas quedaron adsorbidas. Posteriormente se realiz6 un lavado
de las células con buffer fosfato pH 6,0. Para ello se adicionaron a las bacterias 2 ml del
buffer y se agitaron con vortex por 1 minuto. Posteriormente se centrifugd el tubo a 12000
rpm por 15 minutos, se obtuvo el agua de lavado y su actividad también se evalué utilizando
la TG. Un titulo menor en la primera instancia indic6 una mejor capacidad de adsorcién de
las células ya que, si las bacteriocinas quedan retenidas en la pared celular, no se
encuentran presentes en el SLC. La capacidad de adsorcion de las células a los diferentes

pH fue calculada como:

100 x (22 51¢ — 22 Control 1)

U bacteriocing adsorbida =

ua Control IT
mi

Ecuacion 11.3: Célculo del porcentaje de bacteriocina adsorbida por las células bacterianas
*Las UA/ml expresadas en la férmula, corresponden a la inversa de la dilucién que representa el
titulo, multiplicada por el tamafio del halo de dicha dilucién y por 100

11.3.3.iv Seleccion del pH de adsorcion y desorcidn

Una vez que se obtuvieron los pHs éptimos de adsorcion de las bacteriocinas, en el ensayo
preliminar, fue necesario evaluar el pH de adsorcién, en las condiciones en que se iba a
realizar la técnica completa, tal como se indican los 4 pasos en la seccion 11.3.3.ii. Para ello,
se evaluo la eficiencia tanto de la adsorcién como de la desorcién en simultaneo, ya que se
requiere una adsorcion eficiente, pero que también permita una buena desorcion al
sobrenadante luego. En esta etapa, debido a que el objetivo de la técnica fue obtener la
mayor cantidad posible de bacteriocinas adsorbidas, no se realiz6 el paso de
acondicionamiento de las células, estandarizacion de su composicion, ni dilucion del SLC.
En el ensayo anterior los pH 6,0 6,5 y 7,0 de adsorcion dieron resultados similares, se
decidi6 evaluar distintos pH de desorcion, para cada uno de los pH de adsorcidon 6ptimos
(Tabla I1.3).
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Tabla 11.3: Condiciones estudiadas para optimizar pH de adsorcion y desorcion de la

bacteriocina

pH Adsorcién

6,0 | 6,5 | 7,0

pH Desorcién

20 2,5 3,0 | 2,0 2,5 3,0| 20 2,5 3,0

Para realizar este proceso se evalud la adsorcion y la desorcion de la bacteriocina a la
pared celular de la cepa seleccionada segun la seccion 11.3.3.ii. Luego de seleccionar el pH
Optimo de adsorcién y desorcion se repitid6 el procedimiento por triplicado en dichas

condiciones para asegurar su reproductibilidad, y estandarizar la purificacion.

11.3.3.v Analisis de latemperaturay proporcion bacteria-sobrenadante libre de células,

para optimizar la extraccion de bacteriocinas

En esta seccién se optimizaron diferentes factores para lograr un mejor rendimiento de la
purificacién. Primero se evalué la posibilidad de realizar el proceso de adsorcion y desorcion
a 30 °Cyno a4 °C, ya que el proceso es dependiente de la temperatura. Luego, se evalu6
la realizacion de dos ciclos de la purificacion, utilizando la totalidad del SLC en cada ciclo o
la mitad. Esto resulté de interés debido a que no se obtuvo una adsorcién total de las
bacteriocinas con la proporcion SLC:bacterias utilizada originalmente. Segun Yildirm et al.
(2002), la adsorcién de las bacteriocinas a las células depende de receptores especificos y

es posible que éstos lleguen a saturarse.
Las dos alternativas evaluadas se encuentran en la Figura 11.8 y se detallan a continuacion:

1. Realizar dos ciclos de purificacion utilizando la totalidad del SLC (40 ml). Es decir, una
vez realizada la primera purificacion, el pellet fue lavado con buffer fosfato a pH 6,0,
centrifugado a 6000 rpm por 6 minutos y la fraccion no adsorbida del sobrenadante fue
colocada nuevamente en contacto con el pellet y purificada.

2. Poner en contacto solo la mitad del SLC producido (20 ml) con la totalidad de las
células productoras. Al finalizar la purificacion, se puso en contacto la otra mitad del
SLC con el pellet (ya utilizado y lavado con buffer pH 6,0) y se repitié el proceso de
purificacién, realizandose asi dos ciclos de purificacion, pero con la mitad del SLC cada

VeZz.
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Produccion del SLC

Tratamiento térmico

Y

Centrifugacion
]

Realizacion del proceso Separacion del SLCen 2
de adsorcion-desorcion porciones
con todo el SLC
Y
A J . -
Realizacion del proceso Primer ciclo
Lavado de células con de adsorcion-desorcion
buffer pH 6,00 con una de las porciones
A J
Reutilizacion de. todo el Lavado de células con
SLC para reahzar.(ﬂjl buffer pH 6,00
proceso de adsorcion-
desorcion L
Y

Realizacion del proceso
Lavado de células con de adsorcién-desorcion
buffer pH 6,00 con la segunda porcién

Segundociclo

Lavado de células con
buffer pH 6,00

Figura 11.8: Ensayos para evaluar la proporcion SLC-pellet y la reutilizacion del pellet.

11.3.3.vi Técnica de Lowry para la cuantificacion de proteinas

Con la finalidad de tener un seguimiento de la concentracion de proteinas obtenidas en
cada una de las etapas de la purificacién, se decidi6 realizar la técnica de Lowry modificada
segun Peterson (1977). En primer lugar, se prepararon dos reactivos conformados de la
siguiente manera:

Reactivo A:
—Solucién 1: Carbonato sddico 2 % en solucion de hidroxido de sodio 0,1 N

—Solucién 2: Sulfato cuprico pentahidratado 1 % en agua
—Solucién 3: Tartrato sédico potésico tetra hidratado 1 % en agua
Reactivo B:

—Solucién de Folin-Ciocalteu 1:1 en agua

Al momento de realizar la determinacion, se mezclaron las soluciones 1, 2 y 3 en

proporciones 100:1:1 respectivamente para formar el reactivo A. Se adicionaron 100 pl de la
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muestra y 100 pl de agua destilada a 1 ml del reactivo A. En el caso del blanco, se agregan
100 pl de agua destilada al reactivo A. Todas las muestras se agitaron en vortex y se
incubaron por 20 minutos a 37 °C. Luego se agregaron 100 pl del reactivo B, nuevamente
se agitd en vortex y se realizé la misma incubacion. Se midi6 la absorbancia de cada

muestra a una longitud de onda de 660 nm contra el blanco.

La curva de calibracion se realizo utilizando como estandar albumina de suero bovino
disuelta en agua bidestilada. Se utilizaron concentraciones abarcando un rango
comprendido entre 0 y 600 ug de proteina/ml. Los resultados se expresaron como
concentracion de proteinas y como masa total de proteinas (ug) segun la ecuacién Il.1.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

[1.3.4 Aplicacion de las bacteriocinas semipurificadas en piezas de salmoén rosado

Luego de obtener las bacteriocinas semipurificadas por medio de la técnica de adsorcion en
la pared celular, se aplico dicha solucién (ajustada a pH 6,0) por aspersion sobre piezas de
salman, con el objetivo de evaluar su efectividad para controlar la flora nativa del pescado y

la poblacién de L. innocua.

11.3.4.i Optimizacién de las condiciones de aplicacion del pulverizador

Para aplicar el pulverizador de manera correcta, se debié decidir la distancia a la cual
aplicarlo, de manera de obtener una cobertura homogénea de la pieza de salmén aplicando
la cantidad minima posible del producto, para evitar incorporar agua libre al recipiente. Para
ello, se colocd en el pulverizador una solucién acuosa de tinta azul, y se procedi6 a disparar
el mismo a distancias de 5, 10 y 15 cm, y observar la dispersién de las gotas sobre papel
adsorbente, teniendo en cuenta el tamafio de las piezas que se utilizarian (3cmx 3 cm x 1

cm).

La aplicacién del pulverizador se realizé 90° por encima del trozo y 45° en ambos bordes,
manteniendo la distancia seleccionada anteriormente (Figura 11.9). También se evalud la
cantidad de veces que se repetiria el proceso de las 3 pulverizaciones, permitiendo un
tiempo de secado de 1 minuto entre cada ciclo de disparos. Se ensay0 la posibilidad de

disparar 1, 2, 3 0 4 veces el pulverizador de cada lado (en cada una de las 3 direcciones).
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b

5,10015cm

45°

Pieza de Salmon

Figura 11.9: Diagrama de pruebas de aplicacion del aspersor sobre el filete de salmoén

11.3.4.ii Preparacidon de las muestras

Para preparar las muestras, se partié de filetes de salmoén fresco que llegaron al laboratorio
cubiertos de hielo dentro de una conservadora. Inicialmente se les saco la piel y una capa
externa de 5 mm para disminuir la carga microbioldgica, ya que en Argentina los filetes de
salmén que se obtienen son importados desde Chile (SENASA, 2016) y no fue posible
obtener filetes con una carga microbiana menor a 10° UFC/g. Posteriormente se procedid
como en la Seccién 1.3.8.i en su lavado y se obtuvieron 9 piezas de salmén, con el objetivo
de disponer de 3 tipos de muestras diferentes. La primera se sumergié en agua a pH 6,0 por
1,5 minutos, se le incorpord un inéculo de 10* UFC/mI de L. innocua ajustado segun se
indica en la seccidon 3.4.3 de MyM generales, se dejé secar por 2 minutos de cada lado y se
pulveriz6 con la bacteriocina, a las condiciones dptimas de pulverizado, este tipo de muestra
se denominé LB. El segundo tipo de muestra se sumergié en agua a pH 6,0 por el mismo
tiempo, con agregado de un in6culo de 10* UFC/ml de L. innocua y se dejoé secar,
denominandose muestra L. El tercer tipo de muestra se sumergié en agua destilada a pH
6,0 por 1,5 minutos y luego se dejoé secar por 2 minutos también de cada lado (muestra
control, C). Cada una de las muestras se colocé en envases de polipropileno de 80 mm de
diametro, que se cerraron cuidadosamente y se almacenaron a 4 °C por 3 dias (Figura

11.10). Se tomaron muestras en el tiempo inicial, luego de 24 y 72 horas.

7

Figura 11.10: trozo de salmén en envase de polipropileno para ser almacenado.
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11.3.4.iii Masa de bacteriocina aplicada

Para estimar la masa de la bacteriocina aplicada a cada trozo de pescado, se volvieron a
replicar las condiciones de preparacion de las muestras L y LB con trozos nuevos de
salmén. En este proceso, se incluyé la inmersién, el secado y la pulverizaciébn con sus
correspondientes secados intermedios. Todos los trozos de salmoén se pesaron luego de la
inmersion y el primer secado (Masa A), y posteriormente luego de la aplicacién de la
totalidad de la pulverizacién y el tiempo de secado (Masa B). En el caso de los sistemas
control, se les realiz6 la inmersion, y se dejaron secando durante el mismo tiempo que las
muestras pulverizada, obteniéndose asi, la masa perdida por secado (MPS). Para calcular
la masa de bacteriocina por gramo de salmén, se procedi6 segun la Ecuacién Il.4.

Adicionalmente, también se calculé la masa total de bacteriocina por pieza de salmon.

Masza B-Masa A+MPS* .,
Masa total = —— oo Ecuacion 1.4

Maza de salmon

*MPS: Masa perdida por secado.

11.3.4.iv Analisis microbiolégicos

Se realiz6 el recuento de bacterias aerobias mesoéfilas y de Listeria spp., segun la seccion

3.45 de MyM generales.

[1.3.5 Andlisis estadistico

Para analizar los datos se realizaron Andlisis de la Varianza (ANOVA) de uno o dos
factores, seguido por el test de Tukey para detectar diferencias significativas con un nivel de
significancia de 0,05. A lo largo del capitulo de puede observar que los ensayos con dos
letras representando diferencias significativas son, siempre, de dos factores; mientras que

los ensayos que so6lo poseen una letra se encuentran realizados a un solo factor.
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[I.4 Resultados y discusion

I1.4.1 Seleccién de bacterias acido lacticas para la purificacion del sobrenadante libre

de células

Para seleccionar que cepa productora del SLC mas conveniente para purificar, fue
necesario determinar cudl presentaba mejor actividad antagonista en condiciones Optimas
de produccién, y no en condiciones adversas (4 °C), como en el capitulo anterior. A 30 °C,
ya se habia realizado el titulo de todas las cepas, pero debido a su similitud, no fue posible
seleccionar ninguna (seccion 1.3.4.iv), por lo cual se decidi6 realizar mas ensayos para

lograr diferenciar adecuadamente la cepa mas apta para purificar su SLC.

En una primera etapa, se evalud la actividad antagonista de los SLC utilizados en
concentraciones subinhibitorias y una concentracion de 10* UFC/ml de L. innocua. Las
diluciones del SLC utilizadas fueron de 5121y 10241, En este caso se midi6 la turbidez a lo
largo de 92 horas y se marcé como positivo cuando la misma superaba los 2 grados
McFarland (6x10® UFC/mI). En la Tabla 1.4 se puede observar el tiempo en horas en el que
se detect6 crecimiento de la cepa indicadora. Las tres cepas que inhibieron el desarrollo de
L. innocua por mas tiempo fueron las STw26, 46 y 66.

Tabla 1.4 Tiempo en horas al que comienza el crecimiento de L. innocua en presencia de

concentraciones subinhibitorias del SLC de todas las BAL seleccionadas

Cepa Dilucién
51271 10241
STw 26 >92% >92
STw38 >92 53
STw46 >92 >92
STw60 92 70
STw66 >92 >92
STw79 70 53

*Los resultados destacados son los que ralentizaron por mas tiempo a ambas concentraciones del

SLC el desarrollo de L. innocua

Posteriormente, se evalud6 la actividad de las cepas STw26, STw46 y STw66 sobre la flora

nativa aislada de pescado. El titulo obtenido por la cepa STw66 fue de 16 mientras que el
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de la cepa STw46 fue de tan solo 41y de 8 para la cepa STw26. Los halos obtenidos para
la cepa STw66 se pueden observar en la Figura I1.11.

Figura 11.11: Titulo de E. mundtii STw66 contra la flora deteriorativa del pescado.

En base a los resultados comentados, se seleccion6 a la cepa STw66 ya que ademas de
estar entre los SLC que mejor pudieron controlar el crecimiento de L. innocua a

concentraciones subinhibitorias, obtuvo el mayor titulo contra la flora nativa.

En esta seccion fue posible seleccionar a la cepa E. mundtii STw66 por ser la mas promisoria
debido a su accion sobre la flora nativa presente en pescado, asi como por su accion

inhibitoria sobre L. innocua.
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11.4.2 Purificacion parcial del sobrenadante libre de células de la cepa seleccionada
por medio de una columna de interaccion hidrofébicay un cartucho de extraccion en

fase sélida

I1.4.2.i Estabilidad de las bacteriocinas en presencia de diferentes solventes y a pH 2,0

Dado que en el proceso de purificacién se utilizan diferentes solventes, el primer paso fue
estudiar la estabilidad de las bacteriocinas al estar en contacto con ellos. Para esto se
realizé una solucion que contenia un 10 % de SLC y un 90 % de la concentracién de
solvente deseada, se lo dej6 incubar y posteriormente se evalué la actividad remanente

contra L. innocua por medio de la TG.

El SLC resulté estable luego de estar en contacto con una solucion de isopropanol 70 % v/v
a pH 3 por al menos 7 horas, pero perdié actividad luego de 2 horas en contacto con
concentraciones de isopropanol mayores al 80 %. Ademas, el SLC mostré estabilidad frente
a concentraciones de acetonitrilo de hasta un 60 % por hasta 7 horas.

En el caso del pH, se observé que al exponer el SLC a una solucion de isopropanol al 70 %
con pH 2,0, su actividad antagonista se mantuvo Unicamente por 2 horas, luego de lo cual,

la actividad comenzd a disminuir.

Conociendo estas limitaciones, fue posible establecer un rango de uso de solventes siendo
éstos:
- concentraciones de isopropanol menores a un 80% a pH 3,0

- concentraciones de acetonitrilo menores a un 60 % a pH 6,0

En cuanto al pH, al resistir la bacteriocina Unicamente por 2 horas a pH 2,0, se decidié no
utilizar éste para asegurar su estabilidad. Excepcionalmente, en el andlisis por medio de
cromatografia liquida AKTA, se utilizaron concentraciones de acetonitrilo hasta un 90% ya
gue el objetivo fue conocer el perfil peptidico de la muestra, y no era necesario conservar la

actividad de las bacteriocinas para cumplirlo.

11.4.2.ii Purificaciéon en una columna de interaccion hidrofébica

La primera etapa de la purificacion se realizé por medio de una columna rellena con resina
de interaccion hidrofobica. A partir de esta etapa, fue posible obtener una purificacion
parcial de la bacteriocina. También fue posible validar la reproducibilidad de la técnica. A
continuacion, se detallan los resultados de cada una de las técnicas utilizadas para realizar

el seguimiento de la purificacion.
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En primer lugar, el perfil cromatogréfico se determiné tomando muestras de la columna
luego de agregar el SLC. Desde ese momento, se recolectaron consecutivamente alicuotas
de 5 ml en tubos de ensayo (Figura 11.12), y se midi6 la absorbancia de cada una de ellas a
290 nm.

Figura 11.12: Alicuotas eluidas de la columna separadas en fracciones de 5 ml.

En un proceso de purificacién de péptidos esto es necesario para poder determinar en qué
fracciones se puede encontrar el compuesto a purificar, y lograr una separacion de las
fracciones con una composicion estable (Tulini, 2011). En la Figura 11.13 se pueden
observar los perfiles cromatogréficos obtenidos. Debido a la similitud entre las curvas
obtenidas para ambas replicas, se puedo concluir que el proceso de purificacion fue
reproducible.

N
[4)]

=
[4)]

-

Absorbancia 290 nm

o
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0 500 1000 1500 2000
Volumen (ml)

Figura 11.13: Réplicas del perfil cromatografico de la columna de purificacion. Cada una de
las lineas representan dos réplicas diferentes del proceso de purificacién por medio de la
columna de interaccion hidrofébica.
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Por medio de la TG, se evalud la actividad antagonista contra L. innocua de todas las
fracciones de 5 ml eluidas de la columna luego de aplicar el SLC, es decir, las fracciones de
etanol 20 % e isopropanol 70 % a pH 3. En la Figura 11.14 se pueden observar algunos
halos de inhibicion obtenidos.

Figura 11.14: Actividad antagonista de las fracciones eluidas de la columna de interaccion

hidrofébica contra L. innocua.

Las fracciones que presentaron actividad antagonista fueron las que correspondian a las
muestras entre la 28 y la 77 de isopropanol al 70 % a pH 3, es decir, entre los 145 y los 385
ml de elucion del isopropanol (240 ml). Es interesante destacar, que el volumen eluido que
corresponde a la fraccién de isopropanol con actividad esta relacionado con los picos de
absorbancia en el perfil cromatografico entre los 620 y los 860 ml del volumen total eluido.
Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Hu, et al. (2019) quienes
realizaron una semipurificacion con la misma columna, y lograron eluir las bacteriocinas de

C. maltaromaticum con una solucién de isopropanol 70 % ajustada a pH 2,0.

Luego de detectar las fracciones con actividad antagonista, todas ellas se unificaron,
obteniéndose un extracto evaporado de 60 ml, con un titulo de 128* (siendo la actividad
antagonista original del SLC de 256 y su volumen 136 ml). En este caso, se puede
observar la pérdida de actividad, ya que se obtuvo un menor volumen con menor actividad
antagonista que el SLC. En el proceso de purificacion de las bacteriocinas, es esperable
gue se produzca una pérdida de actividad de los extractos semipurificados (Leite et al.,
2016).

Por otra parte, en el gel de poliacrilamida, tefiido con plata, se observd cémo se fue
modificando el perfil peptidico de las diferentes fracciones eluidas, conforme se aplicaron
los diferentes solventes (Figura 11.15). En la fraccidon de agua, la concentracion de proteinas
fue muy baja ya que apenas se observan bandas, al igual que en la fraccion eluida con
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isopropanol 70 % que no poseia actividad antagonista. Contrariamente, en la fraccion de
elucidon con etanol, es posible observar la presencia de varias bandas oscuras, indicando la
presencia de compuestos contaminantes, el efecto de arrastre que se observa es
caracteristico de una elevada concentracion de azucares. Finalmente, se pudo observar una
alta concentracion de péptidos en la ultima banda, es decir la de isopropanol 70 % con
actividad antagonista. Esta fraccién fue la seleccionada para continuar con la purificacién.
En la misma, se observa una banda masiva y ancha, la cual demuestra que, en esta etapa,
no se logré obtener una purificacion total de las bacteriocinas, aunque se obtuvieron

péptidos con un peso molecular cercano.

Agua
Destilada Isopropanol  Isopropanol
70 % S/IA* 70 % C/A™

Figura 11.15: Gel de poliacrilamida de las fracciones eluidas de la columna de intercambio

i6nico. *Fraccioén Sin actividad antagonista. **Fraccion con actividad antagonista.

En la Tabla II.5 se muestra la concentracion de proteinas de cada una de las fracciones
eluidas y su relaciéon con la concentracion proteica total del SLC. En las fracciones sin
actividad fue posible eluir un 19,8 % de la masa total de proteinas presentes en el SLC. En
la fraccion de isopropanol con actividad antagonista se obtuvo la mayor concentraciéon de
péptidos, lo cual no fue un resultado deseado, ya que se demuestra que la mayoria de ellos
se liberaron de la columna de interaccion hidrofobica con el mismo solvente que la
bacteriocina. La purificacién en la columna no tuvo la especificidad requerida para separar
las bacteriocinas, comprobandose lo observado en el gel, que, por medio de esta etapa de
purificacién, sé6lo se obtuvo una purificacion parcial. Se decidio realizar una cromatografia
liquida de la fraccion con actividad antagonista, para obtener mas informacion del perfil
peptidico obtenido, y evaluar si era posible lograr, al menos, una separacion parcial de
alguno de los compuestos de interés.
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Tabla 11.5: Concentracion de proteinas y masa total de proteinas de las fracciones eluidas

de la columna de interaccion hidrofébica, y SLC por medio de la técnica de Bradford.

Volumen Concentracion de proteinas  Masa total de proteinas
Fraccidn eluido (ml) (ng/ml) (ng)
SLC 136 31,25+ 0,447 4250 + 0,543
Isopropanol C/A* 240 6,5+ 0,02° 1558,8 + 0,02°
Isopropanol S/A ** 360 2,25 +0,20¢ 810 + 3,20¢
Etanol 300 2,12 £0,21° 634,5 +3,12¢
Isopropanol evaporado*** 60 25,98 + 2,02 1558,8 + 0,08°

*C/A = Con actividad antagonista **S/A = Sin actividad antagonista ***Fraccién C/A luego de su

evaporacion.

[1.4.2.iii Determinacién del perfil proteico en cromatografia liquida AKTA

Por medio de una cromatografia en fase liquida AKTA, la cual es especifica para
caracterizacion de proteinas, se evalué el perfil proteico de la fraccibn con actividad
antagonista. El resultado se puede observar en la Figura I1.16 donde se aprecia un pico
masivo, de gran superficie a concentraciones de acetonitrilo desde un 10 % hasta un 60 %.
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Figura 11.16: Perfil cromatogréfico de la fraccion de isopropanol 70 % con actividad obtenida
de la columna de interaccién hidrofébica. — absorbancia a 290 nm; — concentraciéon de

acetonitrilo.

La existencia del pico masivo, indica que en la muestra existen muchos péptidos con
diferente afinidad por la columna. Dado que no se obtuvieron picos distintivos (como el que

representa el estandar al comienzo del grafico), no fue posible identificar alguno relacionado
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con la bacteriocina y por ende continuar la purificacién por medio de esta técnica. Estos
resultados indican que, efectivamente, la banda que se observaba en el gel de
poliacrilamida no correspondia a un Unico compuesto, por lo cual se decidié continuar con el

proceso de purificacion, utilizando un cartucho de extraccién en fase sélida.

11.4.2.iv Purificaciéon en un cartucho de extraccién en fase sélida

Para continuar con la purificacion se utilizé el cartucho de extraccion en fase sélida MEGA
BOND ELUT C18 10 g, 60 ml Varian EVA. En el cartucho se aplicaron 10 ml de la fraccion
con actividad inhibitoria obtenida en la columna, luego de evaporar el solvente, y se
obtuvieron 10 ml de fraccion con actividad antagonista contra L. innocua en isopropanol 70
%. Se pudo comprobar que el Gnico solvente capaz de eluir compuestos con actividad
antimicrobiana fue el isopropanol 70 %. El titulo de esta fraccién fue de 167, lo cual indica
una pérdida de actividad, dado que la actividad del SLC de partida fue de 256*. Estos
resultados se encuentran en linea con los observados por Vera Pingitore, et al. (2007)
guienes indican que en cartuchos de extraccion de fase sélida las bacteriocinas se suelen

eluir a concentraciones de isopropanol comprendidas entre 20 y 80 %.

Los resultados de la electroforesis llevada a cabo en geles de poliacrilamida se encuentran
en la Figura 1.17. En esta instancia, fue posible observar, por un lado, la elevada
concentracion de proteinas de la fraccion de isopropanol al 20 %, indicando que muchos de
los contaminantes del SLC fueron eliminados en esta etapa. Adicionalmente, la fraccion de
isopropanol 70 % posee una banda bien distintiva, lo cual seria indicativo de una adecuada

purificacion de alguna de las bacteriocinas presentes en la muestra.

Isopropanol | Isopropanol
40 % 70 %

Isopropanol
20 %

Figura 11.17: Gel de poliacrilamida de las fracciones eluidas del cartucho de extraccién en

fase solida.

Cada una de las fracciones eluidas del cartucho de extraccion en fase sélida presentd
diferentes concentraciones de proteinas (Tabla 11.6). En la fraccién isopropanol al 20 % vy la

de agua se eluyeron la mayoria de las proteinas, seguido por la fraccién de isopropanol al

126



Capitulo 1l

40 %. Esto indicaria que la mayoria de los compuestos peptidicos presentes en la muestra
no demostraron una alta afinidad al cartucho. Finalmente, en la fraccion de isopropanol al
40% y al 70 % se observd una concentracidbn de proteinas menor. A diferencia de lo
sucedido en la columna de interaccion hidrofébica, en este caso, una de las fracciones con
la menor concentracion de proteinas fue la que presentd actividad antagonista indicando

una mayor especificidad de esta técnica, como era esperado (Seccion I1.1.4.ii).

Tabla I1.6: Concentracién de proteinas de las fracciones eluidas del cartucho de interaccién en

fase sélida
Volumen total Concentracion de proteinas Masa total de proteinas

Fraccion de eluciéon (ml) (ug/ml) (ng)

Isopropanol evap* 10 25,98 + 2,02¢ 259,80 + 2,087
Agua 10 7,90 £2,73° 79,04 +5,11°
Etanol 40 % 10 2,32 +1,81° 23,21+7,18°
Isopropanol 20 % 10 9,80 + 2,60 98,04 + 3,94¢
Isopropanol 40 % 10 4,14 +1,03°¢ 41,40 + 1,48¢
Isopropanol 70 % 10 3,94 +1,16° 39,37 + 1,90¢

*Fraccién de isopropanol C/A obtenido de la columna de interaccion hidrofébica

11.4.2.v Tabla de purificacién

La Tabla 1.7 muestra el rendimiento de la purificacion del SLC realizada por medio de la

columna de interaccion hidrofébica y del cartucho de extraccion en fase sélida.

Tabla I1.7: Purificacion de proteinas del proceso de purificacion completo.

Masa de
Volumen Masa total Proteinas Actividad
Total de Proteinas UA Actividad remanente remanente Factor de
Etapa (ml) (ug) actividad especifica (U/ug) (%) (%) purificacion
SLC 136 4250 3481600 819 100,00 100,00 1,00
XAD 16* 60 1559 768000 493 36,68 22,10 0,60
Cartucho 10 39 16000 406 0,92 0,45 0,49

Se puede observar que en la primera etapa de purificacion la actividad remanente fue de un
22,1 % en comparacion con el SLC. Observando la actividad especifica (actividad/pg de
proteina), ésta se redujo a aproximadamente la mitad en la primera etapa de purificacion,
indicando que existié una pérdida de actividad relativa y, también, una menor actividad por
Hg de proteina, lo cual no es deseado. Esto se refleja en las proteinas remanentes en esta

etapa de purificacion, que alcanzan un 36,68 %, siendo este porcentaje mayor a la actividad
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remanente (22,1 %). Es decir, que existié una disminucién mayor en la actividad antagonista
que en la cantidad de proteinas. En cuanto al factor de purificacion (relacién entre las
actividades especificas), éste disminuyé en un 40 %. Cintas et al. (2000) obtuvieron un
rendimiento de un 70 % al purificar la enterocina P, y un 44 % al purificar la enterocina Q,
dichos valores son cercanos a los obtenidos en la presente purificacion con la columna de
interaccion hidrofobica. De estos resultados se observa que la especificidad de la columna

de adsorcion hidrofébica dependera de la bacteriocina a ser purificada.

En el caso de la segunda etapa de purificacion con el cartucho de extraccion en fase sélida,
existid una disminucién mucho mayor de la actividad antagonista de la fraccién purificada,
pero también hubo una disminucion significativa en la masa total de proteinas. La actividad
antagonista remanente fue de un 0,45 % respecto al SLC. Estos resultados son menores
gue los obtenidos por Vera Pingitore et al. (2007) al purificar la salivaricina CRL35 por
medio de una primera etapa de adsorcién por pH y una segunda etapa de extraccion con el
mismo cartucho de extraccién en fase sélida. En dicho ensayo, obtuvieron una actividad
remanente de 7,3 % en comparacion con el SLC luego de la purificacion en el cartucho.
Esta diferencia puede deberse a la diferencia en la primera etapa de purificacion o bien a la
naturaleza de la salivaricina CRL35.

El factor de purificacion obtenido fue de 0,49, y el mismo de acuerdo con bibliografia puede
variar entre un 0,70 como maximo, y valores minimos tan bajos como 0,08, al utilizar un
cartucho de extraccion en fase solida (De Kwaadsteniet et al., 2005; Todorov y Dicks, 2007;
Mota-Meira, 1997). De esta manera, el factor de purificacion obtenido es muy similar al
obtenido en la etapa de purificacion por medio de la columna, indicando que no fue posible
obtener una mejor actividad por unidad de proteina presente, aunque las proteinas
presentes en la fraccién semipurificada del cartucho si hayan disminuido significativamente.
La masa total de proteinas disminuy6 siguiendo una proporcién casi lineal con la actividad.
Todos los resultados mencionados anteriormente, indican un bajo rendimiento de esta
técnica de purificacién ya que en cada etapa se perdié mas actividad antagonista que las

proteinas que se separaban en la fraccién semipurificada.

I1.4.2.vi Estimacion del peso molecular de la bacteriocina

Para determinar el peso molecular de las bacteriocinas se realizo6 una electroforesis en gel
de poliacrilamida en el cual se sembr6 el SLC concentrado 5 veces, por duplicado y el
marcador de peso molecular. El gel en el que se ensayd la actividad antimicrobiana fue
cortado de manera tal que coincida con la posicion de las bandas en el gel tefiido con plata.

En la Figura 11.18 se observan los resultados de la actividad antagonista de las diferentes
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porciones de gel y su adecuada correlacion con las bandas. La parte que contiene actividad

antimicrobiana contra L. innocua en el gel se evidencié por mostrar una zona translicida.

Parte Parte
central superior

Zona de'inhibicion %
=

o

Parte

inferior
central

Figura 11.18: Secciones del gel con actividad antagonista contra L. innocua y su correlacién
con la posicién de las bandas del gel de acrilamida sujeto a tincién con plata. Los
rectangulos son las fracciones del gel, y las zonas translicidas las que presentaron
inhibicion.

La comparacién entre la posicion de las bandas y su peso molecular se puede observar en
la Figura 11.19.

Figura 11.19: Tamafio aproximado de las bacteriocinas presentes en el SLC de E. mundtii
STw66. Las zonas demarcadas en azul son las que presentaron actividad, correspondientes
a las fracciones de los geles.

El peso molecular de las bacteriocinas se encontré en un rango entre los 3000 y los 6000
Da, lo cual se encuentra en linea con lo obtenido por lzquierdo et al. (2008) que
determinaron la masa de la enterocina L50A y de la enterocina Q, obteniendo valores de
5150 y 3980 Da, respectivamente. Adicionalmente, segun Aguilar-Galvez, et al. (2011), el
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peso molecular de la mundticina KS es de 4289,44 Da. Esto demuestra que en el rango de
pesos moleculares en los cuales efectivamente se obtuvo actividad en el gel es posible que
se encuentren presentes las dos bacteriocinas cuyos genes se detectaron por PCR en la
seccion 1.4.4.1. No obstante, al ser los enterococos fuente constante de descubrimiento de
nuevas bacteriocinas éstas podrian no ser las Unicas producidas por la cepa analizada (Gao
et al., 2016; Phumisantiphong et al., 2017; Qiao et al., 2020; Vasilchenko et al., 2018).

Se obtuvo un producto semipurificado conteniendo las bacteriocinas producidas por la cepa
seleccionada E. mundtii STw66 utilizando una columna de interaccion hidrofobica y un cartucho
de extraccion en fase sdlida lograndose un factor de purificacion de 0,49. Fue posible estimar el

peso molecular de las bacteriocinas, entre 3000 y 6000 Da.
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[1.4.3 Purificacion parcial por medio de la técnica de adsorcidon desorcion

[1.4.3.i Evaluacién preliminar del pH de adsorcién

La técnica de purificacion por adsorcion-desorcién se basa en la afinidad que tienen las
bacteriocinas, a determinados pH, por la pared celular de bacterias. Para llevarla a cabo, en
primer lugar, se realiz6 una prueba preliminar, para conocer a qué pH se obtenia un minimo
de actividad del SLC luego de dejarlo en contacto con el cultivo bacteriano a 4 °C por 1
hora. Este SLC representa las bacteriocinas no adsorbidas a la pared celular, por lo cual, se
desea que su actividad sea minima. Los calculos del porcentaje de bacteriocina no
adsorbida se realizaron utilizando la ecuacion 11.3 (seccion 11.3.2.i.a). En la Tabla 1.8 se
encuentran los resultados de esta determinacion. A pH 5,5 no existi6 adsorcion de las
bacteriocinas y a pHs superiores a 7,0 se observé una disminucion de la afinidad de la
bacteriocina por la pared celular. Los valores se encuentran en linea con diversas
publicaciones sobre purificacion, ya que, si bien el pH éptimo de adsorcion de cada
bacteriocina depende de la cepa utilizada, existe una tendencia a la obtencién de una mayor
retencion a pH cercanos a la neutralidad. Por ejemplo, Lyon, et al. (1995), quienes
purificaron la enterocina EL1 aplicando la misma técnica, observaron una mejor adsorcion a
un pH de 6,5. Esta tendencia es coincidente con la menor actividad en el sobrenadante
obtenida a los valores de pH 6,0, 6,5 y 7,0, no observandose ademas diferencias
significativas entre ellos. Es por esta razon, que estos valores se seleccionaron para seguir

optimizando la purificacion.

Tabla 11.8: Porcentaje de retencién de bacteriocinas a la pared celular de células

productoras a diferentes pH.

pH/ sistema | Bacteriocina no adsorbida (%)

CI* 0
cll 100,0 + 7,2°
5,5 100,0 £ 11,2°
6,0 50,0 + 7,3°

6,5%** 31,3+5,5°
7,0 35,1+4,6"
7,5 41,6 +5,0°
8,0 62,0+4,8°

*Cl representa el control negativo, sin presencia de SLC, y el Cll representa el control positivo: el
SLC sin presencia de las bacterias. **los resultados destacados muestran las condiciones de pH de

adsorcion Optimas seleccionadas.
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Si bien es posible observar que a pH 7,5 se obtiene un valor similar a los obtenidos a pH
6,0, 6,5y 7,0 se decidié no trabajar con este valor de pH ya que la estabilidad de las

bacteriocinas a pH mas alcalinos disminuye, tal como se menciond anteriormente.

1.4.3.ii Seleccién del pH de adsorcién y desorcién

Para lograr resultados exitosos mediante esta técnica no sélo es importante obtener una
adsorcion adecuada a la pared celular, sino que también, es necesario obtener una
desorcion Optima. Es por ello que se analizaron 3 valores de pH diferentes de desorcién,
combinados a los pH seleccionados de adsorcion (6,0; 6,5y 7,0). Los valores de pH de
desorcion fueron 2,0, 2,5y 3,0. En la Tabla 11.9 se puede observar que a pH 7,0 la actividad
remanente de la Alicuota Ads. fue menor, lo cual indica una mejor adsorcion de la
bacteriocina a la pared celular. En este pH de adsorcion, al desorber las bacteriocinas a pH
3,0 se obtuvo el mejor titulo, 128 (Alicuota Des.), por lo cual es mas eficiente tanto el
proceso de adsorcibn como el de desorcién. Esta mejora puede deberse a que la
bacteriocina tenga una mayor afinidad por las células productoras a pH 7,0, y luego la

pierda mas facilmente al ser desorbida a pH 3,0.

Tabla 11.9: Titulo de las diferentes alicuotas procedentes de la adsorcion y desorcion de las
bacteriocinas a las células

pH Adsorcién 6,0 6,5 7,0

pH Desorcidn 2,0 2,5 3,0 2,0 2,5 3,0 2,0 25 3,0*
Alicuota Ads. 1281 12871 641 1281 641 641 |64 647 321
1° Lavado - - - - - - - - -

2° Lavado - - - - - - - - -
Alicuota Des. 321 641 641 |6471 641 641 |64t 6471 1281

*|los valores destacados corresponden a las condiciones seleccionadas de purificacion

Para todos los pH de adsorcién, se observa que a un pH de desorcion de 2,0 no se obtienen
mejores resultados que a 2,5 o 3,0. Resulta de interés destacar que en la seccion 11.4.2.i se
evalud la estabilidad del SLC a pH &cido, y su estabilidad era 6ptima hasta un pH de 3,0,
mientras que a un pH de 2,0 la misma perdia su actividad luego de 2 horas. Este pH se
probo6 igualmente ya que, si éste hubiera sido el pH Optimo de desorcién hubiera sido
posible alcalinizarlo inmediatamente después de la desorcién y prevenir la pérdida de

actividad.

Finalmente, las soluciones buffer utilizadas para el lavado, luego de la adsorcién y posterior
separacion del SLC (L1 y L2), no presentaron actividad antagonista contra L. innocua. Esto
indica que la bacteriocina forma una union suficientemente fuerte a la pared celular como

para poder soportar el lavado, y al no existir actividad luego del segundo lavado, implica una
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desorcion adecuada y altamente efectiva de las bacteriocinas adheridas a la pared celular.
Segun los resultados obtenidos se decidi6 elegir el pH 7,0 para la adsorcién y el pH 3,0 para
la desorcion de las bacteriocinas. En la Figura 11.20 se pueden observar los titulos obtenidos
en cada alicuota a los pH seleccionados de adsorcion y desorcion.

Adsorcion Titulo obtenido

L

Alicuota
Ads. 32

Lavado

I

-
-y

I

— Sin actividad

Desorcién

Alicuota

> 12871

O
< (1]
[

Lavado

L, ———— Sinactividad

Figura 11.20: Titulo de cada una de las alicuotas de la técnica de adsorcion-desorcién a los

pHs seleccionados.

11.4.3.ii Eleccién de la temperatura y proporcién del sobrenadante libre de

células:bacterias

En esta etapa, se evalué la realizaciéon del proceso de adsorcion a 30 °C en lugar de a 4 °C,
la posibilidad de recircular el mismo SLC original sobre las bacterias al terminar la primera
purificacién y la opcién de realizar la purificacion del SLC en dos ciclos, utilizando la mitad
del SLC cada vez. En la Tabla I1.10 se pueden observar los resultados de estas diferentes

alternativas.
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Tabla I1.10: Resultados de variaciones sobre la técnica de adsorcidon-desorcion en la
purificacion de las bacteriocinas

Adsorcion 50 % SLC por
a Doble paso SLC ciclo
Control 30°C 1° 2° 1° 2°
Alicuota Ads. 321 1281 321 641 321 321
Alicuota Des. 1281 321 1281 641 1281 1281

Para evaluar la dependencia del proceso con la temperatura, se utilizé una temperatura mas
cercana al ambiente (30 °C) ya que la temperatura 6ptima de adsorcién depende de
la cepa. El proceso de adsorcion fue menos efectivo a esta temperatura
obteniéndose un titulo de la Alicuota Ads. de 128 en comparacion al control que fue
de 321. El efecto de la temperatura en la adsorcién dependera de la bacteriocina a
ser adsorbida y de la bacteria utlizada. Elegado et al. (1997) lograron una
purificacién 6ptima de pediocina a temperatura ambiente, mientras que en el caso de
Yildirrm, et al. (2002) la temperatura no afecté el proceso de purificaciébn de
buchnericina LB. Finalmente, Todorov et al. (2008) observaron que si existia una
diferencia en la adsorcion de las bacteriocinas producidas por L. plantarum AMA-K,
ya que a 45 °C se verificaba una mejora con respecto a los resultados obtenidos a
25 °C. Adicionalmente, observaron que la temperatura 6ptima dependié de la cepa

de Listeria sobre la cual se adsorbio la bacteriocina.

Al realizar dos veces la purificacion de la totalidad del SLC (Doble paso SLC), fue posible
continuar extrayendo bacteriocina del SLC en el segundo proceso, pero la dilucién que se
obtiene en la desorcién de la bacteriocina (Alicuota Des.) en el segundo ciclo es de 647, la
mitad que en el primero. Adicionalmente la capacidad de adsorcién en el segundo ciclo,

demostrd ser menos eficiente que el control.

En el caso de repetir el proceso dos veces con la mitad de la cantidad del SLC utilizando
inicialmente y la totalidad de las células productoras (50 % de SLC por ciclo), se obtuvo un
titulo en la alicuota Des. en ambos ciclos de 128, al igual que el control (Tabla I1.10). De
esta manera, con una dada cantidad de SLC producido, se obtuvo el doble de volumen de
bacteriocinas semipurificadas, presentando cada alicuota la misma actividad antagonista
gue el control. En cuanto a la alicuota Ads. esta present6 el mismo titulo que el control en

ambos ciclos.

A partir de los resultados expuestos, es posible inferir que, ademas de las bacteriocinas,

existen otros compuestos presentes en el SLC que poseen afinidad por la pared celular de
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las bacterias, ya que al realizar el proceso dos veces con el total del SLC y de las bacterias,
en el segundo ciclo disminuye la adsorcion, y la fraccion purificada posee un titulo menor en
el segundo ciclo. Por otra parte, al disminuir la cantidad de SLC (50 % SLC por ciclo), se
observo una solucion final con el mismo titulo frente a L. innocua que utilizando todo el SLC.
Estos resultados pueden indicar una union irreversible de algin compuesto a la pared
celular gue inhiba la adsorcién de las bacteriocinas en el segundo ciclo al utilizar la totalidad
del SLC dos veces. Al disminuir la cantidad de SLC, se favoreci6 la adsorcién de las

bacteriocinas en el segundo ciclo de purificacién y su capacidad de ser liberada se mantuvo.

En todos los ensayos se observé una adsorcién parcial de las bacteriocinas a la pared
celular y nunca fue posible adsorber la totalidad. Esto podria deberse a la presencia de dos
bacteriocinas presentes en el SLC, y que solamente una de ellas tenga afinidad por la pared
celular en las condiciones ensayadas. Este resultado se encuentra en linea con lo
identificado por PCR y con los resultados de la determinacion del tamafio de las
bacteriocinas, ya que en el mismo se observé un area de actividad extensa en el gel, y no
puntual como seria si la actividad se debiera a un Unico compuesto (secciones 1.4.4.1 y
11.4.2.vi).

En base a los resultados comentados, se optd por realizar el proceso a 4 °C y purificar el 50
% del SLC en 2 ciclos para continuar los ensayos.

11.4.3.iii Concentracion de proteinas en cada etapa de la purificacion y tabla de
purificacion

Las proteinas presentes en la muestra fueron Unicamente evaluadas para la técnica de
adsorcion-desorcién mas eficiente, es decir, en la que se pasaba un 50 % del SLC sobre el
total de las células bacterianas en un proceso de dos ciclos. En este proceso se obtuvieron
4 ml de solucién de NaCl con un titulo de 128 (Alicuota Des.). En la Tabla 11.11 se puede
observar la concentracién de proteinas de las diferentes alicuotas y del SLC calculados por

medio de la técnica de Lowry.
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Tabla I1.11: Concentracién de proteinas en cada etapa de la purificacién por adsorcion-

desorcion (utilizando la técnica de Lowry).

Volumen Concc?ntracién de Masa total de proteinas
proteinas (pug /ml) (ng)
SLC 20 23,1 +0,14%" 462 + 0,59°*
Primer ciclo de purificacion
Alicuota Ads” 20 21,84 +£0,52%* 436,8 + 0,67
Alicuota L, 6 8,68 + 0,42 52,08 + 0,78
Alicuota Des. 2 7,57 £0,11°A 15,14 + 1,89
Alicuota L, 6 9,34 + 0,10 56,04 +0,78°A
Segundo ciclo de purificacién
Alicuota Ads 20 22,87 +0,61% 457,40 + 0,734
Alicuota L, 6 4,34 +0,61°8 26,04 £ 0,628
Alicuota Des. 2 7,57 +£0,73 15,14 + 1,96%
Alicuota L, 6 7,43+0,31°® 44,58 + 0,66
NacCl*™ 4 15,14 +0,18 30,28 £ 0,95

*Los resultados indican la concentracion de proteinas obtenida de cada una de las 4 etapas de la
purificacion de la (Figura 11.6), para ambos ciclos de purificacion; **las letras en minuscula indican
diferencias entre las alicuotas, y en MAYUSCULAS, las diferencias entre ambos ciclos de

purificacion; ***representa la suma de las proteinas en las “alicuotas Des.” de los dos ciclos de la

purificacion. **** para la masa total de proteinas, se tomé como diferencia significativa una diferencia
mayor aun5 %

En la presente técnica, se realizé constantemente agitacion de las células en contacto con
el SLC, por lo cual, es posible que se haya generado un desprendimiento de péptidos y
proteinas de la pared celular de la cepa STw66. Esto explicaria que al sumar la masa total
de proteinas de las alicuotas obtenidas a lo largo de la purificacion, el resultado obtenido dio

una cantidad mayor a la inicial (presente en el SLC).

En las etapas de adsorcion (alicuota Ads.), ocurre la purificacion de una mayor cantidad de
proteinas, aproximadamente, un 94 % de las mismas no se adsorben a la pared celular de
la cepa STw66 (Tabla I1.11). En la etapa de lavado, continta la purificacion, quedando
apenas, en el purificado final (NaCl), un 11 % de la masa total de proteinas presente en el
SLC. Asimismo, se puede apreciar que en los lavados (L: y L,) se eliminan méas péptidos sin

actividad antimicrobiana, mejorandose asi, el rendimiento de la purificacion.

Adicionalmente, la alicuota Ads. y la alicuota Des., en ambos ciclos de purificacién, poseen
igual concentracion de proteinas, lo cual indica, una afinidad similar de las bacteriocinas por
la pared celular de la cepa STw66 mas alla de su reutilizacion para adsorber y desorber las

bacteriocinas. En las etapas de lavados se observé una diferencia significativa en la
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concentracion de proteinas, siendo esta mayor en el segundo proceso. Este incremento de
proteinas en el lavado puede deberse al desprendimiento de proteinas de la pared celular
de E. mundtii STwW66.

En la tabla 11.12, se muestra la tabla de purificacion de la presente técnica. En cuanto al
rendimiento, se puede observar que la actividad especifica aumentdé desde 1108 hasta
1691, indicando que fue posible una concentracién de la actividad del SLC, es decir, que se
obtiene una mayor actividad por g de proteina. La actividad porcentual remanente fue 5 %
mientras que el porcentaje de las proteinas remanentes fue 3,28 %. El factor de purificacion

fue de 1,53, indicando que fue posible obtener una semipurificacién adecuada.

Tabla 11.12: Tabla de purificacion de la técnica de adsorcion-desorcion.

Volumen  Masa total Proteinas Actividad
Total de Proteinas Actividad Actividad especifica remanentes remanente  Factor de
Etapa (ml) (ug) (UA) (UA/ug) (%) (%) purificacion
SLC 40 924,0 1024000 1108 100 100 1
Adsorcion-
Desorcién 4 30,3 51200 1691 3,28 5 1,53

*Los valores expresados son considerando ambas alicuotas obtenidas ricas en bacteriocinas.

Segun Jamaluddin et al. (2018), por medio de la técnica de adsorcion-desorcién, es posible
obtener una actividad remanente de un 64 % y un 7 %, al aplicarse posteriormente otras
técnicas. En la presente purificacion, este rendimiento fue algo menor, pero no se utilizaron
pasos posteriores para purificar la bacteriocina. Cabe destacar, que en general, esta técnica
se utiliza como una primera instancia para la purificacion y luego se realizan otras etapas,
como se detallé en la introduccién (Seccién 11.1.4.1), y es por ello, que en bibliografia no se
suele informar el rendimiento Unicamente de esta etapa. En la presente tesis como el
objetivo fue la aplicacion del SLC semipurificado en alimentos, y no de separar las

bacteriocinas presentes en el SLC para caracterizarlas, Unicamente se aplico esta técnica.

En esta seccion fue posible obtener una purificacion parcial de las bacteriocinas presentes en
el SLC de E. mundtii STw66 por medio de la técnica de adsorcion por pH. Se optimizo la
técnica para realizarla poniendo en contacto el 50 % del SLC a pH 7,0 con las células
productoras a 4 °C por 1 hora, sequido por un proceso de desorcion en una solucion de NaCl

100 mM a pH 3,0. De esta manera se obtuvo un factor de purificacion de 1,53.
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I1.4.4 Comparacién de las técnicas de purificacion evaluadas

En cuanto a la comparacion de ambas técnicas de purificacion aplicadas, (por medio de la
columna de interaccién hidrofobica y el cartucho de extraccion en fase sélida y la técnica de
adsorcion-desorcién), se puede observar que la técnica de adsorcion presenté mejores
resultados (Tabla 11.13).

Tabla 11.13: Comparacién de la actividad especifica, rendimiento y factor de purificacion de

las técnicas de purificacion evaluadas

Actividad especifica Actividad Factor de
Purificacion (UA/mg) remanente (%) purificacion
Columna* 406 0,45 0,49
Adsorcién-
Desorcion 1691 5,00 1,53

*Refiere a la purificacion por medio de la columna de interaccion hidrofébica y el cartucho
de extraccion en fase solida.

En cuanto a la actividad especifica, se puede notar que la de la técnica de adsorcion-
desorcién es 4 veces mayor, lo cual indica una mayor actividad antagonista por mg de
proteina presente en la muestra, es decir que la muestra semipurificada contiene menor
masa total de proteinas, y una mayor actividad antagonista. En cuanto a la actividad
remanente, se puede observar que, también por medio de la técnica de adsorcién-desorcion
se mantiene un porcentaje mayor de la actividad antagonista inicial del SLC. Finalmente, el
mayor factor de purificaciobn también demuestra una mejor relacion entre las proteinas

presentes y la actividad remanente en la técnica de adsorcién desorcion.

En base a lo expuesto, es posible concluir que la técnica de adsorcion-desorcién resulté ser
mas satisfactoria que la de columna de interaccion hidrofobica y cartucho de extraccién en
fase solida ya que permitié6 obtener un mayor volumen de purificado con mejor actividad
antagonista, de una forma mas sencilla 'y sin emplear solventes. Por lo tanto, se seleccioné

para aplicar en piezas de salmdén rosado.

La técnica de adsorcion-desorcion resulto mas sencilla, amigable con el medio ambiente y con
un factor de purificacion mayor a la técnica de purificacion en columna de interaccion
hidrofobica y cartucho de extraccion en fase solida, siendo por ello, seleccionada para aplicar

Su producto en la preservacion de piezas de salmoén rosado.
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11.4.5 Aplicacion de bacteriocinas semipurificadas en piezas de salmoén

11.4.5.i Condiciones de aplicacién del pulverizado

En la Figura 11.21 se pueden observar las 3 pruebas realizadas con el objetivo de evaluar la
distancia éptima para aplicar el pulverizador. A 5 cm de distancia, existe una alta densidad
de color sobre el papel, pero el mismo no llega a abarcar completamente la superficie del
trozo de salmén, generando una dispersion no homogénea. A 10 cm, se observa una
dispersién mas pareja, aunque siguen distinguiéndose dos areas diferentes en la superficie
gue ocuparia el salmén. Finalmente, al aplicar el pulverizador a 15 cm, se observa una
distribuciébn homogénea de las gotas y se observa que se cubre adecuadamente el tamafio
del trozo de salmén, por lo cual se seleccioné esta distancia para la aplicacién. En la Figura
11.22 se puede observar el resultado de las tres pulverizaciones (a 90° y a 45° por ambos
lados) manteniendo una distancia de 15 cm de aplicacion.

Figura I1.21: Pruebas de aspersor a diferentes distancias con tinta azul

Figura I1.22: Trozo de salmon expuesto al aspersor con tinta azul lavable.

Luego, se evalué sobre trozos de salmoén la capacidad de adsorcion de 1, 2, 3 o 4
pulverizaciones, por todos los lados, permitiendo un tiempo de secado de 1 minuto entre
cada una. Se comprobd que repitiendo la pulverizacion por ambos lados y en todas las
direcciones tres veces, el trozo de salmoén se secaba adecuadamente y que, al disparar una
cuarta vez, el secado resultaba mas costoso. Como consecuencia, se decidié repetir el ciclo

de pulverizaciones, 3 veces por cada lado.
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11.4.5.ii Masa de bacteriocinas semipurificadas aplicada

En base a determinaciones gravimétricas, se estim0 la masa de bacteriocinas
semipurificadas presente sobre los trozos de salmoén que fue de 0,18 g/pieza de salmén.
Este valor equivale a 0,013 g de bacteriocinas semipurificadas por g de salmon.
Considerando el rendimiento de la purificacion, la aplicacién por gramo de pescado equivale
a la purificacion de 1,8 ml de SLC producido por E. mundtii STW66.

11.4.5.iii Calidad microbioldgica

Todas las piezas de salmoén obtuvieron un recuento de bacterias totales en el orden de 6 x
10® UFC/g, lo cual indica una calidad microbiolégica adecuada del salmén utilizado.

En cuanto al desarrollo de la flora nativa, no hubo diferencias significativas entre los
sistemas, observandose un aumento de 1 ciclo logaritmico a las 24 horas, y de 3 ciclos para

todos los sistemas luego de 72 horas de almacenamiento.

En la Figura 11.23, se puede observar el crecimiento de L. innocua en el tiempo para los
sistemas L y LB. En el sistema control, no se detecté poblacién de Listeria spp. a lo largo

del almacenamiento, lo cual indica que su poblacién fue menor a 20 UFC/g.
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Figura 11.23: Crecimiento de L. innocua en los sistemas L y LB a lo largo del
almacenamiento. *Las letras en minUscula representan las diferencias entre sistemas y en
mayusculas, las diferencias en el tiempo dentro de un mismo sistema.
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En el sistema L, la poblacién de L. innocua se mantuvo constante luego de 24 horas de
almacenamiento, mientras que luego de 72 horas aument6é en 1 ciclo logaritmico. Por el
contrario, en el sistema adicionado con las bacteriocinas semipurificadas (LB), se observo
una disminucion en el recuento de L. innocua de 0,7 ciclos logaritmicos al inicio, indicando

un efecto en la capacidad de crecimiento del microorganismo objetivo de manera inmediata.
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Luego de 24 horas y 72 horas, su recuento permanecié constante. Es de interés destacar
que, en todos los tiempos, los recuentos de L. innocua fueron menores para el sistema LB
qgue para el sistema L. Si bien el proceso de purificacion tuvo un rendimiento del 5 %
(seccidn 11.4.3.iv), el purificado obtenido a muy baja concentracion logré un efecto deseable
sobre el desarrollo de L. innocua presente en las piezas de salmén. Es probable que la
aplicacion de una concentraciéon mas alta de bacteriocinas permita obtener un mayor efecto

inhibitorio.

Los resultados comentados se encuentran en linea con lo hallado por Anacarso et al. (2014)
qguienes aplicaron péptidos con actividad antimicrobiana producidos por L. pentosus en
filetes de salmon para controlar la poblacion de L. monocytogenes. En este estudio se logré
una disminucién de casi 3 ciclos logaritmicos a lo largo de un almacenamiento de 144
horas. Resulta de interés destacar que existen bacteriocinas producidas por L. pentosus
pertenecientes a la clase lla, al igual que la mundticina KS producida por la cepa STw66.
En otro estudio Gomez-Sala et al. (2016a) al aplicar el SLC de dos cepas
bacteriocinogénicas (L. curvatus BCS35 y E. faecium BNM58) en filetes de merluza, no
lograron un control de la flora nativa del pescado, pero si una disminucién del recuento de
coliformes a lo largo de 7 dias de almacenamiento. En base a los resultados mencionados,
se puede observar una gran variabilidad de resultados en cuanto a la aplicacion de
diferentes bacteriocinas en distintos tipos de pescado. Esto destaca la necesidad de realizar
estudios especificos para cada tipo de pescado y de bacteriocina a emplear.

Finalmente, segln lo citado anteriormente, en este estudio fue posible disminuir el recuento
de L. innocua por 3 dias, pero no de la flora nativa del pescado, por lo cual, la bacteriocina
aplicada por aspersion puede favorecer la preservacion de piezas de salmén, pero debe ser
utilizada en combinacion con otros factores de preservacion para mejorar la calidad global

del producto.

La aplicacion de las bacteriocinas semipurificadas de la cepa E. mundtii STw66 mediante
pulverizacion fue capaz de controlar la poblacion de L. innocua por 72 horas, pero no la flora nativa
presente en el pescado. Se logro utilizar un volumen muy bajo de las bacteriocinas semipurificadas

en cada pieza, por lo cual esta técnica resultaria adecuada para aplicar en combinacion con otras

técnicas de preservacion para extender la vida util del salmon.
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[1.5 Conclusiones

En este capitulo fue posible seleccionar la bacteria E. mundtii STw66 para purificar su SLC

debido a su mayor actividad antagonista contra la flora nativa del pescado.

En cuanto a la purificacion del SLC se aplicaron satisfactoriamente dos técnicas
obteniéndose semipurificaciones ricas en bacteriocinas. El factor de purificacion fue mejor
para la purificacion por medio de la técnica de adsorcién-desorcion que para la columna de
interaccion hidrofébica y el cartucho de extraccion en fase sélida y su procedimiento resultd
mas sencillo y amigable con el medioambiente ya que no se utilizan solventes. Esta
metodologia se optimizd, realizando una extracciéon a pH 7,0 por una hora a 4°C y una
desorcion de las bacteriocinas en una soluciéon de NaCl 100mM a pH 3,0, realizando dos
ciclos de adsorcion-desorcién con un 50 % del SLC en cada ciclo. Al aplicar por aspersion
este purificado para preservar piezas de salmoén rosado almacenado bajo refrigeracion, se
logré controlar el desarrollo de L. innocua por 3 dias, pero no el de la flora nativa del
pescado. Es debido a esto que las bacteriocinas producidas por E. mundtii STw66 resultan
promisorias para su aplicacion en productos de la pesca junto con otros factores de

preservacion.
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1.1 Introduccidn

[11.1.1 Generalidades sobre la composicién quimica de los aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son liquidos aroméaticos y volatiles obtenidos de distintas partes
de plantas, incluyendo flores, tallos, raices, hojas, semillas, cascara, frutos y corteza, o de
plantas enteras. Se forman como metabolitos secundarios en el citoplasma de la planta y
normalmente estan presentes como pequefias gotas entre las células (Sonwa, 2000).
Pueden actuar como agentes polinizadores, como mecanismo de defensa contra posibles
patégenos y/o como antioxidantes (Evans, 2009). Presentan baja solubilidad en agua, pero
ésta es elevada en solventes organicos. Asimismo, su punto de evaporacion es bajo y son

translucidos, con color amatrillo claro.

La obtencion de AE, por lo general se realiza por destilacién, ya sea por arrastre con vapor
o fraccionada debido a la alta volatibilidad de los compuestos (Rios, 2016). En los ultimos
afios, también comenzaron a utilizarse otras opciones de extraccion, tales como la
extraccién supercritica con diéxido de carbono o la hidrodestilacién asistida por microondas
(Pateiro et al., 2018). Cabe mencionar que, la extraccion con solventes puede generar una
modificacion en los componentes y por lo tanto no se considera que estos sean AE (Giwa
et al., 2018).

En cuanto a la composicion de los AE, los principales componentes son terpenos,
sesquiterpenos y sus derivados tanto hidrocarburos, como compuestos oxigenados.
También, en el proceso de destilacion, se pueden extraer otros compuestos tales como
cumarinas, antraquinonas, alcaloides, y derivados de glicésidos generados en la destilacion.
La fraccién de terpenos puede constituir entre un 50 % y un 95 % de los componentes
(Chanthaphon et al.,, 2008). Cada AE suele contener entre 20 y 80 compuestos, de los
cuales apenas unos pocos, pueden representar hasta un 80 % de la composicion total
(Solérzano-Santos y Miranda-Novales 2012). En la Figura lll.1 se pueden observar los
compuestos principales de algunos AE ampliamente aplicados. Resulta importante
mencionar, que la estandarizacién de la produccion de AE resulta muy complicada, dado
gue la composicion de los mismos depende de numerosos factores, tales como la forma de
obtencion, el momento de recoleccién de los especimenes segun su ciclo de floracion, el

origen geogréfico, las condiciones climéticas, y la calidad de los suelos (Patel, 2015).
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Figura lll.1: Principales componentes de AE (Pateiro et al., 2018).

Los AE han sido utilizados desde la antigiedad, en culturas como la egipcia o la mapuche,
adicionados a cosméticos, perfumes y alimentos, o como medicina para diferentes
dolencias, por lo cual poseen un historial de uso seguro y nivel de GRAS para aplicacién en
alimentos (Es et al., 2017; Gonzélez et al., 2018). Hoy en dia, se estima que se producen a
escala industrial aproximadamente 25000 toneladas por afio, presentando numerosas
aplicaciones en la industria alimentaria (Ribeiro-Santos et al., 2018). Dentro de ellas,
pueden mencionarse la aplicacion para preservar frutas y verduras frescas y minimamente
procesadas, productos lacteos y productos carnicos (Falleh et al., 2020).

I11.1.2 Funcionalidad de los aceites esenciales en alimentos

Los principales AE aplicados en alimentos son, entre otros, orégano, menta, romero,
naranja, salvia, canela, lavanda, clavo, comino, coriandro, laurel, tea tree, hinojo y
eucaliptus (Tahlan, 2014). Estos se aplican para obtener diferentes efectos, dentro de los
cuales, los principales son mejorar las cualidades sensoriales, generar un efecto

antioxidante e inhibir el desarrollo de microorganismos tanto patégenos como deteriorativos.
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En cuanto a su uso para mejorar las caracteristicas sensoriales, los AE proporcionan un
sabor y un aroma agradables en bajas concentraciones. En el Codigo Alimentario Argentino
se encuentra permitida la aplicacion de 40 AE como aromatizantes en alimentos, con
definiciones acerca de su composicidon y proceso de extraccion, pero no se estipula una
concentracion méxima permitida de los mismos (Codigo Alimentario Argentino, 2021).
Adicionalmente, su uso ha mejorado otras propiedades como la textura, por ejemplo, al

aplicarlos en salchichas espafiolas fermentadas (Martin-Sanchez et al., 2011).

La aplicacion de los AE como antioxidantes, se basa en la presencia de componentes
fendlicos, cuya accién antioxidante es debida a su capacidad para ralentizar la oxidacién de
lipidos insaturados donando un atomo de hidrégeno del grupo hidroxido del fenol a los
radicales peréxido, que son los responsables de la propagacion del radical oxidativo
(Amorati et al., 2016). Ademas, en los AE también estan presentes otros compuestos no
fendlicos con actividad antioxidante como, por ejemplo, el linalool, limoneno y citral. Estos
actian como antioxidantes mejoradores de la terminacién de la oxidacién, sin estar
involucrado el radical superéxido, como en el mecanismo fendlico. Debido a que la
capacidad antioxidante de todos los AE depende de su composicién y de los compuestos
presentes en el alimento, la misma se debe evaluar particularmente en el sistema en el que

se apliquen (Baschieri et al., 2017).

La actividad antimicrobiana de los AE depende de los componentes principales de los
mismos. Se ha observado que los AE con actividad antimicrobiana son aquellos que
presentan compuestos fendlicos, tales como cinamaldehido, citral, carvacrol, eugenol o
timol, los cuales alteran el flujo de electrones, el transporte activo y la coagulacion de los
componentes celulares. Asimismo, los terpenos también poseen actividad antimicrobiana.
En términos generales, su actividad se debe a la interaccién de los compuestos lipofilicos
de los AE con la membrana de los microorganismos, pudiendo estos penetrarla con
facilidad. De esta manera, son capaces de modificar la permeabilidad de la membrana,
generando la pérdida de iones y de material intracelular (Dorman et al., 2000). Por ejemplo,
el trans cinamaldehido, uno de los principales compuestos presentes en el AE de canela
puede controlar el crecimiento de S. Typhimorium y E. coli al consumir el ATP celular. Otro
componente con actividad antagonista es el carvone, el cual ha sido capaz de actuar sobre
el quorum sensing de Cronobacterium violaceum inhibiendo la formacion de biofilms
(Kanekar et al.,, 2021). La Figura Ill.2 muestra los diferentes mecanismos mediante los

cuales los AE actuan en las células microbianas.
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Figura Ill.2: Mecanismo de accién de los AE en microorganismos (Bhavaniramya et al., 2019).

Respecto al rango de accién antagonista, los AE son mas efectivos contra las bacterias
Gram positivas, ya que contienen péptidoglicano en la parte externa de su pared celular.
Las bacterias Gram negativas, poseen una capa externa de fosfolipidos y una segunda
capa de lipopolisacaridos, como consecuencia, la difusién de los compuestos lipofilicos de
los AE se ve mas restringida (Bhavaniramya et al., 2019). En la Tabla Ill.1, se puede
observar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de diferentes AE contra bacterias
patdégenas y deteriorativas presentes en alimentos. Se puede notar que las concentraciones
requeridas para inhibir diferentes patdgenos son variables entre los AE. Incluso, utilizando
AE de la misma especie botanica varian los resultados ya que, como se mencioné
anteriormente, su composicion depende de la forma de extraccion del AE y de los factores
climaticos a los cuales se encuentren sujetos los diferentes especimenes utilizados para la
extraccion (Benbelaid et al., 2014). En muchos casos esta variacion puede ser cercana a un
500%, aungue en otros casos, cuando los AE utilizados son similares, los valores obtenidos

para la CMI resultan muy cercanos.
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Tabla 111.1: Concentracién minima inhibitoria de AE (pl de AE/I de aire) para algunas

bacterias patégenas y deteriorativas presentes en alimentos.

Microorganismo evaluado | AE CMmI Referencia
L. monocytogenes Orégano 78 Leeetal., 2018
Tomillo 78
400 Lorenzo-Leal et al., 2019
Romero 2700
Corteza de canela 78 Lee et al., 2018
Hoja de canela 156,3
Albahaca 625
Clavo 18
17 Lopez et al., 2005
Canela 34
S. aureus Canela 54 Goiii et al., 2009
34 Lopez et al., 2005
Clavo 18 Goiii et al., 2009
26 Lopez et al., 2005
Eucalypthus globulus 2225 Tyagiy Malik, 2011
Mostaza 12 Reyes- Jurado et al., 2019
B. subtilis Eucalypthus globulus 2225
Mostaza 12 Reyes- Jurado et al., 2019
B. cereus Canela 18 Goiii et al., 2009
Clavo 18
E. coli Origanum majorana 26 Nedorostova et al., 2009
Canela 18 Gofii et al., 2009
17 Lopez et al., 2005
Clavo 27 Goiii et al., 2009
26 Lopez et al., 2005
Mostaza 50 Reyes- Jurado et al., 2019
Tomillo 400
Orégano mejicano 400
P. fluorescens Mentha piperita 1125 Tyagi y Malik 2011
Mentha arvensis 567
Eucalypthus globulus 2225
Canela 375 Bahurmiz et al., 2020

Adicionalmente, existe evidencia de una actividad sinérgica entre los componentes
presentes en AE, dado que la mezcla de dos o mas compuestos en concentraciones
subinhibitorias genera una amplia mejora en la actividad antagonista (Lambert et al., 2001;
Rattanachaikunsopon et al., 2010). Por ejemplo, Mikolo et al. (2020) al evaluar la actividad

antagonista de mezclas de AE de Plectranthus glandulosus, Ocimum gratissimum,
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Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus y Eucalyptus PF1 contra Klebsiella spp, P.
aeruginosa, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella spp., S. aureus y Candida albicans, observé
halos de inhibicion significativamente mayores para algunas de las cepas a concentraciones

subinhibitorias.

Para concluir, es de interés resaltar que, debido a la variabilidad existente en la composicion
de los AE por las razones citadas anteriormente, resulta imperativo una homogenizacién de
las técnicas de extraccién utilizadas, para poder asegurar AE estables en su composicion a
la hora de aplicarlos en alimentos. Es necesario obtener productos seguros, que nho
dependan del lote de AE que se utilice. Para ello, los proveedores deben presentar la
composicion de los AE, estandarizar su proceso de produccién y brindar a sus clientes

informacion sobre estas condiciones.

[11.1.3 Interaccién de los aceites esenciales con componentes presentes en los alimentos

En los Ultimos afios se ha estudiado sistematicamente la aplicacion de AE en toda clase de
alimentos, desde carnicos hasta vegetales y productos lacteos. Los resultados de estas
aplicaciones son variados ya que la capacidad de los AE para preservar los alimentos
depende de la composicion de la matriz en la que se apliquen, de la atmdésfera en la cual se
envasen, del recuento inicial de microorganismos y del pH (Hyldgaard et al., 2012;
Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010; Adelakun et al., 2016; Rodriguez-Garcia et
al., 2016). Segun lo hallado por Skandamis y Nychas (2000), el AE de menta peperina,
ejerce una mejor actividad antagonista contra L. monocytogenes en ensaladas de pepinos,
un producto bajo en lipidos, que en ensaladas conteniendo trozos de pescado. Es
interesante destacar que, si bien este efecto fue observado en cuanto a la actividad
antimicrobiana, sucede lo opuesto con la actividad antioxidante, ya que cuando el alimento
contiene mayores componentes lipidicos, los AE se disuelven en dicha fraccién, inhibiendo
la oxidacién con mayor facilidad. En cuanto a la interaccién de los AE con las proteinas,
éstas pueden interactuar con algunos compuestos tales como el carvacrol, y limitar su
capacidad antimicrobiana. Adicionalmente, existe una diferencia en la CMI de diferentes AE
al evaluarlos en medio sélido o en medio liquido, aumentando al ensayarse en medio solido,
lo cual indica que su capacidad de preservacion depende, también, de las propiedades

fisicas del alimento (Adelakun et al., 2016).

Finalmente, al igual que con cualquier aditivo alimentario, la efectividad de los AE en la
preservacion de alimentos depende de la composicion de los mismos y su aptitud debe ser

estudiada especificamente en el producto en el cual se deseen utilizar.
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[11.1.4 Formas de aplicacién en alimentos

Dentro de la aplicacion en alimentos, los AE han sido utilizados de forma directa sobre la
matriz alimentaria, en fase vapor o en peliculas comestibles. Cada una de estas
aplicaciones posee ventajas y desventajas. En el caso de la aplicacion directa en la matriz,
en ocasiones, se requieren de concentraciones muy elevadas para obtener el efecto
deseado y éstas no siempre son sensorialmente aceptables para los consumidores.
Adicionalmente, el contacto con el alimento podria no ser total, presentandose asi, areas sin
presencia de AE (Hyldgaard et al., 2012).

En cuanto a las peliculas comestibles, éstas pueden formularse con gelatina, celulosa
guitosano u otros compuestos y pueden ser utilizadas como una barrera extra para prevenir
el crecimiento de los microorganismos. Se ha demostrado que al adicionar AE a peliculas
comestibles, los mismos mantienen su actividad antimicrobiana y antioxidante y al ser
utilizados en bajas concentraciones no afectan las propiedades mecanicas de las peliculas
(Al-Hashimi et al., 2020; Janes y Dai, 2012; Naseri et al., 2020). Ademas, este tipo de
aplicacién permite una liberacion controlada de los AE y asi, se genera una disminucion de
su impacto sobre las propiedades sensoriales del alimento.

La aplicacion de AE en fase vapor es una técnica que hasta la actualidad no ha sido
utilizada ampliamente en alimentos, pero cuyo futuro es prometedor debido a su alta
eficacia con un impacto favorable en el flavor del producto (Reyes-Jurado et al., 2020). En
esta técnica, los AE se incorporan sin estar en contacto directo con los alimentos,
permitiendo su volatilizacién, sobre algun soporte, como un disco de papel. Durante el
almacenamiento, se evaporan los compuestos mas volatiles. De esta manera, el alimento
se encuentra constantemente en contacto con dichos compuestos, ya que, conforme estos
se adsorben en la superficie, su evaporacién aumenta. Por ultimo, dado que una menor
cantidad de AE entra en contacto con el alimento, su efecto sobre las propiedades

sensoriales tiende a ser mas favorables para los consumidores (Lee et al., 2018).

[11.1.5 Combinacién de los aceites esenciales con otras técnicas de preservacion

Es posible utilizar los AE en combinacién con otras técnicas de preservacion, mejorando asi
su actividad antioxidante y antimicrobiana. La ventaja de la combinacion es crear una
tecnologia de obstaculos, mediante la cual sea posible disminuir la concentracion o
intensidad de cada obstaculo logrando minimizar la modificaciébn de las propiedades del

alimento fresco y extendiendo alin mas su vida (til.
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La combinacion de AE con atmdsfera modificada o con envasado al vacio ha demostrado
mejorar el desempefio de ambas tecnologias. Por ejemplo, en filetes de pez espada
adicionados con un 1 % de AE de orégano, y envasados bajo atmdésfera modificada, se
logré prolongar la vida util 5 dias (Giatrakou et al., 2008). En cuanto a la utilizacién de
envasado al vacio, en la conservacion de trozos de pollo adicionados con AE de tomillo y
EDTA, su vida util se pudo extender 10 dias en comparacion al control (Pavelkova et al.,
2014).

Al combinar AE con irradiacién, funcionaron como sensibilizadores de los microorganismos
al aplicarlos antes de dicha tecnologia (Huq et al., 2015; Turgis et al., 2018). Por otra parte,
los AE han sido combinados con otros antimicrobianos como nisina, y con técnicas de
preservacion tradicionales tales como salado y adicion de acidos obteniéndose también una

mejora en la vida util (Boziaris et al., 2011; Mahmoud et al., 2006; Mexis et al., 2009).

[11.1.6 Aplicacion de aceites esenciales en productos de la pesca

La aplicacion de AE en productos de la pesca ha sido utilizada en los Ultimos afios en
respuesta a las demandas de los consumidores de productos con aditivos naturales. Son
efectivos contra bacterias tanto patdégenas como deteriorativas presentes en el pescado,
tales como Pseudomonas spp., Vibrio spp., Aeromonas spp. y L. monocytogenes
(Anastasiou et al., 2020; Bahurmiz et al., 2020; Lee et al., 2018). Dentro de los AE mas
utilizados, se destacan los de romero, orégano, tomillo, clavo y ajo (Cai et al., 2015; Frangos
et al., 2010; Guerrero Pacheco et al.,, 2011; Hassoun y Emir Coban, 2017). Estos AE,
podrian ser los mas elegidos debido a su compatibilidad con el sabor del pescado. En
cuanto a la efectividad de los AE sobre los microorganismos presentes en pescado
refrigerado, segun Hao et al. (2021), los mas eficientes en orden decreciente serian el

orégano, los del género Zingiberaceae (como el jengibre o la canela) y el tomillo.

Dentro de los efectos positivos de su agregado, se pueden incluir accion antioxidante,
aumento de la vida util, disminucion de la poblaciébn de bacterias totales y de las
productoras de aminas biogénicas, y mejora del sabor de los productos (Abdollahzadeh et
al., 2014; Anastasiou et al., 2020; Dorman et al., 2000; Falleh et al., 2020).

En la Tabla 11l.2 se detallan los principales trabajos donde se emplean AE para la

preservacion de pescado y sus efectos en la calidad final del producto.
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Tabla I11.2: Aplicaciones de AE en productos de la pesca y sus efectos.

Pescado AE Forma de aplicacion Efecto Referencia
Caballa Disminucién de compuestos volatiles y Karouiy
(Scomber Romeroy productos de oxidacion; extensidn de la Hassoun,
scombrus) albahaca Inmersion (1 %) vida util de 2 a 5 dias 2017
Ajoy
Carpa (Cyprinus | componentes Mahmoud
carpio) de AE Inmersidn (1 y2 %) Reduccion del crecimiento microbiano etal., 2004
Anjova Reduccion del crecimiento microbianoy
(Pomatomus Tomilloy de la oxidacién de lipidos; 4 dias de Erkan et al.,
saltatrix) Laurel Inmersion (1 %) extension de la vida util 2011
Bonito del
atlantico Adicion directa (0,5 Extension hasta 17 dias de la vida util (en  Emir Coban
(Sarda sarda) Jengibre comparacion al control, 5 dias) etal, 2013
Disminucion en los recuentos de
Trucha arcoiris bacterias deteriorativas, y enla
(Oncorhynchus Inmersidn (0,1 0,5 y oxidacién lipidica, extension de 4 o 5 Ozogul et
mykiss) Clavo semanas de la vida util al.,, 2017
Trucha arcoiris | Romero, Alparslan et
(Oncorhynchus | laurel, tomillo Accidn antimicrobiana y antioxidante, al.,
mykiss) y salvia Nanoemulsion generando sabor amargo en el pescado 2016
Corvindén
ocelado Disminucién de bacterias totales y aminas
(Sciaenops Clavo, comino, En fase vapor biogénicas, mejora de la aceptabilidad Caietal.,
ocellatus) hierbabuena sensorial por 20 dias 2015
Pelicula de Gelatina
de cuero bovino o Gomez-
Bacalao (Gadus de quitosanoy Disminucién del recuento de bacterias Estaca et
morhua) Clavo totales y del nitrégeno basico volatil al.,, 2010

Si bien es posible observar diferentes aplicaciones de AE, su uso en fase vapor para

preservar productos de la pesca no ha sido ampliamente explorado (Hao et al., 2021). Es

por todo lo mencionado anteriormente, que en este capitulo se utilizaran AE en fase vapor

para preservar filetes de merluza refrigerados.

152



Capitulo 11l

[11.2 Objetivos

l11.2.1 Objetivos generales

Evaluar la aptitud de AE en fase vapor solos o en combinacibn con la cepa
bacteriocinogénica E. mundtii STw38 para mejorar la vida util de filetes de merluza

conservados en refrigeracion.

l11.2.2 Objetivos particulares

« Caracterizar la actividad antagonista de AE de lemongrass, orégano, tomillo y
romero aplicados en fase vapor a fin de seleccionar los mas efectivos.

« Evaluar la interaccion entre los AE mas efectivos para hallar mezclas sinérgicas.

« Evaluar el efecto de mezclas sinérgicas seleccionadas sobre la hidrofobicidad de la
pared celular de L. innocua y S. putrefaciens.

« Determinar la composicion quimica de los AE seleccionados y de la fraccién volatil
de una mezcla sinérgica seleccionada.

« Determinar la capacidad de la cepa bacteriocinogénica E. mundtii STw38 para ser
aplicada en combinacion con la mezcla sinérgica seleccionada.

« Aplicar la mezcla sinérgica de AE en combinaciéon con E. mundtii STw38 para la

preservacion de filetes de merluza

En la Figura 111.3 se puede observar une esquema de los objetivos del presente capitulo.
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Figura I11.3: Diagrama de objetivos particulares del Capitulo I
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[11.3 Materiales y Métodos

111.3.1 Evaluacion de actividad antimicrobiana in vitro

I11.3.1.i Screening de la actividad antimicrobiana

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de los AE en fase vapor sobre la flora nativa y
bacterias de coleccién presentes en el pescado, se aplico la técnica propuesta por Gofi et
al. (2009). Para ello, se llenaron placas de Petri de 50 mm de didmetro con 15 ml de TSA.
Luego de solidificado el agar, se sembraron en la superficie 500 pl de un inéculo del
microorganismo deseado con una concentracion de 10° UFC/ml (ajustado a dicho nivel
segun la seccién 3.4.3 de MyM generales), se distribuy6 en forma uniforme por la superficie
de la placa y se quitd el excedente. Las placas inoculadas se dejaron secar por 5 minutos
bajo flujo laminar. Posteriormente, se coloc6 un disco de papel estéril (diametro de 6 mm)
en el centro de la tapa de la placa de Petri y se agregaron 10 pl del AE en estudio (1,172
pl/ml de aire en la placa, Figura Ill.4). Inmediatamente se cerraron las placas invertidas y se
sellaron con Parafilm. La incubacién se realiz6 por 24 horas a 30 °C y la actividad
antagonista se evidencié por la aparicion de un halo translicido sobre el agar ubicado a
partir del centro de la placa en concordancia con la ubicacién del disco de papel

conteniendo el AE. Este ensayo se realiz6 por quintuplicado.

Halo de inhibicién { {

_ _

AT IOR R
1 1
) 1 gar
. : 1
1
Disdpapg Crecimiento del

con AE microorganismo

Figura Ill.4: Diagrama de ensayo de actividad antimicrobiana de AE en fase vapor.

111.3.1.ii Concentracién minima inhibitoria de los aceites esenciales

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se determiné para L. innocua como un patégeno
subrogante de L. monocytogenes y para S. putrefaciens, como microorganismo indicador
representante de la flora deteriorativa Gram negativa presente en pescado. Para determinar

la CMI de los AE en fase vapor se realiz6 la técnica descripta anteriormente, diluyendo los
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AE con dimetilsulfoxido (DMSO). Las diluciones realizadas se encontraron en el rango
comprendido entre 1/2 y 1/32. La CMI se defini6 como la mayor dilucion a la cual se detecto
un halo de inhibicion. Previamente se evalud si el DMSO presentaba actividad antagonista
frente a las bacterias ensayadas, y se comprobd la ausencia de actividad. Todas las CMI se

evaluaron por quintuplicado.

111.3.1.iii Concentracién fraccionaria inhibitoria de mezclas de aceites esenciales
contraL.innocuay S. putrefaciens

Se realizé la evaluacion del tipo de interaccion existente entre los AE que presentaron la
mayor CMI contra las bacterias evaluadas. Las concentraciones utilizadas para realizar las
mezclas de los AE se seleccionaron siguiendo el modelo de Berembaum modificado (Tabla
111.3), el cual incluye la CMI de cada AE y concentraciones subinhibitorias (Schelegueda et
al., 2016b).

La actividad antagonista se evalud de la misma forma que en las secciones anteriores, con
cinco réplicas por sistema. La clase de interaccion existente entre los AE se determiné
calculando el indice de concentraciéon fraccionaria inhibitoria (CFl;)) (Ecuacién IIl.1), al igual

gue en la Seccion 1.3.6 del Capitulo |.

CFI, = Z CMI de AE utilzado combinado
- CMI de AE utilizado solo Ecuacion lll.1

Un CFly menor a 1, indica un comportamiento sinérgico, debido a que una concentracion
menor a la CMI de cada AE es capaz de inhibir el desarrollo del microorganismo objetivo. Si
el CFl; es igual a 1, el comportamiento es aditivo ya que tanto la mezcla de los AE como los

mismos por separado presentan la misma CMI.

Tabla I11.3: Disefio de Berembaum para la evaluacion del tipo de interaccion existente entre

los AE contra L. innocua y S. putrefaciens.

Mezcla AEA AE B CFl;
A 1* 0 1,00
B 0 1* 1,00
C 1/2 1/2 1,00
D 1/3 1/3 0,66
E 1/3 1/2 0,84
F 1/2 1/3 0,84

*Los valores expresados representan las fracciones de la CMI obtenida para cada AE.
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En esta seccion, fue posible seleccionar dos mezclas sinérgicas contra L. innocua y S.
putrefaciens (FL y FS, respectivamente), para realizar evaluaciones adicionales.

I11.3.1.iv Accién de los AE sobre la hidrofobicidad de la pared celular de L. innocuay

S. putrefaciens

La hidrofobicidad de la pared celular se encuentra relacionada con la composicién de la
membrana, por lo cual una modificacion en este indicador demuestra una alteracion, y un

posible dafio en la membrana del microorganismo objetivo (Schelegueda et al., 2016b).

La posibilidad de los AE de causar dafio en la pared celular de L. innocua y S. putrefaciens,
se evalud utilizando la técnica desarrollada por Gonzélez et al. (2021) con algunas
modificaciones para simular la forma en la cual los microorganismos entran en contacto con
los AE en fase vapor. Para ello se realiz6 un ino6culo de 24 horas de ambos
microorganismos y se centrifugd a 10000 rpm para separar el pellet del SLC. Se descarté el
SLC y el pellet se lav6 dos veces con 10 ml de solucién Ringer ajustada a pH 6,0. Luego, el
pellet se resuspendié en la misma solucién a la mitad del volumen original y se adicionaron
10 ml a placas de Petri con un diametro de 100 mm y 20 mm de altura. En la tapa, se pegé
un disco de papel aluminio utilizando cinta doble faz y a dicho disco se le adicioné un disco
de papel filtro de 20 mm de didmetro utilizando un broche metalico (Figura 11I.5). Se
agregaron dos concentraciones diferentes de AE al papel filtro: dos veces la mezcla
sinérgica FS para S. putrefaciens y dos veces la mezcla FL para L. innocua. Todas las
placas de Petri se envolvieron en Parafilm y se incubaron por 24 horas a 15 °C con

agitaciéon moderada.

Figura I11.5: Sistema utilizado para evaluar el efecto de los AE en fase vapor en la
membrana celular de L. innocua y S. putrefaciens. a) vista de lado de la placa de Petri
conteniendo la suspensiéon densa de células; b) Vista superior de la placa de Petri con el
disco de aluminio y la cinta doble faz.

La suspension densa de células expuestas a los AE por 24 horas se ajusté a una turbidez
de 0,5 McFarland (en solucion Ringer) y se agregaron 4 ml de cada sistema a tubos de
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ensayo. A la mitad de los tubos se les agregd 1 ml de xileno, y a la otra mitad no. Todos los
tubos se incubaron a 30 °C por 10 minutos. Luego, cada tubo de ensayo se agitd en vortex
por 30 segundos y se incubaron 20 minutos adicionales a la misma temperatura.
Finalmente, los tubos se dejaron reposar para que se separaran ambas fases (fase xileno y
fase acuosa), se descartd la fraccion de xileno y se midié la absorbancia de la fraccién

acuosa a 600 nm. La hidrofobicidad de la pared celular (HPC) se calculé como:

Abs s/ xileno* — Abs cfxileno™

Y HPC = ,
Abs s/xileno Ecuacion 111.2

*muestras tratadas con xileno; **sin xileno

La temperatura seleccionada (15 °C) fue un equilibrio entre una evaporacion adecuada de
los AE y una evaporacion limitada de la solucién Ringer para prevenir la solubilizacion de

los componentes de los AE por la evaporacién del solvente.

Para evaluar la evaporacion del solvente, se prepararon los sistemas sin el agregado del
in6culo y el papel de filtro se colore6 con fibra negra soluble en agua (Figura II.6). Los
sistemas se incubaron por triplicado a 30 °C, 15 °C y 4 °C por 24 horas con agitacion suave.
La solubilizacién del solvente se evidencié por la pérdida del color del marcador en el papel
de filtro. Se selecciond la temperatura a la cual dicha pérdida fue menor.

Figura I11.6: Papel de filtro pintado con marcador de tinta soluble para evidenciar la

evaporacion de la solucion Ringer.

[11.3.1.v Evaluacion de la supervivencia de E. mundtii STw38 y su capacidad para

inhibir el crecimiento de L. innocua en presencia de aceites esenciales en fase vapor

Con la finalidad de evaluar la capacidad de la cepa bacteriocinogénica para ser utilizada
junto con los AE en fase vapor, fue necesario realizar algunos ensayos previos. En primer

lugar, se analiz6 la supervivencia de la cepa realizando ensayos in vitro utilizando la TDA
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modificada aplicando la mezcla FL en fase vapor (Seccion I11.3.1.i). Como control se incubo

la cepa STw38 Unicamente en presencia de DMSO.

Para evaluar la capacidad de la cepa de ejercer actividad antagonista en presencia de la
mezcla sinérgica de los AE, se realizé la TDA, y luego de sembrar el césped de L. innocua,
se adicionaron estrias de E. mundtii STw38. En la Figura IIl.7 se muestra un esquema de la
siembra en la placa de Petri. Como control positivo de actividad antagonista se realizo el
ensayo sin la adicion de los AE, y como control positivo de la actividad de los AE, se utilizé
una placa unicamente con la mezcla de AE y el césped de L. innocua. La actividad se
evidencié por un halo de inhibicién alrededor de las estrias de E. mundtii STw38, fuera del

area de inhibicién en el centro de la placa debido a la actividad antagonista del AE.

Para este ensayo se decidi6é utilizar L. innocua ya que es un patégeno subrogante de L.
monocytogenes Yy, previamente, en la seccion 1.3.1.ii ya se habia comprobado la actividad
antagonista de la cepa bacteriocinogénica contra ella. Todos los ensayos de actividad

antagonista in vitro se realizaron por quintuplicado.

—>

C———>

Figura lIl.7: Siembra de E. mundtii STw38 sobre césped de L. innocua. = Césped de L.

innocua; - Estria de E. mundtii STw38; o posible area de inhibicién debido al crecimiento de E.
mundtii STw38

I11.3.2 Analisis quimico de la composicion de los aceites esenciales seleccionados

Se analiz6 la composicion de los AE seleccionados, asi como la composicion de la fraccion
volatil de la mezcla sinérgica FL por medio de cromatografia gaseosa FID acoplada a un
espectrometro de masa. En el caso de la composicion de la fraccion volatil de los AE, antes
del analisis, se realiz6 una micro extraccion en fase soélida con una fibra de soporte
recubierta con polidimetilsiloxano para absorber los compuestos volatiles. La extraccion de
los compuestos se realizé en un bafio de ultrasonido a 45 °C por 6 minutos. El tiempo

requerido para la extraccion térmica fue de 3 minutos.
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Para el andlisis cromatografico de las muestras, se utilizé un sistema GC-FID-MS acoplado
con un inyector con o sin fraccionamiento. Este Ultimo estaba conectado por medio de un
separador de flujo a una columna capilar de polietilenglicol MW ca. 20.000 y a otra columna
de 5 % fenil-95 % metil silicona. Las dimensiones de ambas columnas fueron de 60 m y
0,25 mm con 25 mm de fase fija. La metodologia utilizada fue la propuesta por Gil, et al.
(2007).

111.3.3 Aplicacion de los antimicrobianos estudiados en filetes de merluza

111.3.3.i Preparacion de los sistemas

Dado que los AE en fase vapor, asi como también las mezclas sinérgicas demostraron tener
actividad antagonista contra L. innocua y S. putrefaciens, se evalu6 su efectividad para
controlar el recuento total de bacterias aerobias mesdfilas presentes en filetes de merluza.
Adicionalmente, dado que en la seccién 1.3.4, E. mundtii STw38 demostrd tener capacidad
para inhibir el crecimiento de L. innocua y Lb. plantarum, y también crecié y presento
actividad antagonista en presencia de AE, se evalud su capacidad para controlar la flora

nativa del pescado junto con la mezcla sinérgica FL.
Se disefiaron 5 sistemas:

- Sistema control (S-C): sin adicién de AE.

- Sistema AE A (S-A): con la adicion del doble de la CMI del AE A

- Sistema FS (S-FS): con la adicién de la mezcla sinérgica FS

- Sistema FL (S-FL): con la adicién de la mezcla sinérgica FL

- Sistema STw-FL (S-STw): con la adicién de la mezcla sinérgica FL y un
inéculo de 10° UFC/mI de E. mundtii STw38.

La merluza fresca lleg6 al laboratorio y se procesd segun lo descripto en la seccion 1.3.8.i
del Capitulo I. Los filetes se cortaron en trozos de 3 x 3 x 1 cm y se colocaron en
contenedores de polipropileno con un diametro de 90 mm y 40 mm de altura. En la tapa de
los contenedores, se adiciond papel de filtro, unido a papel metalizado de 30 mm. Sobre el
papel de filtro se sembraron 77 pl de los AE de manera de obtener las concentraciones
deseadas. Para adicionar el inéculo de E. mundtii STw38 de 10° UFC/g se realizé una
inmersion de los trozos de pescado en agua ajustada a pH 6,0 con una concentracion de
107 UFC/ml del inéculo por 2 minutos. Luego se dejé escurrir por 5 minutos en una malla

metdlica bajo flujo laminar. Para el resto de los sistemas, se realiz6 una inmersion en agua
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destilada ajustada a pH 6,0 segun lo descripto anteriormente. En la Figura I11.8 se pueden

observar los sistemas terminados.

Figura 111.8: Sistemas utilizados para evaluar la accién de los AE sobre la flora nativa de filetes de
merluza. a. Filete de merluza y parte exterior de la tapa, pegada con el papel aluminio. b. Parte
interior de la tapa con el papel de filtro embebido en AE.

Finalmente, se agregaron los AE sobre el papel de filtro y los contenedores se cerraron
herméticamente con dos vueltas de filme extensible para prevenir la salida de los mismos.
Todos los sistemas se almacenaron a 4 °C por 7 dias y se tomaron muestras en el tiempo
inicial y luego de 3, 5y 7 dias. Por cada sistema y cada tiempo, se tomaron muestras

independientes por triplicado.

[11.3.3.ii Analisis microbiol6gicos

El recuento de bacterias totales y de Enterococcus spp. se realizé segun la seccién 3.4.4 de
MyM generales.

111.3.3.iii Andlisis sensorial

Se evalud la aceptabilidad de los filetes de merluza segun la metodologia descripta por
Meilgaard et al. (1999). Para ello, se almacenaron por 24 horas en la presencia de las
mezclas sinérgicas FS, FL y del AE A (con una concentracion de dos veces la MIC) y un
sistema control con 24 horas de almacenamiento sin exposicion a ningin AE. Luego del
almacenamiento, los trozos de merluza se sacaron de los contendores de plastico, se
expusieron al aire por 5 minutos y se cocinaron en horno microondas a potencia maxima por
1 minuto. Inmediatamente alicuotas de los filetes se colocaron en envases de plastico
pequefios con tapa hermética, para preservar los compuestos volatiles. Los envases se
marcaron con codigos aleatorios de 3 cifras y se presentaron en orden aleatorio a 24

panelistas. La aceptabilidad se evaluo para el sabor y para el aroma utilizando una escala
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heddénica donde 1 significaba “me disgusta muchisimo” y 9 “me gusta muchisimo”

(Schelegueda et al. 2016a). En la Figura 111.9 se puede apreciar la planilla entregada a los

panelistas.

Nombre: Fecha:

En la bandeja frente a usted hay 2 trozos de pescado.
Coloque los cédigos de las muestras en la tabla en el orden en que se le presentan.

Por favor, abra cada envase, huela e indique el grado de aceptabilidad del olor. Luego,
enjuague su boca con agua y pruebe las muestras e indique el grado de aceptabilidad. Utilice
la escala.

H

1. Me disgusta muchisimo
2. Me disgusta mucho ; I S I I
3. Me disgusta bastante CODIGO
4. Me disgusta ligeramente Grado de
5. Ni me gusta ni me disgusta | aceptabilidad
6. Me gusta ligeramente del OLOR
7. Me gusta bastante Grado de
8. Me gusta mucho aceptabilidad
9. Me gusta muchisimo del sabor

9

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS

Capitulo 11l

Figura I11.9: Planilla de andlisis sensorial entregado a los panelistas para evaluar la

aceptabilidad de filetes de merluza adicionados con AE.

111.3.4 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la hidrofobicidad y del analisis sensorial se analizaron utilizando un

ANOVA de un factor y el tamafio de los halos y los resultados microbiolégicos se realizaron

utilizando un ANOVA de dos factores, AE y cepa o tiempo, respectivamente. En todos los

casos luego del ANOVA se realiz6 una prueba de Tukey de comparacion multiple. El nivel

de significancia fue de 5 % para todas las comparaciones.
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[11.4 Resultados y discusién

[11.4.1 Evaluacion de actividad antimicrobiana in vitro

I11.4.1.i Screening de actividad antimicrobiana in vitro y concentracién minima

inhibitoria de los aceites esenciales

Todos los AE presentaron actividad antagonista sobre L. innocua, Lb. plantarum, S.
putrefaciens y la flora nativa del pescado (Tabla 111.4). EI AE de romero generé el halo de
mayor didmetro frente a L. innocua y el de tomillo sobre L. plantarum, ambas bacterias
Gram positivas. EI AE de lemongrass resultd ser el mas efectivo sobre S. putrefaciens y el
de romero el mas efectivo sobre la flora nativa del pescado. La actividad antimicrobiana de
los AE sobre dicha flora dependi6 del AE ensayado. Esta tendencia puede vincularse con la
heterogeneidad frecuentemente presente en la flora nativa del pescado (Hassoun y Emir
Coban, 2017). Los resultados obtenidos se encuentran en linea con los reportados por Acs
et al. (2018) quienes hallaron que el AE de tomillo en fase vapor posee actividad
antagonista frente a microorganismos Gram negativos del género Haemophilus, y Gram
positivos del género Streptococcus. Ninguno de los AE presentd actividad contra P.

aeruginosa o P. fluorescens.

Tabla Ill.4: Diametro de los halos de inhibicién (mm) producidos por una concentracién de

1,172 pl/ml de AE en el espacio de cabeza de la placa.

Flora nativa del
AE/microorganismo L. innocua S. putrefaciens L. plantarum pescado
Lemongrass 15,7 £ 0,6* 36,0 + 4,4%® 17,5+0,7* 13,0+ 1,7*
Orégano 21,3+0,6" 24,7 +0,6" 20,7 +1,2°A 15,3 +1,5%¢
Tomillo 22,5+0,7° 20,7 £ 0,6® 25,3 +2,1 12,5+0,7%°
Romero 24,2 +0,5% 17,5+2,1% 21,0 £ 1,4%¢ 19,0 + 5,6°¢

*La primera letra indica diferencias significativas entre AE y la segunda, en mayusculas,

diferencias significativas entre microorganismos.

Al evaluar la CMI frente a L. innocua y S. putrefaciens, los AE que mostraron una mayor
eficacia fueron los de orégano y lemongrass, dado que, una menor concentracion de AE
generaron halos de inhibicion (Tabla 1I.5). EI AE de romero y el de tomillo, solo afectaron a

los microorganismos evaluados a la concentracién inicial. En consecuencia, los AE de
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lemongrass y orégano se seleccionaron para evaluar el tipo de interaccion existente entre
ellos al ser combinados, siendo lemongrass el “AE A” y orégano el “AE B” (Tabla III.3,
MyM).

Tabla II1.5: CMI de AE expresadas en pl de AE/ml de espacio de cabeza en la placa de Petri

AE/ microorganismo L. innocua S. putrefaciens
Lemongrass 0,293 0,146
Orégano 0,586 0,586
Romero 1,172 1,172
Tomillo 1,172 1,172

En cuanto a otros estudios realizados, Lee et al. (2018) evaluaron la CMI para L.
monocytogenes de los AE de orégano y tomillo en fase vapor y determinaron que las
mismas fueron de 0,078 pl/ml de espacio de cabeza, una concentracion 10 veces menor a
la obtenida para L. innocua.

I11.4.1.ii Concentracion fraccionaria inhibitoria de mezclas de aceites esenciales sobre

L.innocuay S. putrefaciens

Respecto a S. putrefaciens todas las mezclas evaluadas mostraron actividad antagonista,
con excepcion de la mezcla D, que era la mas diluida. Se verifico que la mezcla C funcion6
de forma aditivay la E y la F de forma sinérgica. En cuanto a L. innocua, sélo se observé un
efecto aditivo en la mezcla C y un efecto sinérgico en la mezcla F. Las mezclas D y E no

fueron capaces de inhibir el desarrollo de esta bacteria.

Tahlan (2014) informé un comportamiento sinérgico entre el AE de canela y el de orégano
sobre L. innocua y E. coli. Las mezclas sinérgicas entre AE son comunes debido a la amplia
gama de compuestos activos que estan presentes en su composicion y a los distintos
mecanismos mediante los cuales actlan. Estos efectos incluyen, pero no se limitan a:
pérdida y coagulacién del contenido citoplasmatico, permeabilizaciébn de la membrana y
disrupcién del gradiente de potasio (Cristiani et al., 2007; Hemaiswarya et al., 2011;
Sikkema et al., 1994).

Debido al fuerte efecto que poseen los AE sobre el aroma y el sabor de los alimentos, se
selecciond la mezcla F (tanto para L. innocua como para S. putrefaciens) para continuar con
los ensayos, ya que fueron las mezclas mas diluidas que preservaron la actividad

antagonista. La mezcla FS representa la combinacion de 1/2 de la CMI de lemongrass y 1/3
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de la CMI de orégano sobre S. putrefaciens (0,073 pl/ ml de espacio de cabeza y 0,195
pl/ml, respectivamente); y la mezcla FL representa la combinacion de las mismas fracciones

de la CMI de los AE, pero sobre L. innocua (0,147 pl/ mly 0,195 pl/ml respectivamente).

I11.4.1.iii Accién de los aceites esenciales sobre la hidrofobicidad superficial de L.

innocuay S. putrefaciens

Las dos concentraciones de AE estudiadas (dos veces la concentracion de las mezclas
sinérgicas FL y FS), generaron un aumento en la hidrofobicidad de la pared celular de las
bacterias analizadas. Los resultados se muestran en la Tabla Il.6. EIl aumento en la
hidrofobicidad se relaciona directamente con cambios en la composicion de la membrana
celular e indica una mejor capacidad para generar biofilms, lo cual evidencia la activacion de
un mecanismo de adaptacion como respuesta a las condiciones adversas del medio (Lee et
al., 2019; Van Loosdrecht, 1987). En relacion con la modificacion en la composicién de la
membrana celular, por ejemplo, Cristani et al. (2007) hallaron que al exponer Bacillus
cereus a una combinacion de p-Cimeno y carvacrol (ambos componentes principales del AE

de orégano), la composicion de los lipidos de membrana resulté alterada.

Tabla I11.6: Hidrofobicidad superficial de L. innocua y S. putrefaciens

% hidrofobicidad
L. innocua S. putrefaciens
Control 24,56 +4,50° 16,57 +2,74?
AE 38,22+3,57° 29,41+3,08°

Gonzalez et al. (2021), evaluaron la hidrofobicidad de Zygosaccharomyces balilii al ser
expuesta a nano-emulsiones de AE de lemongrass y de canela, obteniendo también un
aumento en el parametro estudiado. Adicionalmente, Schelegueda et al. (2016a),
obtuvieron un aumento en la hidrofobicidad de L. innocua al ser tratada con quitosano y
nisina, ambos agentes con actividad antagonista contra la cepa. Por otro lado, al exponer S.
putrefaciens a los mismos antimicrobianos, que también poseian actividad inhibitoria contra
ésta, no se observé un cambio en la hidrofobicidad de su membrana. Considerando los
resultados mencionados previamente, si bien la hidrofobicidad de la pared celular se
relaciona al dafio celular, no siempre que exista dafio en la célula se vera reflejado en una

modificacion de la hidrofobicidad superficial.
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[11.4.1.iv Evaluacion de E. mundtii STw38 para aplicar como cultivo protector en
presencia de aceites esenciales en fase vapor

Se decidié evaluar la supervivencia de E. mundtii STw38 frente a la mezcla FL debido a que
resultaba mas concentrada que la FS. Al aplicar la mezcla sinérgica FL, el crecimiento de la
cepa STw38 no se vio afectado por su presencia, dado que la biomasa de las placas se
desarrollé de igual manera en presencia o en ausencia de los AE. Adicionalmente, cuando
se sembro el cultivo de E. mundtii STw38 sobre el césped de L. innocua en presencia de la
mezcla FL, la cepa se desarrollé de manera adecuada y se formé un halo de inhibicién
alrededor de las estrias mas alla de la zona de inhibicion generada por la mezcla de AE
(Figura 111.10).

Figure I11.10: Actividad antagonista de E. mundtii STw38 en presencia de la mezcla
sinérgica de AE FL. = Césped de L. innocua; = Halo de inhibicién debido a los AE en fase

vapor; o Halo de inhibicioén debido al crecimiento de E. mundtii STw38.

En investigaciones anteriores, cepas de E. faecalis resistentes a la vancomicina fueron
inhibidas debido a AE de orégano y de tomillo, al igual que E. aquimarinus, E. faecium y E.
moravensis -aisladas de pescado fresco- que fueron sensibles a 15 AE, incluyendo Citrus
aurantium y Citrus limon (Benbelaid et al.,, 2014; Kliga et al., 2021). Todos los ensayos
anteriormente mencionados se realizaron por medio del método de difusion en disco
tradicional y no en fase gaseosa (Klancnik et., al, 2010). Segun lo investigado, no existen
estudios hasta este momento que hayan evaluado el efecto de AE en fase vapor sobre E.
mundtii, debido a que no es una especie comunmente relacionada a enfermedades en
humanos por no poseer los factores de virulencia generalmente asociados a este género

(Fisher y Phillips, 2009). Dada la supervivencia de E. mundtii STw38 en presencia de los
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AE, se decidi6 aplicar la cepa para mejorar la preservacion de filetes de merluza

refrigerados.

En esta seccion fue posible caracterizar la actividad antagonista de los AE en fase vapor,
siendo los AE de orégano y de lemongrass los que presentaron una menor CMI frente a las
bacterias estudiadas. También se comprobd una actividad sinérgica entre ambos aceites, y las
mezclas seleccionadas fueron capaces de aumentar la hidrofobicidad superficial tanto de L.
innocua como de S. putrefaciens. Finalmente, fue posible comprobar que la bacteria E. mundfii

STw38 pudo crecer en presencia de los AE y producir inhibicion frente a L. innocua.

I11.4.2 Analisis quimico de la composicion de los aceites esenciales seleccionados

Los principales compuestos presentes en el AE de lemongrass resultaron ser geranial,
neral, geraniol, geranil acetato y B-cariofileno. En cuanto al AE de orégano, los principales
fueron carvacrol, p-cimeno, y-terpineno B-cariofileno y a-pineno (Tabla 111.7). Respecto a los
dos componentes principales del AE de orégano (carvacrol y p-cimeno), los resultados
hallados coinciden con los de Reyes-Jurado et al. (2019), mientras que el resto de los
componentes principales estan presentes, pero en menores concentraciones. Lo opuesto
sucede con el AE de lemongrass, dado que su composicion varia ampliamente con lo

analizado por Do et al. (2021), siendo los principales compuestos a-citral y 3-Micereno.

El componente principal de la mezcla sinérgica FL fue p-cimeno, el cual constituye un 40 %
de su composicion. Esta molécula se encuentra presente en el AE de orégano y es
altamente volatil, lo cual explicaria por qué ésta representa una alta concentracion de la
fase vapor. Lo mismo sucede con el a-pineno, mirceno y y terpineno, todos presentes,
también, en el AE de orégano. Por otro lado, el carvacrol, es uno de los componentes
menos Vvolétiles presentes en el AE de orégano, pero al ser el mayoritario, igualmente la
fraccion evaporada es suficiente para que éste sea uno de los componentes principales. El
neral y el geranial son los componentes mayoritarios del AE de lemongrass,
consecuentemente también son de los principales compuestos presentes en la mezcla
volatil. Finalmente, el limoneno, linalool y B-cariofileno estan presentes en la fase vapor, y
ambos compuestos estan presentes en los dos AE estudiados. Entonces, es posible

concluir que la mayoria de los compuestos presentes en la fase vapor pertenecen al AE de
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orégano, o bien son los componentes principales de este AE; 0 son compuestos altamente

volatiles.

Tabla I11.7: Concentraciones de los compuestos del aceite esencial de orégano, lemongrass,

y de la fraccion volatil de la mezcla FL.

Compuesto AE de orégano  AE de lemongrass Mezcla FL
o pineno 1,3 0,4 4,2
Canfeno 0,1 1,5
Mirceno 1,9 7,3
B pineno 0,5 0,8
a felandreno 0,1 0,7
o terpineno 0,7 2,5
Para cimeno 12,5 40,8
Limoneno 1,2 0,2 3,9
B felandreno 0,8
1,8- cineol 0,4 1,2
y terpineno 3,5 15,3
Linalol 2 1,3 2,5
Borneol 0,4 0,2
Terpinen-4-ol 0,3 0,2
Neral 31,2 2,8
Geranial 44,8 2,7
Carvacrol 67,1 3,7
B cariofileno 4,3 1,8 2,8
Metilheptenona 0,7

Cis-isocitral 0,4

Trans-isocitral 1

Geraniol 51

Geranil acetato 4,5

a-Ylangeno 0,2

B-Elemeno 0,5

a-Humuleno 0,2

y-Cadinin 1

D-Cadinin 0,5

a-Thujeno 0,3

B-bisaboleno 0,2 0,2

Oxido de cariofileno 0,6 0,6

* Los valores destacados marcan los 5 componentes principales de cada AE

En cuanto al p-cimeno, que es el componente principal de la mezcla en fase gaseosa, se

conoce que posee actividad antagonista frente a una amplia gama de microorganismos
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tales como L. innocua, S. aureus, y E. coli (Marchese et al., 2017). Adicionalmente, el AE de
comino que contiene [B-pineno, p-cimeno y Yy-terpineno, resultd efectivo contra P.
aeruginosa, E. coli, L. innocua, y S. aureus, bacterias tanto Gram negativas como Gram
positivas (Alizadeh Behbahani et al., 2019), al igual que la mezcla sinérgica ensayada.
Finalmente, es importante destacar que, debido a la complejidad en la composicion de los
AE, no es Unicamente importante la actividad de uno de los compuestos, sino también la
interaccion entre ellos. Por ejemplo, Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn (2010)
descubrieron que el p-cimeno, por si mismo no poseia actividad antagonista contra Vibrio

cholerae, pero, al ser aplicado junto con carvacrol mejoraba la actividad del dltimo.

En esta seccion fue posible determinar la composicion de los AE de orégano, de lemongrass y
de la fase gaseosa de la mezcla sinérgica FL, constituida por ambos AE. Los principales
componentes de dicha la mezcla pertenecen al AE de orégano o son compuestos altamente

volatiles.

111.4.3 Aplicacion de los antimicrobianos estudiados en filetes de merluza

111.4.3.i Analisis microbiolégico

El recuento inicial de los filetes de merluza frescos fue de 5x10® UFC/g indicando un buen
estado higiénico. Adicionalmente, el de los enterococos en los filetes inoculados con E.
mundtii STw38 fue de 3,1x10° UFC/g, mostrando una correcta inoculacion de la cepa
bacteriocinogénica. Esta sobrevivié durante todo el aimacenamiento, aunque no incremento

su poblacion total.

En cuanto al recuento de bacterias totales, al segundo dia todos los sistemas tuvieron un
incremento de aproximadamente 1,7 ciclos logaritmicos, con excepcion del sistema S-STw,
cuyo recuento permanecio constante (Tabla 111.8). Luego de 5 dias de almacenamiento, los
recuentos de bacterias totales en los sistemas S-C, S-A y S-FS tuvieron un aumento mayor
a 5 ciclos logaritmicos, excediendo asi el recuento total maximo permitido para pescado
fresco por la Comision Internacional de Especificaciones Microbiologicas para Alimentos

(ICMSF, 1986). Debido a esto, los recuentos de estos sistemas no se continuaron. El
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recuento del sistema S-FL mostré un incremento de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos

mientras que el recuento total del sistema S-STw se mantuvo constante.

Tabla I11.8: Recuento total de microorganismos en filetes de merluza a lo largo del
almacenamiento, expresado como Log(N/No)

Dia 2 Dia 5 Dia 7
S-C 1,87 £0,13 %%  >7,00"°
S-A 1,63+0,20*  5,41+0,20°%
S-FS 1,70+0,28**  6,15+0,79 %
S-FL 1,73+0,15%  3,41+0,12® 5,86+0,12*
S-STw 0,04+0,17%  0,58+0,17% 3,00+0,10 %

*Las letras en mayulsculas representan las diferencias significativas entre sistemas en un mismo
tiempo, mientras que las letras en mindscula representan las diferencias entre los diferentes dias

para un mismo sistema.

Finalmente, luego de 7 dias de almacenamiento, el recuento en el sistema S-FL tuvo un
aumento de mas de 5 ciclos logaritmicos, excediendo el limite maximo permitido, pero el
sistema S-STw, sélo aumento 3 ciclos logaritmicos. Aungue el recuento final del sistema S-
STw fue mayor a 10° CFU/g, no existe una poblacién bacteriana maxima para pescado
adicionado con cultivos protectores, probidticos o fermentados, segun las autoridades
regulatorias como se menciono en el Capitulo | (Seccién 1.4.8). Adicionalmente, en pruebas
preliminares, las muestras no presentaron el caracteristico olor a pescado en
descomposicion luego de los 7 dias de almacenamiento. Daramola et al. (2020), informaron
recuentos totales de 10® UFC/g en filetes de bacalao salados y fermentados y concluyeron
gue independientemente del alto recuento, la biopreservacion era adecuada ya que fue

posible inhibir el crecimiento de bacterias deteriorativas y extender la vida util del pescado.

Los resultados comentados permiten concluir que la mezcla de AE FL fue la mas efectiva
para controlar el recuento total de bacterias nativas del pescado y, también, que la adicion

del cultivo protector mejor6 significativamente el efecto de la mezcla sinérgica de AE.

Previamente, Boulares et al., (2018) evaluaron la efectividad de AE de citrus (Citrus limon)
en contacto directo con filetes de corvina (Dicentrarchus labrax) envasados al vacio junto
con diferentes combinaciones de BAL como cultivos protectores. Sus resultados muestran
gue al aplicar unicamente los AE, sblo se obtiene una pequefia disminucién del recuento

total de microorganismos en comparacion al control. Al aplicar una de las mezclas de
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cultivos protectores (Lactococcus lactis y Carnobacterium piscicola), junto con los AE, se
logré una disminucién del recuento total de bacterias de 1 ciclo logaritmico por 21 dias,
mientras que otras mezclas de bacterias (tales como L. lactis y L. plantarum) no fueron
capaces de controlar la flora nativa en estas condiciones. Estos resultados confirman que la
biopreservacion de productos de la pesca depende de las cepas utilizadas, de los factores

de conservacion adicionales utilizados y de la clase de pescado.

En cuanto a la eficiencia de la cepa bacteriocinogénica E. mundti STw38 sobre los
recuentos de la microflora nativa de pescado, en el capitulo anterior se mencion6 que,
utilizando solo el cultivo protector en filetes de merluza almacenados bajo refrigeracion, se
obtuvo un incremento de 3 ciclos logaritmicos al cabo de 6 dias, en lugar de 7 dias, lo cual

sugiere una mejora al adicionar la mezcla sinérgica de AE FL.

111.4.3.ii Andlisis sensorial

En la evaluacion del aroma y el sabor de los filetes expuestos a los AE por 24 horas se
observaron algunas diferencias significativas entre los sistemas (Tabla 111.9). En cuanto al
aroma, todos los sistemas tuvieron el mismo nivel de aceptacién con excepcion del sistema
conteniendo AE de lemongrass (LG) el cual obtuvo un nivel de aceptacion ligeramente

menor.

En cuanto al sabor, el sistema de menor nivel de aceptabilidad fue, nuevamente, el que
contenia el AE de lemongrass. El control y las mezclas FL y FS presentaron un nivel de
aceptabilidad similar. Tanto en sabor como en aroma, el control present6 valores por
encima del nivel de aceptabilidad (5), y las medias de los sistemas adicionados con las
mezclas sinérgicas fueron algo mayores. Estos resultados demuestran que ambas mezclas

sinérgicas de AE fueron aceptada por los panelistas.

Tabla 111.9: Evaluacién sensorial de filetes de merluza, tratadas con AE en una escala

hedonica entre 1y 9.

Control LG FS FL
Aroma 5,8+0,8° 5+0,9° 7+1,6° 6,8+1,1°
Sabor 6,7+1,1° 51+1,3° 7+1,6° 6,9+1,2°

Resulta de interés agregar que los AE poseen un aroma y un sabor intenso, como se
demuestra en estudios anteriores, y que las cantidades requeridas para obtener un efecto

antimicrobiano adecuado no son siempre aceptadas por los consumidores cuando el AE se
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agrega directamente al alimento (De olivera et al., 2013; Hassoun y Emir Coban, 2017;
Reyes et al., 2019). Por ejemplo, Frangos et al. (2010) al aplicar AE de orégano (0,2 %) en
filetes de trucha junto con envasado al vacio y refrigeracion, no lograron una mejora en los
recuentos totales de bacterias a lo largo de 20 dias de almacenamiento. Al utilizar una
concentracion de 0,4 % del AE lograron disminuir el recuento bacteriano total en medio ciclo
logaritmico, pero esta concentracién no fue aceptada por los consumidores. En la presente
investigacion, no sélo se logré una mejora del recuento total al aplicar la mezcla FL en fase

vapor, sino que también fue aceptada por el panel sensorial.

En esta seccion fue posible mejorar la calidad microbiolGgica de filetes de merluza
almacenados con AE en fase vapor, con o sin el agregado del cultivo protector STw38. Al
aplicar la mezcla de AE FL, los recuentos de bacterias totales se mantuvieron a niveles
aceptables durante 5 dias, mientras que, al adicionar también la cepa STw38, se logré

controlar el desarrollo de la flora nativa por 7 dias
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I11.5 Conclusiones

Todos los AE presentaron actividad antagonista contra L. innocua, L. plantarum, S.
putrefaciens, y la flora nativa del pescado in vitro. Los mas efectivos fueron los de orégano y
lemongrass ya que presentaron una CMI menor. Al ser utilizados en forma combinada se
obtuvo un efecto sinérgico. Al aplicar la mezcla sinérgica FL, constituida por 0,147 pl/ ml de
AE de lemongrass y 0,195 pl/ml de AE de orégano, en filetes de merluza ésta tuvo la
capacidad de disminuir el recuento total de bacterias por 5 dias y, al adicionar la cepa
bacteriocinogénica E. mundtii STw38, se obtuvo una disminucién de los recuentos totales
de bacterias por 7 dias. Adicionalmente, las mezclas de AE aplicadas al pescado fueron
aceptadas por los consumidores, y en algunos casos, incluso fueron preferidas frente al

control.

En conclusion, la investigacion en AE en fase vapor junto con cultivos protectores parece
ser una técnica natural prometedora para utilizar en filetes de pescado, en combinacién con

el almacenamiento refrigerado.
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En el primer capitulo, fue posible seleccionar 22 cepas bacteriocinogénicas a partir de 121
BAL aisladas de distintos especimenes marinos provenientes de la costa patagonica. Todas
las cepas que presentaron actividad antagonista frente a L. innocua se identificaron como
Enterococcus mundtii. Se verificé la ausencia de los genes que codifican para factores de
virulencia y la expresion fenotipica de éstos en todos los casos, indicando la viabilidad de

su aplicacién en alimentos.

Por otra parte, se comprob6 que la actividad antagonista de los SLC producidos por las BAL
en estudio sobre L. innocua se debia a un compuesto de naturaleza proteica y se descartd
la contribucién del pH é&cido y del peroxido de hidrégeno en la inhibicion. También se
detectaron los genes que codifican para dos bacteriocinas (mundticina KS y enterocina
L50A) en 17 de las cepas, y en las restantes 5 Unicamente los genes que codifican para la
produccion de la mundticina KS. Debido a la ausencia de factores de virulencia, y su
capacidad para producir bacteriocinas, las cepas seleccionadas resultaron de interés para

su aplicacién en alimentos.

Los SLC de las 22 cepas preseleccionadas presentaron actividad antagonista contra L.
plantarum y L. innocua. Al evaluar su titulo frente a estos microorganismos indicadores, se
logro seleccionar las 6 cepas cuyos SLC mostraron mayor actividad (E. mundtii STw 26, 38,
46, 60, 66 y 79). Se evalué el tipo de interaccién existente entre mezclas binarias de dichos
SLC, utilizando el modelo de Berembaum, en todos los casos, ésta resultdé aditiva. Luego,
se selecciond una cepa con capacidad para desarrollarse y producir bacteriocinas en
condiciones de refrigeracion (4 °C). La cepa seleccionada fue E. mundtii STw38 ya que su
SLC present6 un mayor titulo frente a L. innocua y el segundo titulo méas elevado frente a L.

plantarum.

Al aplicar la cepa E. mundtii STw38 como cultivo protector en pasta de merluza refrigerada,
se observo un control en el desarrollo de las bacterias aerobias mesdéfilas por 6 dias, al

almacenar la pasta en aire; y por 10 dias al almacenarla al vacio.

En el segundo capitulo, con miras de emplear bacteriocinas semipurificadas en la
preservacion de pescado, se seleccioné la cepa bacteriocinogénica STw66 por su mayor
actividad antagonista sobre la flora nativa aislada de pescado refrigerado, para luego
purificar parcialmente su SLC aplicando dos técnicas diferentes. La primera técnica de
purificacion se realizd por medio de una columna de interaccion hidrofébica y un cartucho
de extraccion de fase sélida obteniéndose una actividad antagonista contra L. innocua
remanente de 0,45 % con respecto al SLC. La segunda técnica consistié en la adsorcion
selectiva de las bacteriocinas a las células productoras. Para ello, previamente, se

seleccion6 el pH de adsorcién y de desorcion (7,0 y 3,0 respectivamente) y la proporciéon
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SLC: bacterias, obteniéndose una mejora al utilizar la mitad del SLC con la totalidad de las
bacterias productoras, y repetir el proceso de purificacion dos veces sobre las mismas
células. En este caso, la actividad remanente fue del 5 % y se optd por esta semipurificacion

para continuar con ensayos aplicados a alimentos.

Las bacteriocinas semipurificadas se incorporaron por pulverizacion sobre trozos de salmon
refrigerado, previa optimizaciéon de las condiciones de aplicacién, para estudiar su efecto
sobre la calidad microbioldégica del alimento. Se utilizaron 0,013 g de bacteriocinas
semipurificadas por gramo de salmoén, lo cual equivaldria a 1,8 ml del SLC. De esta forma,

fue posible controlar la poblacion de L. innocua durante 3 dias.

En el tercer capitulo, se evalué la capacidad de los AE de lemongrass, orégano, tomillo y
romero aplicados en fase vapor para inhibir el desarrollo de bacterias de coleccién y de la
flora nativa del pescado. Los AE presentaron actividad antagonista contra L. innocua, S.
putrefaciens, L. plantarum y la flora nativa del pescado. Para medir los titulos se seleccioné
L. innocua como patdgeno subrogante y S. putrefaciens como microorganismo
representante de la flora deteriorativa. Los AE de tomillo y romero sélo presentaron
actividad a concentraciones de 1,172 ul de AE/ml de espacio de cabeza; mientras que el de
orégano frente a S. putrefaciens y L. innocua, demostré actividad antagonista hasta una
concentracion de 0,586 ul /ml. Finalmente el AE con mayor actividad fue el de lemongrass,
inhibiendo el desarrollo de L. innocua a una concentracién de 0,293 ul /ml y el de S.

putrefaciens a una concentracion de 0,146 pl /ml.

Pudo comprobarse la actividad sinérgica de los AE de lemongrass y orégano contra L.
innocua y S. putrefaciens. Las mezclas sinérgicas con menor concentracion de AE fueron
de 0,073 pl/ml de lemongrass y de 0,195 pl/ml de orégano contra S. putrefaciens (mezcla
FS) y de 0,147 pl/ ml de lemongrass y 0,195 ul/ml de orégano contra L. innocua (mezcla FL)

siendo esta mezcla la seleccionada para utilizar en la preservacion de pescado.

Fue posible determinar los componentes volatiles de la mezcla de AE FL y observar que la
mayoria correspondian al AE de orégano, y el resto, a los componentes principales del AE
de lemongrass. Los componentes mayoritarios de la mezcla resultaron ser p-cimeno y y
terpineno; los del AE de lemongrass, neral y geranial; y los del AE de orégano p-cimeno y

carvacrol.

La utilizacion de la mezcla FL en fase vapor para la preservacion de filetes de merluza
permitié controlar la calidad microbiolégica por 5 dias. Al adicionar la mezcla FL junto con E.
mundtii STw38 como cultivo protector, fue posible mantener la calidad microbiolégica de los

filetes por 7 dias. Por otra parte, al analizar la aceptabilidad sensorial de filetes de merluza
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tratados con los AE, se comprob6 que ambas mezclas sinérgicas resultaron adecuadas,

obteniéndose puntuaciones iguales al control tanto para sabor como para aroma.

En base a lo comentado previamente, es posible concluir que la cepa E. mundtii STw38
resulté segura para aplicar en alimentos y puede mejorar la calidad microbiol6gica de pasta
y filetes de merluza, aplicada como cultivo protector. La semipurificacion del SLC de la cepa
STw66 logré controlar el crecimiento de L. innocua en piezas de salmén. Resulta de interés
destacar que los AE lograron una mejora en la conservacion de filetes de merluza y son
compatibles con el agregado de E. mundtii STw38 como cultivo protector, lograndose una

mejora en su capacidad de biopreservacion.

Dada la informacion presentada, ha sido posible determinar que, con la aplicacion de las
técnicas citadas, se logré obtener pescado fresco con una mejor calidad microbiolégica en
refrigeracion, sin la necesidad de utilizar conservantes quimicos. Asimismo, la tesis en
cuestién presenta evidencia sélida para permitir la realizacién de mas investigaciones sobre

biopreservacion de productos de la pesca a través del uso de BAL y AE en fase vapor.

Dentro de las perspectivas futuras, resultaria promisorio aplicar las bacteriocinas
semipurificadas en combinacion con AE en fase vapor, o con E. mundtii STw38 como cultivo
protector. Adicionalmente, dados los buenos resultados obtenidos al combinar la cepa
STw38 con el envasado al vacio, seria interesante aplicar dicho factor o el envasado en
atmoésfera modificada, junto con las técnicas estudiadas en la presente tesis, en busqueda

de mejorar el desempefio de dichos biopreservadores.
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