Nacameh

Vocablo nahuatl para “carnes”

Volumen 3, Numero 1, Junio 2009

Difusion via Red de Computo semestral sobre Avances
en Ciencia y Tecnologia de la Carne

Derechos Reservados® MMIX

ISSN: 2007-0373

http://cbs.izt.uam.mx/nacameh/




URL: http://cbs.izt.uam.mx/nacameh/
ISSN: 2007-0373

NACAMEH Vol. 3, No. 1, pp. 33-47, 2009

Produccién de metabolitos y pruebas de actividad
antagonica de bacterias lacticas termotolerantes aisladas
de productos carnicos

Ramirez-Chavarin N.L.}, Wacher-Rodarte M. C.%, Pérez-Chabela, M.L.'

L Departamento de Biotecnologia. Universidad Auténoma Metropolitana. Av. San
Rafael Atlixco 186. Col. Vicentina. Deleg. Iztapalapa. 09340. 2 Facultad de Quimica,
Universidad Nacional Auténoma de México. " Autor para correspondencia:
Ipch@xanum. uam. mx.

Introduccién

Las Dbacterias lacticas son wun grupo fisiolégicamente diverso de
microorganismos, el cual es descrito como Gram positivo, cocos o bacilos
no esporulados, con acido lactico como principal producto de la
fermentaciéon de carbohidratos (Axelsson, 1998). Una caracteristica
importante para la clasificacién de las bacterias lacticas es su patron de
fermentacién, que puede ser homo o heterofermentativo, de acuerdo con la
ruta metabolica seguida y los productos formados. Las bacterias lacticas
homofermentativas producen &cido lactico a partir de aztcares como
principal producto. A diferencia de éstas, las bacterias lacticas
heterofermentativas tienen la capacidad de utilizar diferentes rutas
metabolicas y producen ademés de acido lactico, compuestos como COg,
acido acético, acetaldehido, diacetilo y etanol (Sharpe y Pettipher, 1983). La
produccién de acido lactico y acético por las bacterias lacticas se excreta al
exterior y contribuyen al desarrollo del sabor, aroma y textura de los
alimentos, ademds de proporcionar estabilidad inhibiendo tanto a
microorganismos patdégenos como a microorganismos causantes del
deterioro (Requena y Peldez, 1995).Existen diversos estudios sobre la
aplicacion de bacterias lacticas como conservadores de alimentos, los
cuales estan enfocados hacia el aislamiento de bacterias lacticas capaces de
producir compuestos antimicrobianos como 4cidos organicos y bacteriocinas
(Hugas y col., 1995).
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Se han reportado algunas caracteristicas que deben reunir las bacterias
lacticas para aplicarlas en la conservacion de carne. Las mejores candidatas
deben provenir de la flora nativa de diversos sustratos alimentarios (Stiles,
1996). Sin embargo, en carnes para evitar cambios negativos en algunas
propiedades sensoriales como textura, color, sabor y jugosidad, se
recomienda que las bacterias lacticas empleadas tengan un patron de
fermentacion homofermentativo para evitar la produccion de acido acético y
COs (Huss vy col., 1995), esto porque la formacion de COs en los embutidos
lleva a la formacion de agujeros de diferentes tamafios en el producto.
Ademas la produccién de 4cido acético puede causar un sabor picante en el
producto carnico (Salim y Mayo, 2007).

El efecto inhibitorio de los acidos orgénicos estd relacionado directamente
con la estructura no disociada de la molécula, siendo este capaz de
difundirse a través de la membrana celular y disociarse en su interior para
provocar la muerte de la célula (Brus y Coote, 1999). El objetivo de este
trabajo fue conocer la produccion de los metabolitos principales (4cido
lactico y acético) asi como probar la actividad inhibitoria de bacterias
lacticas termotolerantes aisladas de productos cérnicos cocidos.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes aisladas e
identificadas previamente, estas fueron: 5 cepas de PFediococcos
pentosaceus, 2 cepas de Lactobacillus plantarum, 1 cepa de Aerococcos
viridans y 2 de Enterococcus faecium. Estas cepas se aislaron de productos
carnicos cocidos que se expenden en supermercados de la Ciudad de
México, se identificaron fenotipicamente utilizando pruebas bioquimicas asi
como se realiz6 la determinacion del perfil de carbohidratos utilizando el
sistema API 50 CHL y genotipicamente haciendo un andlisis de comparacion
de secuencias del gen ARNr 16S (datos no publicados). Se determin6 la
actividad antagonica in vitro de las 10 cepas utilizando como cepas
sensibles 7 microorganismos deteriorantes y 3 microorganismos patdégenos.
Como algunas bacterias lacticas pueden ser también deteriorantes se probd
la actividad antagoénica entre ellas mismas. La produccion de acido lactico se
determind midiendo la acidez total titulable (reportada como el porcentaje
de 4acido lactico) vy se cuantifico la produccion de acido acético mediante
cromatografia de gases.
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Actividad Antagoénica
Preparaciéon de la cepa sensible

Como cepas sensibles se utilizaron siete cepas de microorganismos
deteriorantes: Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae, Morganella
morganii, Brochothrix thermosphacta, Alteromonas  putrefaciens,
Pseudomonas fragi v Pseudomonas fluorescens y 3 cepas de
microorganismos patogenos: Listeria innocua, Escherichia coli y Salmonella
sp. Se inocularon en caldo nutritivo y caldo biotriptasa segun la bacteria
utilizada, se incubaron sucesivamente por 8, 18 y 24 h a 35 °C +/- 2 °C,
transcurrido este tiempo, se tomaron 70 plL de la suspension de células la
cual se inocul6 en 10 mL de agar nutritivo blando (0.8 % agar
bacteriologico).

Preparacién del extracto libre de células (cepa productora)

Se utilizaron las diez bacterias lacticas termotolerantes previamente
identificadas: Enterococcus faecium (10a), Pediococcus pentosaceus (11),
Pediococcus pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (15L), Aerococcus
viridans (21), Pediococcus pentosaceus (22), Lactobacillus plantarum (15c¢),
Lactobacillus plantarum (17), Enterococcus faecium (18), Pediococcus
pentosaceus (15a). Se inocularon en caldo MRS (De Man y col., 1960) y se
incubaron por 8 y 18 horas a 35 °C +/- 2 °C, transcurrido este tiempo, las
células se separaron por centrifugacion en una centrifuga Beckman (Palo
Alto, California, E.U.) a 12000 g durante 10 min a 4 °C, posteriormente el
pH del sobrenadante se ajust6é a 5.8-5.9 con NaOH 1.0 N, en un
potenciometro pH ISE Meter 50 Beckman (Palo Alto, California, E.U.). Se
esterilizo el sobrenadante por filtracion a través de una membrana de tipo
GS con un tamafio de poro de 0.22 um (Millipore, N2. Cat. GSWP 013 00
Anderson, California, USA).

Actividad antagonica

Para evaluar la actividad antagonica, se empled el método de difusion en
placas de agar descrito por Bhunia y col. (1988). En esta técnica la
evaluacion de la actividad antimicrobiana se fundamenta en la difusion del
metabolito en un medio de cultivo solido que contiene la cepa sensible
(Tramer y Fowler, 1964). La difusiéon en agar se emple6 para evaluar la
actividad antagoénica con diferentes microorganismos e inclusive entre ellas
mismas.
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Sobre 10 mL de agar nutritivo, agar biotriptasa o MRS segun la cepa
utilizada, se coloc6d una sobrecapa de 10 mL de agar bacteriologico suave
(0.8 %) inoculado con la cepa sensible. Después las placas se almacenaron a
4 °C para permitir la solidificacion del agar; posteriormente se realizaron los
pozos con la parte superior de una pipeta pasteur. Cada pozo se llen6 con
30 pL del extracto libre de células (cepa productora). Las placas se
colocaron a temperatura ambiente durante 30 min con el fin de permitir la
difusion del extracto y después se incubaron a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, la actividad antagoénica se determind observando
la apariciéon del halo de inhibicién de crecimiento.

Determinacién de Acidos Organicos
Preparacion de la muestra

Se inocul6 cada una de las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes en
caldo MRS a 35 °C +/- 2 °C durante 24 h hasta alcanzar una densidad
optica (A=600 nm) de 1.0 (concentracion aproximada de 10° ufc / mL).
Posteriormente se pesaron 150 g de lomo de cerdo y se inocularon por
inmersion en la suspension de bacterias lacticas (5 % de indculo) se dejaron
reposar durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente la carne se
escurri6 y se dividié en porciones de 20 g aproximadamente los cuales se
empacaron al vacio en una empacadora VacMaster modelo SVP 15 (México,
Distrito Federal) las muestras se almacenaron a 10 +/- 2 °C durante 15
dias, la carne sin inocular constituy6 el testigo.

Acidez Total Titulable (ATT)

Esta determinacién se realizd por el método descrito por Guerrero y
Arteaga (1990). Los anélisis se realizaron a los dias 1, 3, 6, 8, 10, 13 y 15
de almacenamiento.

Se homogeneizaron 20 g de cada muestra de lomo de cerdo con 200 mL de
agua destilada durante 1 min en una licuadora convencional, la mezcla
obtenida se filtr6 a través de una manta de cielo. El filtrado se afor6 a 250
mL con agua destilada. A 25 mL de esta solucion se le adicionaron 75 mL de
agua destilada y se realiz6 una titulacion con NaOH al 0.1N, usando
fenolftaleina como indicador. Esta determinacién se realizd por triplicado.
Finalmente, la ATT se reportdo como % de acido lactico.
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Cuantificacién de acido acético

Las muestras de lomo de cerdo fermentado se analizaron por duplicado a
los dias 1 y 8 de almacenamiento. Para la extraccion, se pesaron 5 g de
muestra y se homogeneizaron durante 1 min con 20 mL de agua destilada en
una licuadora convencional. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
8000 g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 utilizando una membrana
de teflon con un tamafio de poro de 0.45 pm (Schleicher y Schuell No. Cat.
LLFZ495 Dassel, Germany) y se aford a 25 mL. Se ocuparon volumenes de
0.5 pLL para inyectar al cromatégrafo de gases para realizar la cuantificacion
de 4cido acético.

Condiciones de cromatografia

La cuantificacion de 4cido acético se realiz6 en un sistema de cromatografia
de gases Hewlett Packard Modelo 5890 (Palo alto, C. A. USA), equipado con
un detector de ionizacion de flama y una columna AT-1000. Para determinar
la concentraciéon de acido acético presente en las muestras, se elabord una
curva patron a partir de acido acético 0—-80 ul/mL.

Resultados y Discusiéon
Actividad Antagénica

Las bacterias lacticas aisladas de carne y de productos carnicos son
probablemente los mejores candidatos para mejorar la calidad
microbiolégica de estos alimentos, debido a que estos microorganismos se
han adaptado a las condiciones en este ambiente y deberian ser mas
competitivas que las bacterias lacticas de otras fuentes.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la actividad antagénica de las
10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes contra microorganismos
deteriorantes; los resultados muestran que todas las bacterias lacticas
utilizadas producen actividad antagénica contra Pseudomonas fragi vy
Pseudomonas fluorescens, pero no la presentan con las cepas restantes:
Enterococcus sp., Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Brochothrix
thermosphacta y Alteromonas putrefaciens, esto bajo las condiciones de
este estudio. Esto es importante ya que aunque la microflora inicial de la
carne es muy variada, la mayoria de los microorganismos que alteran la
carne fresca refrigerada son bacterias de los géneros Pseudomonas vy
Moraxella (Buchanan y Palumbo, 1985).
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Tabla 1 Actividad antagonica de bacterias lacticas aisladas de productos carnicos
cocidos sobre microorganismos deteriorantes.

Cepa Productora

11 12 15L 21 22 10a 15* 1b5¢c 17 18

Cepa Sensible

Enterococcus sp. - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - - -
Morganella morganii - - - - -
Brochothrix thermosphacta - - - - - _
Alteromonas putrefaciens - - - = =
Pseudomonas fragi + + + + o+ + + + + o+

Pseudomonas fluorescens S s + 4 s h s + +

+ Actividad antagonica, — No actividad antagonica

En la Tabla 2 se muestra la actividad antagonica de las 10 cepas de
bacterias lacticas termotolerantes contra ellas mismas; solo dos cepas
mostraron actividad antagonica Pediococcus pentosaceus (11) vy
Lactobacillus plantarum (15c¢).

La finalidad de este estudio fue conocer el efecto inhibitorio entre las
mismas bacterias lacticas, ya que algunas de ellas pueden ser deteriorantes.
Las bacterias lacticas pueden producir metabolitos secundarios que pueden
inhibir cepas de algunas especies cercanamente relacionadas a la cepa
productora. Schillinger y Liicke (1989) encontraron que L. sake produce una
bacteriocina que ellos denominaron sakacina A, la cual solo inhibia otras
bacterias lacticas. Se ha reportado que Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus helveticcus 'y Lactobacillus plantarum producen también
bacteriocinas inhibidoras solo de otras bacterias lacticas (Daeschel y col.,
1983, citado por Schillinger y Liicke, 1989). En estudios similares, Todorov
y col. (1999) reportaron que Lactobacillus plantarum ST31 produce una
sustancia antimicrobiana (plantaricina) que inhibe a cepas de los géneros
Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Bacillus y algunos
microorganismos toéxico—patogenos que incluyen Staphylococos aureus.
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Tabla 2 Actividad antagonica de bacterias lacticas aisladas de productos carnicos
cocidos sobre ellas mismas.

Cepa Productora

11 12 15L 21 22 10a 15a 1b6c 17 18

Cepa Sensible

P. pentosaceus (11} - - - - - - -+ - -
P. pentosaceus (12) - - - - - - - _ -
P. pentosaceus (151)) - - - - - - - -
A. viridans (21)
P. pentosaceus (22)
E. faecium (10a)

P. pentosaceus (15a) - - - = = - - _ _

L. plantarum (15c¢) + - - - - - _ _ _
L. plantarum (17) - - - = = - - _ -
E. faecium (18) - - - - - - - _ -

+ Actividad antagoénica, — No actividad antagonica

Las 10 cepas de bacterias lacticas termotolerantes no mostraron actividad
antagonica con los tres microorganismos patdgenos utilizados en este
estudio (E. coli, Salmonella sp. y Listeria innocua). Existen varios factores
que influyen en la actividad antagénica de las bacterias tales como el pH,
tipo de cepa, composiciéon del medio, tiempo de incubacién y temperatura
6ptima (Yang y Ray, 1994).

Lemus y col. (1991) estudiaron 10 cepas de Lactobacilos aislados de cortes
de carne y que eran productores de bacteriocinas, ellos probaron su
actividad inhibitoria contra 4 cepas de L. monocytogenes, 2 cepas de
Aeromonas hydrophila v 2 cepas de S. aureus. Sus resultados mostraron
que 8 cepas de Lactobacilos tuvieron actividad inhibitoria contra todas las
cepas utilizadas como cepas indicadoras y por lo tanto, concluyeron que el
uso de Lactobacilos productores de bacteriocinas puede constituir un medio
natural de conservacion.

Helander y col. (1997) reportaron inhibicion de microorganismos gram
negativos por medio de bacterias lacticas, sin embargo, ellos atribuyeron
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esta inhibicion a la produccién de acidos organicos y no a la produccién de
bacteriocinas.

Ferreira y col. (2003) aislaron 484 bacterias lacticas de salami italiano
(dentro de las cuales se encontraron especies de Leuconostoc
mesenteroides, subsp. cremoris, Lactobacillus bifermentans y Lactobacillus
alimentarius), y determinaron la actividad antagbénica contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enteriditis N
Escherichia coli ATCC25922; los resultados que obtuvieron mostraron que
115 cepas de BAL aisladas de salami italiano inhibieron al menos dos de los
microorganismos patogenos ya mencionados, teniendo mayor inhibicion
contra Listeria monocytogenes. Ellos concluyeron que el uso de estos
microorganismos como cultivos iniciadores en la elaboracion de embutidos
fermentados puede incrementar la seguridad para el consumo de estos
productos.

Determinacién de Acidos Organicos (ldctico y acético)

La fermentacion lactica genera sabores y olores caracteristicos, algunos
debido a la presencia de &cidos organicos de cadena corta como acido
lactico, acético, propionico, etc. (Liicke, 2000), los cuales en muchas
ocasiones son muy apreciados en la elaboraciéon de productos cérnicos. Sin
embargo, la produccion de tales compuestos podria tener algin impacto
sobre el sabor y el olor de la carne y de productos carnicos y por lo tanto,
afectaria la aceptacion por parte del consumidor.

Produccién de acido lactico

Los principales mecanismos por los cuales las bacterias lacticas reprimen a
sus competidores son por la formacion de acido lactico, acido acético y
bacteriocinas (Helander y col., 1997).

Muchos 4acidos organicos y sus sales tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion de microorganismos deteriorantes y patogenos en los
alimentos. Las sales de los 4cidos organicos de cadena corta han sido
clasificadas en la lista de GRAS para usos como emulsificante, potenciador
de sabor y agente de control de pH en algunos alimentos (De Koos, 1992).

En la Figura 1 se muestran los resultados de la produccion de acido lactico
de las 10 cepas utilizadas: Pediococcus pentosaceus (11), Pediococcus
pentosaceus (12), Pediococcus pentosaceus (151L.), Aerococcus viridans
(21), Pediococcus pentosaceus (22), FEnterococcus faecium (10a),
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Fig. 1. Variacién de la acidez total titulable en carne de cerdo inoculado con bacterias lacticas
termotolerantes: a) Pediococcus pentosaceus (cepa 11), b) Pediococcus pentosaceus (cepa 12), c)
Pediococcus pentosaceus (cepa 15L), d) Aerococcus viridans (21), e) Pediococcus pentosaceus (cepa 22),

f) Enterococus faecium (10a), g) Pediococcus pentosaceus (15a), h) Lactobacillus plantarum (15¢), 1)

Lactobacillus plantarum (17), j) Enterococcus faecium (18).
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Pediococcus pentosaceus (15a), Lactobacillus plantarum (15c), Lactobacillus
plantarum (17) y Enterococcus faecium (18); todas las cepas produjeron
niveles de acido lactico mayor que el testigo (muestra de carne sin inoculo
sometida a las mismas condiciones que todas las muestras) durante los 15
dias de almacenamiento, produciendo la concentraciéon mas alta entre los
dias 8 y 10 en todas las cepas de BAL-T. Esto se debe a su caréacter
homofermentativo; las cuales tienen como principal producto de la
fermentacioén, acido lactico (Gonzalez y col., 2000).

Por otra parte, la concentracion de acido lactico producida en el testigo, se
pudo deber a la flora nativa de BAL de la carne, en las que se incluyen
especies como: Carnobacterium piscicola, Carnobacterium divergens,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc gelidum y Leuconostoc carnosum
(Hugas, 1998).

Borch y Agerhem (1992) obtuvieron un aumento en la produccion de acido
lactico aproximadamente entre 80 y 150 mg /100 g de carne durante el
almacenamiento, usando como inoéculo Lactobacillus sp. 93 SMRICC. Este
comportamiento se debi6 a que el empleo de vacio, favoreci6 las
condiciones anaerobias ideales para el desarrollo de cultivos
bioprotectores, asi como la producciéon de sus metabolitos, entre ellos el
acido lactico.

Minor y col. (2002) evaluaron la inoculacion de S. carnosus 'y L. alimentarius
para la conservacion de carne fresca de cerdo. La carne se almacené a 4 °C
durante 96 h, se determiné la cantidad de acido lactico por cromatografia de
gases, sus resultados mostraron que la produccion de 4cido lactico se
incrementa constantemente hasta las 48 h de almacenamiento, con un valor
de 4.25 y 4.11 mg / mL respectivamente, para posteriormente reducirse a
valores de 2.88 y 2.78 mg / mL, ellos concluyen que estas cepas pueden ser
empleadas en la elaboracion de embutidos para mejorar la calidad
microbiologica de la carne de cerdo.

Cuantificacion de acido acético por cromatografia de gases

En el primer dia de almacenamiento, el control (carne de cerdo sin inocular)
presentd una concentracion de acido acético de 2.15 pg/mL, siendo éste el
valor minimo (Tabla 3). En el resto de las muestras las concentraciones se
multiplicaron desde cerca de 5 hasta mas de 15 veces el valor del control.
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Tabla 3 Produccién de acido acético por bacterias lacticas termotolerantes en carne
de cerdo almacenado 1 vy 8 dias a 4 °C.

Concentracion de acido acético (ng/mL)

Muestra

Dia 1 Dia 8
Control 2.15 1.43
Pediococcus pentosaceus (11) 38.32 25.04
Pediococcus pentosaceus (12) 12.63 24.50
Pediococcus pentosaceus (151.) 20.99 16.54
Aerococcus viridans (21) 20.62 15.69
Pediococcus pentosaceus (22) 14.04 16.54
Enterococcus faecium (10a) 17.97 30.87
Pediococcus pentosaceus (152) 27.82 17.12
Lactobacillus plantarum (15c¢) 10.26 29.12
Lactobacillus plantarum (17) 13.38 17.12
Enterococcus faecium (18) 27.09 28.72

En el octavo dia de almacenamiento, el comportamiento de 4 de las cepas
(Pediococcus  pentosaceus (11), Pediococcus pentosaceus (15L),
Aerococcus viridans (21) y Pediococcus pentosaceus (15a)), fue similar al
del control con una disminucién de la concentracion de &cido acético,
mientras que las otras seis cepas (Pediococcus pentosaceus (12),
Pediococcus pentosaceus (22), Enterococcus faecium (10a), Lactobacillus
plantarum (15¢), Lactobacillus plantarum (17) y Enterococcus taecium (18))
incrementaron la concentracion del mismo. Aun cuando la caracterizacion
bioquimica identifico a las cepas como homofermentativas (Ramirez-
Chavarin, 2005), en este trabajo se ve que estas cepas se encuentran
produciendo acido acético, pero las cantidades son minimas. Una
explicacion, es que cuando se lleva acabo la fermentacion homoléctica se
puede producir una mezcla de 4cidos organicos, debido a una concentraciéon
de glucosa limitante, a un incremento de pH y temperatura, o la
fermentaciéon de aztcares diferentes a la glucosa. En estos casos, la
diferencia radica en el metabolismo del piruvato, el cual ademéas de producir
acido lactico produce otros acidos organicos como acético (Hofvendahl y



44 NACAMEH Vol. 3, No. 1, pp. 33-47, 2009

Hahn-Higerdal, 2000). Generalmente las bacterias lacticas que producen
mas acido acético (aproximadamente entre 1-2 %) son las
heterofermentativas (Larpent, 1995).

Quintero (2001) determin6 la cantidad de 4acido acético utilizando
cromatografia liquida de alta presién en carne de pollo inoculada con Z.
lactis subs. Jactis ATCC 11454 v S. carnosus MC-1-0204 almacenada
durante 8 dias. Se observo que la concentracion de acido acético se
incrementa durante el tiempo de almacenamiento independientemente del
inoculo empleado. En nuestro caso la produccion de acido acético fue
minima comparada con los valores que obtuvo Quintero (2001).

Conclusiones

Las bacterias lacticas termotolerantes solo produjeron actividad antagoénica
en contra del género Pseudomonas, bajo las condiciones utilizadas en este
estudio. Sin embargo, una de las bacterias lacticas produjo actividad
antagonica contra otra bacteria lactica. Todas ellas tuvieron una buena
produccién de acido lactico debido a su caracter homofermentativo. Estos
resultados indican que estas bacterias podrian ser aplicadas en productos
carnicos, debido a que tienen efecto positivo de inhibiciéon sobre el género
Pseudomonas que es predominante en la carne y productos carnicos en
refrigeracion, ocasionando deterioro de la misma.
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