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Introduccion

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son componentes de cultivos iniciadores
o starter utilizados en la industria alimentaria (Axelsson, 2004). Estas al
igual que otros microorganismos pueden ser capaces de generar diferentes
sustancias antimicrobianas, entre ellas las bacteriocinas, definidas como
péptidos con actividad antimicrobiana, producidos por sintesis ribosomal
(Garcia y col., 2010). Las bacteriocinas producidas por BAL son de interés
por su potencial accién bioconservante, existiendo varias reconocidas por
la FDA con el status de "seguras” o GRAS (Generally Recognized as Safe)
(Dal Bello y col., 2012). En este sentido, las bacteriocinas constituyen una
barrera Gtil, que actGan sinérgicamente con otros tratamientos de
conservacion en la obtencién de alimentos inocuos. En la industria lactea
gran parte de los cultivos iniciadores comerciales se integran por diferentes
cepas de Lactococcus lactis, para la elaboracion de queso y otros
productos fermentados. Ademas, se han identificado y caracterizado varias
cepas de L. lactis aisladas de diferentes fuentes, las que producen
diferentes tipos de bacteriocinas. La Nisina, descripta en 1928, fue una de
las primeras bacteriocinas aisladas, producida por Lactococcus lactis lactis
(de Arauz y col., 2009). El espectro de accién antimicrobiana de algunas
bacteriocinas producidas por BAL es amplio e incluye microorganismos
alterantes y/o patégenos de los alimentos como por ejemplo Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus y Clostridium botulinum entre
otros. Listeria monocytogenes es un patégeno emergente, el cual es un
peligro para la salud publica y que presenta leve o mediana resistencia a
los sistemas de conservacion tradicionales, como la refrigeracién o la
acidificacion, incluso se ha demostrado que sobrevive a las condiciones de
congelacion (Gurira y Buys, 2005; Gandhi y Chikindas, 2007).

\

objetivo de este trabajo fue determinar la
cinética de crecimiento y produccién de

bacteriocinas de Lactococcus lactis nativo en
leche, asi como evaluar el efecto
antimicrobiano  producido  sobre Listeria

innocua en dicha matriz.
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Materiales y Métodos

Lactococcus lactis GU967439 (secuenciacion del gen 16S del rRNA)
es una BAL nativa, aislada de leche cruda utilizada para la elaboracion
de quesos artesanales en Colonia, Uruguay. En estudios previos de
este grupo se ha demostrado, su efecto antimicrobiano in vitro frente a
Listeria monocytogenes y Listeria innocua; debido a sustancias
proteicas tipo bacteriocinas (Gonzalez, 2012; Fraga y col., 2013).

Para cumplir con el objetivo del presente trabajo, se realizaron curvas
de crecimiento de L. lactis en leche en polvo descremada estéril al
10% (RSM) a 30°C/30hs (Valbuena y col., 2008) . A su vez, se
determin6 su actividad acidificante por pH y la cinética de produccion
de bacteriocinas a través del método “well diffusion”, expresada en
unidades arbitrarias de actividad por mililitro (UA/mL) (Fraga y col.,
2008). Cada ensayo se realizé por duplicado y se realizaron tres
ensayos de manera independiente.

Por otra parte, se evalu6 la capacidad de L. lactis nativo para
antagonizar el crecimiento de L. innocua durante su co-cultivo en RSM
a 35°C/24 hs (Cosentino y col., 2012). Se utilizaron 2 tratamientos (A y
B) variando la concentracion de Listeria innocua. El tratamiento A
utilizando 6 Log UFC/mL y el tratamiento B con 3 Log UFC/mL. En Ay
B la dosis de L. lactis nativo fue de 6 Log UFC/mL. Como controles, se
evaluaron en paralelo el crecimiento de cada uno de los
microorganismos. Luego de 0O, 5, 10, y 24 hs, se realizaron el recuento
de L. lactis y de L. innocua, y el control de pH a los mismos tiempos. A
las 24 hs se evaluaron muestras para actividad bacteriocinogénica.

Anadlisis Estadistico
Los resultados de los recuentos, el pH y la actividad bacteriocinogénica
se analizaron independientemente mediante ANOVA (p<0,001)

considerando los efectos fijos de tratamiento, tiempo y la interaccion
tratamiento/tiempo.
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Resultados y Discusion

Crecimiento y produccién de bacteriocinas en leche

El nimero méaximo de células viables se
obtuvo a las 10 hs de incubacién (8,17
Log UFC/mL). En cuanto a la produccién
de bacteriocinas, la actividad se detectd
desde las 9 hs de incubacién y hasta el
final del ensayo (30hs). La actividad
méxima alcanzada fue 200 UA/mL a las
12 hs de incubacién correspondiéndose
con el final de la fase exponencial e inicio
de la fase estacionaria (Fig. 1).

En concordancia con estos resultados
varios autores han informado que la
biosintesis de bacteriocinas y
particularmente de la nisina se produce
durante la fase de crecimiento
exponencial y que se ve afectada por el
medio de cultivo (tipo y nivel de
nutrientes) y las condiciones ambientales,
entre otras (Powell y col., 2007; Settani y
col., 2008; de Arauz y col., 2009). Luego
de las 12 hs de incubacién la actividad
disminuy6é mas del 50%. Se mantuvo en
este valor hasta las 30 hs.

Recueno Log UFCImL y pH

Figura 1. Curva de crecimiento y produccién de
bacteriocina/s de L. lactis nativo en leche (RSM) a
30°C. Valores promedio de: Recuento bacteriano en
Log UFC/mL (O) y produccién de bacteriocinas en
UA/mL (@) y pH (A) (N=3; n=3)

Esta disminucién puede deberse al
agotamiento de nutrientes,
degradacion de proteinas, adsorcion a
la célula productora y/o diferentes
efectos en la produccién debido a un
pH bajo (Settanni y col., 2008; de
Arauz y col., 2009)

Efecto antimicrobiano en leche
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Figura 2. Crecimiento de L. innocua en co-cultivo con L. lactis nativo en leche (RSM) a 35°C, Tratamiento A
(dosis alta de Listeria- Izquierda ) , Tratarmenlo B (dosis baja de Listeria - derecha ).

Valores del Re: en Log UFG/mL de- co-cultivo (4-), control

de [isferia innocia (&), pH co-cultive {-7-), pH control de Listeria innocta (1)

Aciividad anfimicrobiana en UAATL de: co-cullivo () y control de L facis (). (N=3;

n=3}).

Existieron diferencias significativas (p<0.01) en los recuentos de L. innocua de ambos
tratamientos (A y B) en comparacion con los respectivos controles. Dichas diferencias
se encontraron a las 5, 10 y 24hs de incubacién. En el tratamiento A, el crecimiento
de L. innocua a las 24hs resulté 1,52 Log UFC/mL menor con respecto al control.
Mientras que en el tratamiento B el efecto inhibidor del crecimiento (posible
efecto bacteriostatico) fue méas acentuado ya que el crecimiento de L. innocua a
las 24hs fue 4,32 Log UFC/mL menos que el tratamiento control. Los resultados
observados coinciden en parte, con lo reportado por Cosentino y col., (2012), que
obtuvieron luego de 24 hs de incubaciéon 4 Log UFC/mL menor en el co-cultivo
con respecto al control. En cuanto al pH, existieron diferencias significativas en
ambos tratamientos en comparaciéon con los controles (5,10 y 24 hs). Esta
reduccién del pH es debida a la incorporacion de la BAL nativa (produccion de
acido lactico) ya que no existieron cambios en el pH del control de Listeria. En
este sentido es probable que la reduccion del nimero de L. innocua en los
tratamientos A y B sea en parte por un efecto independiente del grado de pH
alcanzado (produccion de bacteriocinas), al menos a las 10 hs de incubacion
donde la media de pH fue de 5.3 y existieron diferencias significativas en el
recuento de Listeria. Esto se respalda con lo descripto por Sorrells y col., 1989
respecto a su resistencia a pH é&cido, pudiendo crecer a pH entre 5,0-9,6 e
incluso a pH 4,4. Con respecto a la actividad bacteriocinogénica, a las 24hs fue
detectada en todos los tratamientos (A, B y en el control de L. lactis individual) y
el titulo en UA/mL fue similar al obtenido durante las curvas de crecimiento de L.
lactis nativo.

Conclusiones

L. lactis nativo es capaz desarrollarse y producir bacteriocinas en leche,
alcanzado un nivel maximo al inicio de la fase estacionaria.

En cuanto al efecto in situ sobre Listeria innocua, la incorporacién de esta
BAL en un co-cultivo afectd su desarrollo de forma significativa (posible
efecto bacteriostatico) en las concentraciones y periodos evaluados.
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