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RESUMEN

El tocosh como producto fermentado obtenido tradicionalmente por una técnica de
conservacion andina y que tiene propiedades nutritivas y terapéuticas, ain es producido
principalmente por las poblaciones en las regiones centrales del Perd (Ancash, Huanuco y
Junin) y que ademas es fuente de cepas de bacterias acido lacticas (BAL) con alto potencial
biotecnoldgico. Las BAL son microorganismos de grado alimenticio y, por lo tanto, una
buena alternativa a los productos quimicos que se aplican en la conservacion de alimentos.

Listeria monocytogenes posee una estrecha relacion genética con Listeria innocua, es por
esto que L. innocua es una opcion, para pruebas in vitro, como sustituto no patogenico de L.
monocytogenes. Asi, el presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto antagdnico
in vitro de las BAL aisladas de tocosh frente a L. innocua. Se realizo el aislamiento de las
probables BAL de muestras de extracto de tocosh, provenientes del banco de muestras del
Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso” de la Universidad
Nacional Agraria la Molina a 28 °C en medio MRS. Estos fueron caracterizados bioquimica
y morfolégicamente obteniendo 435 colonias las cuales resultaron catalasa negativas, KOH
negativas y Gram positivas, encontrandose una predominancia de forma bacilar con 75.4 %
seguido de cocobacilo 17.47 %y coco 7.13 %. El sobrenadante libre de células de sélo dos
cepas aisladas, 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13, presentaron efecto antagdnico frente a L.
innocua. Las sustancias antagonicas producidas por estas dos BAL son termoestables y sus
actividades no se ven afectadas por la neutralizacién ni por la eliminacion del efecto del
H20- (p > 0.05), sin embargo, las actividades se ven afectadas por la presencia de proteasas
como la proteinasa K, proteinasa de Streptomyces, a-quimiotripsina y tripsina (p < 0.05).
Estas sustancias producidas por 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 alcanzan sus niveles maximos
a las 12 y 48 horas de incubacion a 28 °C en caldo MRS, respectivamente. Ademas, las dos
cepas aisladas, 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13, presentaron una identidad del 98.15 %y 98.70

% a Lactobacillus brevis ATCC 14869" respectivamente.

Palabras clave: tocosh, bacteria acido lactica, antagonismo, Listeria innocua.



ABSTRACT

The “Tocosh” is a fermented product traditionally obtained by Andean conservation
techniques that has nutritional and therapeutic properties. It is still produced mainly by
populations in the central regions of Peru (Ancash, Huanuco and Junin) and it is also a source
of Lactic acid bacteria (LAB) strains with high biotechnological potential. LABs are highly
food graded microorganisms, and therefore, a good alternative to chemicals used in food
preservation. Listeria monocytogenes has a close genetic relationship with Listeria innocua.
Accordingly, L. innocua is an option for in vitro tests as a non-pathogenic substitute for L.
monocytogenes. Thus, the present work aims to determine the in vitro antagonistic effect of
BALSs isolated from tocosh against L. innocua. The isolation of the probable LABs from
tocosh extract samples was performed at 28 °C in MRS medium. These samples came from
the "Marino Tabusso™ Microbial Ecology and Biotechnology Laboratory from La Molina
National Agrarian University sample bank. These LABs were biochemically and
morphologically characterized obtaining 435 colonies which were catalase negative, KOH
negative and Gram positive, finding a predominance of bacillary form with 75.4% followed
by cocobacillus 17.47% and coconut 7.13%. The cell-free supernatant obtained by only two
isolated strains, 2TH03-BL12 and 2TH03-BL13, showed an antagonistic effect against L.
innocua. The antagonistic substances produced by these two LABs are thermostable and
their activities are not affected by neutralization or elimination of the H20- effect (p > 0.05).
However, the activities were affected by the presence of proteases such as proteinase K,
Streptomyces proteinase, a-chymotrypsin and trypsin (p < 0.05). These substances produced
by 2THO03-BL12 and 2THO03-BL13 reach their maximum levels at 12 and 48 hours of
incubation at 28 °C in MRS broth, respectively. Furthermore, the two isolated strains,
2THO03-BL12 and 2THO03-BL 13, presented a 98.15% and 98.70% of identity, respectively to
Lactobacillus brevis ATCC 14869".

Key words: tocosh, lactic acid bacteria, antagonism, Listeria innocua.



. INTRODUCCION

En el transcurso de los afios el hombre se organiz6 en asentamientos fijos y fue necesario
almacenar alimentos en los periodos de abundancia que en épocas de escasez eran
consumidos. La fermentacion de la leche y otros alimentos contribuyeron a satisfacer este
requerimiento (Martin 2008). Entre 1857 y 1863, Louis Pasteur estudié la fermentacion
acido lactica y diez afios mas tarde Joseph Lister obtuvo el primer cultivo puro de una
bacteria acido l4ctica (Report 2006). Las bacterias &cido lacticas (BAL) estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de diversos alimentos, tierra, plantas verdes,
asi como también del tracto digestivo y vagina de mamiferos, entre otras fuentes (Azadnia
et al. 2011, Tomaés et al. 2003).

Estos microorganismos naturalmente producen varias sustancias con un potencial
antimicrobiano, tales como acidos organicos, CO2 y el perdxido de hidrogeno (Carr et al.
2002, Martinis et al. 2003). Algunas cepas BAL son capaces de producir bacteriocinas
(Cotter et al. 2005, Riley y Wertz 2002) que son polipéptidos con actividad antimicrobiana
especifica contraun grupo de bacterias de la misma o diferente especie (Nesy Johnsborg
2004, Cotter et al. 2005).

El aumento en la demanda de productos que estén menos procesados y libres de presevantes
(Alvarez-Ledn et al. 2006), ha estimulado cada vez mas el uso de BAL o sus bacteriocinas
para el control de ciertos patégenos, como es el caso de Listeria monocytogenes, que
posibilitarian la biopreservacion y extension de la vida util de los alimentos, entre otras
aplicaciones (Gong et al. 2010, Holzapfel 1995, Leroi et al. 2009, Huang et al. 2009, Durlu-
Ozkaya et al. 2007).

Las BAL desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion y son
ampliamente utilizados en los alimentos industriales como herramientas para la seguridad
de la comida (Adamsy Mitchell 2002, Leroy y De Vuyst 2004), ya que el uso de BAL y de
sus productos metabolicos es Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS) para el
consumo humano (Liu et al. 2011, Silva et al. 2002, Chen y Hoover 2003). Especificamente,



las bacteriocinas representan una atractiva opcion para la industria de alimentos, debido a

que no alteran el sabor o el olor de los productos finales (Nes y Johnsborg 2004).

La enfermedad causada por especies de Listeria se conoce como listeriosis (Vazquez-Boland
et al. 2001). Listeria monocytogenes ha surgido como un patégeno importante transmitido
por los alimentos (Farber y Peterkin 1991) que causa enfermedad grave en los lactantes,
mujeres embarazadas, ancianos Yy personas inmunocomprometidas, que van desde la

septicemia, meningitis, encefalitis, y el aborto hasta la muerte ocasional (Liu et al. 2007).

Entre numerosos factores, el antagonismo microbiano parece jugar un papel importante en
el destino de L. monocytogenes en los alimentos (Aguilar et al. 2010, Leverentz et al. 2006,
De Carvalho et al. 2006). Otra especie de Listeria, Listeria innocua, no lleva los mismos
genes asociados con la virulencia como L. monocytogenes, ademas de ser no patdgeno, L.
innocua es fisiolégicamente cercana a L. monocytogenes, y ambos pueden ocurrir en los
mismos productos alimenticios (Cornu et al. 2002). La presencia de L. innocua se considera
un indicador de la presencia de L .monocytogenes debido a su frecuente contaminacion de
los alimentos, en los que por lo general crece mas y enmascara la presencia

de L. monocytogenes (Liu et al. 2003, Perrin et al. 2003, Curiale y Lewus 1994).

El tocosh, cuya palabra deriva del vocablo “togosh  palabra quechua que significa arrugado
y fermentado, es el resultado de la fermentacion bacteriana de productos andinos como la
papa (Naupari et al. 1993). Tocosh se ha preparado desde hace cientos de afios transcurridos
desde la época inca en Ameérica del Sur y todavia se esta preparando en muchas pequefias
comunidades en Perdl como en Ancash, Huanuco y Junin (Ray y Montet 2014). Ademas se
ha determinado la presencia de bacterias &cido lacticas durante la etapa de la inmersién de
los tubérculos en las fuentes de agua y también se han reportado bacterias del género
Lactobacillus en altas concentraciones al final del proceso de fermentacion, asi mismo, se le
atribuye propiedades alimenticias y curativas, como antimicrobiano y de reforzamiento del

sistema inmunologico (Prentice y Milka 2005, Garcia et al. 2005).

Social y econémicamente, el uso de agentes antimicrobianos posibilitaria la biopreservacion
y extension de la vida atil de productos alimenticios, propiciando una mayor produccién
para el mercado interno y externo mejorando la calidad del producto. Ademas, dada la
tendencia al aumento de las importaciones de productos naturales y de alimentos con

propiedades funcionales en paises europeos (Durlu-Ozkaya et al. 2007), redundaria en un



incremento de la produccién de las exportaciones, en la mejora econdémica de los

productores y por ende en su nivel de vida.

Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto antagonico in vitro de
las BAL aisladas de producto fermentados andinos derivados de papa: tocosh frente a

Listeria innocua.
Objetivos especificos:

- Caracterizar fisiolégicamente las bacterias acido lacticas aisladas de tocosh.

- Determinar el efecto antagonico in vitro de las cepas caracterizadas como BAL frente a
Listeria innocua.

- Caracterizar molecularmente las cepas BAL que presentan antagonismo contra Listeria

innocua.



Il. REVISION DE LITERATURA

1.1. TOCOSH

El tocosh o t"uqush (quechua) de papa es un producto alimenticio fermentado ancestral que
los campesinos locales todavia preparan en pequefias comunidades de las tierras altas de los
Andes centrales peruanos (Jiménez et al. 2018). Se obtiene al fermentar la papa fresca bajo
una corriente de agua proveniente de un manantial o acequia a 2.500 — 4.400 m.s.n.m.,
durante mas de 4 meses dependiendo de la variedad que se fermente (Zvietcovich 1985).
Durante el procesamiento del tocosh se realiza una reduccién de la celulosa por accién
bacterial, dejando en libertad al almidon y desarrollandose esteroides, adquiriendo un olor
bastante fuerte y distintivo como producto de la fermentacion (Naupari et al. 1993). Se sabe
que el tocosh es un alimento artesanal que contiene penicilina natural sintetizada por
poblaciones de Penisilium sp., y es conocido como el preservante del cuerpo que fortalece
el sistema inmunoldgico, suministrdndole diversa flora probiotica, ademas de bactericida
(Orihuela 1991).

En la actualidad Peru tiene tres regiones productoras de tocosh, las cuales son: Ancash,
Huénuco y Junin debido a la gran produccién y variedad de papas en la sierra central del
Per0. Se encuentra diferencia en la consistencia y sabor del tocosh segln sea norte, centro y
sur del Peru, siendo, la segunda, de mejor calidad por las condiciones climaticas éptimas
para su preparacion (Diaz y Delgado 2012). Para el procesamiento del tocosh, se utilizan
diferentes variedades de papa que contienen una gran cantidad de glicoalcaloides que son
solubles en agua y que le otorgan a la papa el sabor amargo. Las variedades silvestres mas
usadas para la elaboracion del tocosh son: shiri, rukki, cusi, puckoya, ayanhuiri, chaquilla,

huafia y mufi (Bravo 1991).
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Figura 1: Produccion tradicional de tocosh, comunidad de Tambogéan (Huénuco, Per() . (A) Pozo
en el suelo excavado cerca de un manantial de agua donde las papas se colocan entre las capas de
pajay costal; (B) Papas retiradas de un pozo después de 8 meses de almacenamiento - tocosh.

1.1.1. Procesamiento de tocosh de papa

Después de la cosecha de papa, especialmente de las variedades Huayro, Iskupuru y Blanca
se hace la seleccion de la papa que servira para su elaboracion; se usa la del descarte, la mas
amarga o tubérculos dafiados. Es frecuente en Ancash (tocosh) y Puno (anaphusa); se
practica con algunas variantes en muchas otras partes de la Sierra, como en Huanuco y Cerro
de Pasco (Gonzales De La Cruz et al. 2014, Vilca Renojo 2015).

El método de preparacion tradicional consiste en cavar un pozo (0,70 x 1,50 m de
profundidad) en el suelo cerca de un manantial o acequia, con temperaturas que fluctian
entre 5 a 16 °C, en el que se colocan grandes cantidades de papas (normalmente papas de



descarte) entre las capas de paja llamada “shicshi”; también se puede usar la misma acequia
que se acomoda con paja que se trae de la altura, la paja debe estar muy tupida y apelmazada.
Entre la paja se coloca la papa que debe estar muy escondida y protegida (Jiménez et al.
2018). Se usan costales y rocas pesadas para cubrir la pila con el fin de evitar que los
tubérculos sean arrastrados por la leve corriente de agua que atraviesa la zanja (Andina
2010); las papas se dejan fermentar en esta agua corriente hasta 12 meses. Después de este
tiempo, las papas sufren un pardeamiento enzimatico (Zvitov-Ya’ari y Nussinovitch 2014).
Pasado este tiempo se saca del pozo y se coloca en un area seca y sombreada para permitir
que el agua drene; se deja alli por tres dias. Ya seco se sacan las papas fermentadas (tocosh)
y se colocan en un nuevo paquete de shicshi, este producto obtenido se conserva para
consumo, venta 0, mas comunmente, como un producto de harina fina molida y secada al
sol que se utiliza para preparar diferentes caldos, guisos y "mazamorra™, que es un alimento

semi-liquido con consistencia espesa (Vilca Renojo 2015, Jiménez et al. 2018).

meses a mas

Figura 2: Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de tocosh (Ccapa 2017).



1.1.2. Composicion quimica de tocosh

La composicion quimica-bromatoldgica del tocosh es diferente al de la papa (Tabla 1). La
capacidad de captacién de agua en el tocosh es mayor, los lipidos también se incrementan
debido posiblemente a su concentracién en el producto, lo mas diferencial es la disminucién
de las proteinas totales y el incremento de los carbohidratos, ello podria atribuirse a la
hidrdlisis que se produce en el proceso. Los carbohidratos en el tocosh se incrementan
principalmente por la concentracion de almidon. En el proceso realizado, de sumersion de la
papa en el agua por un largo periodo y a baja temperatura, el aumento del almidon podria

deberse a la hidrdlisis de los polisacaridos no alminodosos y a la conversion de los azucares

a almiddn (Naupari et al. 1993).

La Sociedad Quimica del Perq, refiere que a partir de la papa (Solanum tuberosum), el tocosh
procesado por fermentacion a pH: 5-6 y temperatura 12 °C, obtiene un color blanco crema,
sabor acido, un olor a fermentacion caracteristica y textura semidura. Bromatoldgicamente
contiene un elevado nivel de carbohidratos (80%), menor cantidad de proteinas (3.91%) y
un alto nivel calérico (343.42kcal) (Belitz et al. 2009).

Tabla 1: Analisis quimico-bromatol6gico de la papa de la variedad Revolucion y del Tocosh.

Analisis Papa Papa de Tocosh
Muestra seca Muestra fresca Muestra seca  Muestra fresca
(9 %) (9 %) (9 %) (9 %)
Agua 10.34 77.92 12.69 79.66
Residuo seco 89.66 22.08 87.31 20.34
Lipidos 0.56 0.12 0.86 0.17
Proteinas totales 10.84 2.39 3.91 0.79
Cenizas 3.82 0.84 1.37 0.28
Fibra 1.61 0.35 1.16 0.24
Almidoén 68.19 15.06 77.13 15.69
Azuc. Reductores 0.51 0.11 0.79 0.16
directos
AzUc. Reductores 0.8 0.18 0.9 0.18
totales
Nitrogeno Aminico 0.28 0.06 0.31 0.06
Acidez (%H2S04) 1.41 0.31 0.3 0.26
Calorias (Cal) 339.72 84.16 343.42 80.13

FUENTE: Naupari et al. 1993.



1.1.3. Composicion microbioldgica de tocosh

Desde el punto de vista microbioldgico, solo se han realizado estudios preliminares que
demuestran que el tocosh resulta de la fermentacion microbiana, principalmente por
Lactobacillus (Jiménez et al. 2018). Asimismo, en el proceso de fermentacion de dicho
tubérculo se encontro la participacion de bacterias aerdbicas esporuladas (Bacillus) a partir
del 4to al 16vo dia. Entre el dia 16 y 20, se incrementé el nimero de Lactobacillus
manteniéndose constante hasta los 30 dias, bacterias que serian responsables de la
produccidn de gases. Las levaduras son escasas al inicio, se presentan entre los 8 a 12 dias
aumentando posteriormente en similar proporcion que los Lactobacillus hacia el final del
proceso, ya elaborado el tocosh refleja baja digestibilidad, pero amplio valor bioldgico
(Alvarez et al. 2011).

Ademas de ser un alimento basico importante para la poblacion local, se cree que los
compuestos generados por estos microorganismos son beneficiosos, aunque no se
encontraron estudios que respalden estas afirmaciones, se demostro su potencial probidtico
utilizando un modelo animal experimental y se compar6 con una cepa probidtica reconocida
de Lactobacillus acidophilus (Prentice y Milka, 2005). Ya que las bacterias acido lacticas
generalmente estan involucradas en alimentos fermentados tradicionalmente de origen
vegetal y muchas especies de estas han sido descritas como productoras de vitaminas,
bacteriocinas o degradadores de fitatos, pueden ser responsables de la gran diversidad de
propiedades medicinales atribuidas a este producto como tal, conocido como el "antibiotico

natural de los incas" (Yépez et al. 2017, Jiménez et al. 2018).

Recientemente, se han analizado productos alimenticios andinos fermentados
tradicionalmente como "tocosh" de las tierras altas de los Andes centrales peruanos

determinando sus poblaciones bacterianas (Figura 3) (Jiménez et al. 2018).

Segun las figuras la proporcidn de bacterias acido lacticas es menor en realaicon a otros

grupos como Clostridiaceae.
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Figura 3: Identificacion de poblaciones bacterianas en papas frescas (cero meses) y tocosh de pozos
de almacenamiento de 1 y 8 meses excavados cerca de un manantial de agua. Se muestra la abundancia
relativa (%) de familias (A), géneros (B) y géneros BAL (C).

1.2. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Este grupo de bacterias estan presentes en la alimentacién del hombre desde hace mucho
tiempo y es posible encontrarlas en diferentes productos debido a la capacidad que poseen
de crecer en una variedad de sustratos y en diversas condiciones biolégicas (Del Campo et al.
2008). Se encuentran en sustratos de origen animal de un pH neutro, asi como en los de
elevada acidez como son, normalmente, los de origen vegetal. También se encuentran
bacterias lacticas en ambientes de elevadas temperaturas y de altas concentraciones de
cloruro sédico; su adaptacion a estas dos Gltimas condiciones puede deberse a la necesidad
del hombre de conservar sus alimentos. Afortunadamente, estas bacterias producen acido
lactico como producto final de su metabolismo, que este ademas de no ser toxico para el
hombre y de poseer un sabor agradable, influye en el pH del medio reduciéndolo e
impidiendo asi el desarrollo de microorganismos perjudiciales (Moreira 1993, Agudelo et al.
2015).



Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bajo contenido de G + C, inferior al 50
%, formado de cocos y bacilos Gram positivos, estas bacterias no moviles se caracterizan
por su capacidad para fermentar el aztcar en acido lactico (Thokchom y Joshi 2012). No
forman esporas, estan desprovistos de citocromos, son anaerobios en la naturaleza, pero
pueden tolerar el aire, son catalasa negativos (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn 2010,
Thokchom y Joshi 2012). Pueden crecer a temperaturas de 5-45 °C y la condicion de pH
optimo es 5.5-6.5. Estas bacterias tienen requerimientos nutricionales complejos que
incluyen aminoacidos, péptidos, bases de nucle6tidos, vitaminas, minerales, acidos grasos y
carbohidratos (Vodnar et al. 2010).

1.2.1. Taxonomia de las Bacterias Acido LActicas.

La clasificacion de las bacterias acido lacticas en diferentes géneros esta basada en la
morfologia, modo de fermentar la glucosa, el crecimiento a diferentes temperaturas, la
configuracién del é&cido lactico producido, la habilidad para crecer a elevadas
concentraciones de sales y la tolerancia acido-base. La descripcidn general de este grupo de
bacterias se incluye en el grupo de Gram-positivos, no esporulados, cocos o bacilos que
producen &cido lactico como producto principal de la fermentacion de carbohidratos
(Ramirez Ledezma 2010).

Los limites de este grupo han sido objeto de controversia, pero histéricamente los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, y Streptococcus forman el corazéon del grupo. Las
revisiones taxondmicas de este grupo y la descripcion de nuevos géneros sugieren que las
bacterias acido lacticas se componen de un nidmero de géneros bacterianos dentro del phylum
Firmicutes, donde se incluye a los siguientes géneros: Carnobacterium, Alloiococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella
(Ercolini et al. 2001, Carr et al. 2002, Holzapfel et al. 2001, Thokchom y Joshi 2012). Sin
embargo, a partir del 2017 el orden de los Lactobacillales comprende seis familias (Sauer
et al. 2017). Cada familia consta de varios géneros, de los cuales solo se muestran los mas

conocidos y solo se ilustra una seleccion de especies (Figura 4).
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Figura 4: Taxonomia de las bacterias acido lacticas (Sauer et al. 2017).

1.2.2. Metabolismo de bacterias acido lacticas

Los principales carbohidratos existentes en la mayoria de los vegetales son glucosa, fructosa
y sacarosa. Las pentosas libres no suelen estar presentes en cantidades suficientes como para
ser importantes en las fermentaciones. Las BAL involucradas en las fermentaciones de
vegetales, aunque consisten en varios géneros diversos, se pueden dividir también en dos
grupos fisioldgicos, dependiendo de su via de fermentacién de hexosa siguiendo
principalmente dos rutas importantes: homofermentativa y heterofermentativa. Las
homofermentativas degradan las hexosas a través de la glucdlisis, y producen &cido lactico
como el principal producto final, mientras que las BAL heterofermentativas utilizan la via
de las pentosas fosfato produciendo &cido lactico, COa, acido acético y/o etanol (Blandino
et al. 2003). También puede producir otros productos finales, dependiendo de la especie y
las condiciones de crecimiento (Condon 1987, Kandler 1983, Génzle 2015).

A. Homofermentativas

Las bacterias acido lacticas homofermentativas u homolacticas (Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Enterococcus y algunas especies de Lactobacillus) poseen la enzima aldolasa
y pueden fermentan azucares por la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) de piruvato, que
es convertido en acido lactico, casi exclusivamente como producto final, por la lactato
deshidrogenasa (Mozzi et al. 2010) . Se producen dos moles de ATP por mol de hexosa
fermentada y no hay produccion neta de poder reductor ya que el NADH producido en la
transformacion de la triosafosfato a piruvato se consume posteriormente en la reduccion del
piruvato a lactato. Sin embargo, hay homofermentativas obligadas y facultativas. Estas

ultimas tienen glucosa-6-P-deshidrogenasa y siguen la via de las pentosas. El que utilicen
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unau otra via, alternativa o simultanea, depende de las condiciones de cultivo (Parés y Juarez

2002, Génzle 2015). La reaccion global se puede resumir como:

1 Glucosa ====) 2 Lactatos

B. Heterofermentativas

Bacterias &cido lacticas heterofermentativas o heterolacticas tales como Leuconostoc,
Oenococcus y ciertas especies de Lactobacillus, al carecer de la enzima aldolasa, fermentan
azucar en general por la via fosfocetolasa (PKP) (Mozzi et al. 2010). Producen solamente
50% de acido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa para formar 1 mol de &cido lactico,
1 mol de etanol y 1 mol de CO2. 1 mol de ATP es generada por mol de glucosa. También
difiere de la glucdlisis en que se originan 3 mol de NADH. Para recuperar el equilibrio redox,
1 mol se oxida en la etapa de reduccién del piruvato y, si no existen aceptores de electrones
alternativos, el acetilfosfato se reduce a etanol oxidandose las otras dos moles de NADH; si
existen aceptores alternativos se forma &cido acético como producto final. La fructosa
también puede ser metabolizada a través de la ruta heterofermentativa de forma analoga a la
glucosa, pero también puede funcionar como un aceptor de electrones adecuado llevando a
cabo la oxidacion del NADH; como resultado, una gran parte de la fructosa se reduce a
manitol (Devlieghere et al. 2004, Géanzle 2015).

Se tienen ahora las siguientes reacciones globales:

Glucosa mmm) Lactico + Etanol + CO2
3 Fructosa mmmm) 2 Manitol + Lactico + Acético + CO
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Figura 5: Principales rutas metabdlicas de fermentacién de azlcares por
bacterias &cido lacticas (Ganzle 2015).

1.2.3. Sustancias antagénicas producidos por las BAL

La utilizacién de los carbohidratos disponibles en el alimento y la reduccion del pH a causa
de los acidos organicos producidos, son el principal mecanismo de antagonismo microbiano
de las bacterias acido lacticas. No obstante, estas bacterias también producen un conjunto de
otras sustancias antagonistas dentro de las cuales se destacan el peréxido de hidrogeno,
dioxido de carbono, acetoina, reuterina, reuterociclina, péptidos antifingicos vy
bacteriocinas) (Banaay et al. 2013), que han sido utilizados como biopreservadores en
productos alimenticios, con el objetivo de evitar la proliferacion de patégenos como por

ejemplo Listeria monocytogenes (Durlu-Ozkaya et al. 2007).

A. Acidos organicos

Los niveles y tipos de &cidos organicos, tales como acido lactico, acético y propidnico

(Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn 2010), producidos durante el proceso de
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fermentacion dependen de la especie de organismo, composicion de cultivo y condiciones
de crecimiento (Lindgren y Dobrogosz 1990, Yang 2000). La fermentacion de azUcar,
seguido por una reduccién en el pH debido a la produccion de acido lactico y otros acidos
organicos es un factor importante para la inhibicion de crecimiento de microorganismos no
deseados (Ruiz Rodriguez et al. 2017, Djadouni y Kihal 2012).

El &cido lactico es producido por la via homofermentativa de las BAL como el principal
metabolito a través de la via EMP. Aunque también, por la via heterofermentativa se produce
en menores cantidades. Puede interactuar con las membranas celulares y causar acidificacion
intracelular y desnaturalizacion de proteinas. El grado de disociacion del acido lactico
depende del pH, donde un bajo pH se encuentra en la forma no disociada, siendo toxico para
hongos, levaduras y varias bacterias. En la actividad antimicrobiana, los esteroisdémeros del
acido lactico difieren, de forma que el acido L-l&ctico es mé&s inhibitorio que el isbmero D-
lactico (Ouwehand 2004, Yang 2000).

El &cido acético y propionico son producidos por las cepas de BAL por la via
heterofermentativa, pueden interactuar con las membranas celulares y causar acidificacion
intracelular y desnaturalizacion de proteinas. Estos compuestos antimicrobianos son mas
efectivos que el &cido lactico debido a los elevados valores de pKa (acido lactico 3.08, acido
propiénico 4.87 y acido acético 4.75), por lo tanto tienen un mayor rango de actividad
antimicrobiana contra levaduras, mohos y bacterias (Yang 2000). El acido acético es el mas
efectivo contra el crecimiento de Listeria monocytogenes que el acido lactico. El &cido
acetico tiene una actividad sinérgica con el acido lactico; el pH del medio disminuye por la
accion del &cido lactico, aumentando la toxicidad del acido acético (Ouwehand 2004;
Sanchez 2003).

B. Peréxido de hidrogeno

El peroxido de hidrogeno (H20-) es producido en presencia de oxigeno como mecanismo de
proteccién por las BAL a través de la accion de flavoproteina oxidasa 0 NADH peroxidasa
(Dahl et al. 1989, Condon 1987). Las fermentaciones con produccion de acido lactico son
esencialmente reacciones anaerobicas por lo que la formacion de peroxido de hidrogeno sera
limitada por la cantidad de oxigeno disuelto en el sustrato al iniciarse la fermentacion. Su
efecto antimicrobiano se debe a la oxidacion de los grupos sulfhidrilo causando la
desnaturalizacion de enzimas, y de la peroxidacion de las membranas lipidicas, aumentando

la permeabilidad de la membrana. El H.O, puede ser un precursor para la produccion de
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radicales libres como son el superdxido (O2) e hidroxilo (OH-) los cuales dafian el ADN
(Adams y Moss 2007, Yang 2000).

3
Piruvato + O, +PO » acetil fosfato + CO,+H ,0,

piruvato oxidasa

Lactato + O , » piruvato + H,0,

I.- lactato oxidasa

Lactato + O2 » piruvato + H,0,

!

D- lactato deshidrogenasa
NAD-independiente

+
NADH +H +0, » NAD+H O,

NADH oxidasa

Figura 6: Produccion de peroxido de hidrdgeno por las bacterias acido lacticas (Moreira 1993).

C. Dioxido de carbono

El didxido de carbono (COz2) es producido principalmente por la via heterofermentativa de
las BAL. Aln se desconoce el mecanismo de accion antimicrobiana del CO», sin embargo,
puede crear un ambiente anaerobio el cual inhibe las descarboxilaciones enzimaéticas, y la
acumulacién de CO:z en la bicapa lipidica de la membrana causando una disfuncion en la
permeabilidad. A bajas concentraciones el CO2 puede estimular el crecimiento de algunos
organismos mientras que a una alta concentracion puede prevenir el crecimiento de
microorganismos deterioradores de alimentos. El grado de inhibicién por CO. varia
considerablemente entre los organismos. EI CO> a concentracion del 10% puede disminuir
las cuentas bacterianas totales hasta un 50% y a concentraciones de 20-50% tiene una fuerte
actividad antifangica (Ouwehand 2004, Yang 2000).
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D. Compuestos aromaticos

El diacetilo 0 2,3-butanodiona es el producto final de la fermentacion del citrato producido
por Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus (Hugenholtz 1993,
Vandenbergh 1993). El efecto antimicrobiano del diacetilo se conoce desde 1930, tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas impidiendo el uso de
arginina y de ser bacteriostatico para bacterias Gram positivas (Ouwehand 2004), debido al
grupo a, a-dicarbonil de la molécula, que reacciona con la porcion guanido del aminoacido
arginina de las enzimas microbianas, desactivandolas por bloqueo o modificacion de la zona

catalitica (Lindgren y Dobrogosz 1990).

El diacetilo a 344 pg/mL puede inhibir cepas de Listeria. Dado que la produccion de
diacetilo durante la fermentacion lactica es baja y los niveles sensoriales aceptables son de
2-7 pg/mL, esto limita su uso como conservador en alimentos. Sin embargo, el diacetilo
puede actuar sinérgicamente con otros factores antimicrobianos y contribuir a los sistemas

combinados de conservacion en los alimentos fermentados (Ouwehand 2004, Yang 2000).

El acetaldehido es producido por cepas de Lactobacilus delbruecki ssp. bulgaricus mediante
la accion de una treonina aldolasa la cual transforma la treonina en acetaldehido y glicina.
Debido a que el Lactobacilus delbruecki ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
presentes en el yogurt no pueden metabolizar el acetaldehido, éste se acumula en el producto
aumentando la concentracién a 25 ppm. A una concentracion entre 10-100 ppm el
acetaldehido inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y
Escherichia coli en productos lacteos (Sanchez 2003).

E. Reuterina

Entre los compuestos no protéicos que producen las BAL durante su crecimiento se
encuentra la reuterina. Esta sustancia solo se produce por Latobacillus reutery, aislado del
tracto gastrointestinal de personas y animales; su potencial toxico ain no se ha evaluado,
aunque por su naturaleza existen dudas acerca de su posible utilidad en la industria
alimentaria. Su actividad antimicrobiana es extraordinariamente amplia, afectando a
bacterias Gram positivas, Gram negativas, levaduras, mohos y protozoos. La reuterina se
forma durante la utilizacion anaerobia del glicerol e inhibe la actividad de la enzima
ribonucledtido reductaza involucrada en la sintesis del ADN, lo que determina su amplio

espectro antimicrobiano (Yang 2000).
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F. Bacteriocinas

Las bacteriocinas se pueden definir como péptidos antimicrobianos generalmente de 3-10
kDa, estables al calentamiento, tienen un punto isoeléctrico alto, de naturaleza anfipatica
catidnicas, ya que contienen un exceso de residuos de lisina y arginina o, en algunos casos
hidrofobica y su capacidad para interaccionar con la membrana plasmatica de las células
sensibles (Rodriguez et al. 2000, 2003, Criado et al. 2006). Ademas, las bacteriocinas se
sintetizan ribosdbmicamente y se someten a modificacion postraduccional produciéndose
durante la fase primaria de crecimiento bacteriano (Beasley y Saris 2004, Rodriguez et al.
2000, 2003).

En general, las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram positivas, tales como las
BAL presentan un amplio espectro antimicrobiano que afecta incluso a géneros taxonémicos
no relacionados con una accién bactericida o bacteriostatica contra algunas especies
bacterianas (Nes et al. 2007, Jack et al. 1995). El extenso conocimiento sobre muchas de las
bacteriocinas provenientes de las BAL vy junto al estatus que generalmente se les considera
como seguros, las hace ser consideradas como biopreservantes y seguras para el consumo
humano, ademas pueden degradarse facilmente por enzimas proteoliticas, especialmente por
las proteasas del tracto gastrointestinal de mamifero (Xie et al. 2011, Rodriguez et al. 2000,
2003).

A pesar que las bacteriocinas de las BAL difieren en su espectro de actividad y en
determinantes bioquimicos y genéticos, algunas caracteristicas comunes permiten dividirlas
en cuatro clases, basadas en estructura primaria, peso molecular, estabilidad térmica y

organizacion molecular (Riley y Chavan 2006, Cotter et al. 2005).
e Clase I (lantibioticos):

Es una clase de sustancias peptidicas modificadas postraduccionalmente que contienen
los tioéter-aminodacidos policiclicos caracteristicos lantionina o metillantionina, asi como
los aminoéacidos insaturados dehidroalanina y acido 2-aminoisobutirico. Ademas, se
desarrollan en dos tipos basados en similitudes estructurales. Péptidos lineales (tipo A)
comprende moléculas flexibles anfipaticas, relativamente alargadas, con forma de
tornillo, cargadas positivamente. Su masa molecular varia entre 2 a 4 kDa y actlan
generalmente a traves de la formacion de poros, a traves de la despolarizacion de la
membrana, de la membrana citoplasmatica de la especie diana sensible, la nisina y la

lacticina son los principales representantes de este grupo (Ghrairi etal. 2012). Y
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globulares (tipo B), interfieren con las reacciones enzimaticas celulares. Su masa
molecular esta entre 2 y 3 kDa y no tienen carga neta ni carga neta negativa (Cintas et al.
2001, Deegan et al. 2005, Drider et al. 2006).

Las bacteriocinas BAL de clase | son pequefios péptidos estables al calor (<5 kDa), que
se modifican extensamente después de la traduccién, dando lugar a la formacion de los
aminoacidos tioéter caracteristicos lantionina (Lan) y B-metillantionina (MeLan). Estos
surgen después de un proceso de dos pasos. En primer lugar, la codificacion de los genes
serina y treonina pueden someterse a deshidratacion enzimética para dar lugar a
deshidroalanina (Dha) y deshidrobutirina (Dhb). Posteriormente, los grupos tiol de las
cisteinas vecinas atacan el doble enlace de Dha y Dhb produciendo Lan y MeLan,
respectivamente. Esta condensacion entre dos residuos vecinos da lugar a la formacién
de anillos covalentemente cerrados dentro del péptido anteriormente lineal que confiere
estructura y funcionalidad. También los miembros de este grupo contienen D-alanina.
Este dltimo residuo de aminodcido se deriva de deshidroalanina resultante de la
deshidratacion de un residuo de serina (Chen y Hoover 2003, Rodriguez et al. 2000,
2003).

Clase 11 (no lantibidticos):

Compuesto de péptidos termoestables (<10 kDa, con aproximadamente 37 a 48
aminoéacidos) que son péptidos activos de membrana que no contienen lantionina. Se
dividen en tres subclases (Drider et al. 2006) conocidas como:

— subclase Ila, de tipo pediocina o de bacterias activas contra Listeria spp., poseen una
secuencia consenso N-terminal Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. Ellos muestran un
alto grado de homologia (40 % -60 %) cuando las correspondientes secuencias de
aminoacidos estan alineadas. Se sintetizan con un péptido lider que se elimina
mediante procesamiento proteolitico, usualmente después de un residuo doble de

glicina por ejemplo como la pediocina PA-1, Sakacina A (Patton y Donk 2005).

— subclase I1b, se refiere a bacteriocinas de dos componentes (dos péptidos separados)
que requieren la union de dos péptidos para trabajar sinérgicamente con el fin de
tener por completo una actividad antimicrobiana optima. Lactacina F y lactococina
G son miembros de este grupo (Daw y Falkiner 1997).

— subclase llc, se agrupan en funcién de su caracteristica estructural Unica de una

ciclizacion cabeza a cola de sus cadenas principales (Gabrielsen et al. 2014, Belkum
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etal. 2011). La naturaleza circular de su estructura proporciona mayor estabilidad
estructural, mayor resistencia al estrés térmico y una estabilidad superior frente a la
digestion proteolitica, en comparacion con sus péptidos lineales (Perez et al. 2014).
Se han identificado numerosas bacteriocinas circulares, incluyendo enterocina AS-
48, gassericina A, uberolisina, carnociclina A, lactociciclina Q, garvicina ML,
leucociclicina Q y acidocina B (Acedo et al. 2015).

e Clase IlI:

Se compone de proteinas labiles al calor de alto peso molecular (> 30 kDa). Este grupo
no ha sido investigado. Ampliamente las bacteriocinas que representan este grupo son la

helveticina J, la acidofilucina A y las lactainas A y B (Riley y Chavan 2006).

e Clase lV:

Compuesto de bacteriocinas complejas que contienen restos de carbohidratos o lipidos,
ademas de la porcion de proteina (Riley y Chavan 2006). Sin embargo, se propuso que
estos complejos son artefactos de purificacion parcial y no una nueva clase de

bacteriocinas (Cleveland et al. 2001).

1.3. MICROORGANISMOS PATOGENOS EN ALIMENTOS

En los alimentos ocasionalmente se encuentran microorganismos patdgenos para el hombre
y los animales, muchos de estos alimentos presentan alto riesgo por sus caracteristicas
fisicoquimicas (pH cercano a la neutralidad, actividad de agua alta, y alto contenido de
proteinas y grasa) lo que permite que en su superficie se contamine con diversos
microorganismos, incluidos patégenos como Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus (MINSA 2019). ElI consumo de estos
microorganismos viables y en numero suficiente en el alimento, seguido del crecimiento del
mismo por la invasion de los tejidos puede ocasionar un proceso infeccioso en la que los
microorganismos no necesariamente se multiplican en el alimento, sino que el alimento s6lo
actia como vehiculo, siendo este el caso para bacterias, virus y parasitos que se multiplican
e invaden el intestino ocasionando enfermedades como shigelosis, listeriosis, gastroenteritis,
fiebre tifoidea, disenteria bacilar, hepatitis A y amibiasis. O bien por la ingestion de una
toxina ya presente en el alimento contaminado, las toxinas generadas en el alimento pueden
estar asociadas a las células microbianas o pueden ser liberadas de ellas. También puede

originarse una toxi-infeccion que es producida por la ingestion de alimentos con agentes
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patégenos que al multiplicarse en el intestino producen toxinas o sustancias toxicas, en este
tipo de enfermedades se incluyen las especies de Clostridium perfringes, Bacillus cereus,
Vibrio cholerae (Centurion y Takajara 2004, Orsi y Wiedmann 2016).

1.3.1. Género Listeria

Listeria spp. se caracterizan por ser bacterias Gram positivas de forma bacilar, no
esporuladas, de 1.2 x 0.5 pm, a veces cocoide y corineforme por mostrar diploformas
dispuestas en “V”; las células también aparecen aisladas. Son anaerobios facultativos,
moviles con flagelos peritricos. Presentan movilidad entre 20-25 °C, pero no a 37 °C. Son
organismos psicrotrofos, capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion, su crecimiento
Optimo es de 30 a 37 °C, pero puede crecer en un rango de 4 a 40 °C. El crecimiento de las
cepas es inhibido a valores de pH inferiores a 5.5 pero el pH minimo de crecimiento se
encuentra entre 4.4 y 5.6 (Frazier y Westhoff 2000).

1.3.2. Taxonomia

Actualmente el género Listeria incluye 17 especies reconocidas (L. monocytogenes, L.
seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. marthii, L. innocua, L. grayi, L. fleischmannii, L.
floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rocourtiae, L.
weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, y L. booriae), de las cuales solamente dos (L.

monocytogenes y L. ivanovii) son consideradas patégenas (Orsi y Wiedmann 2016).

Se sugiere la organizacion del género Listeria en dos categorias que son: Listeria sensu
strictu que incluye L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri, L. marthii, y
L. innocua, y Listeria sensu lato que incluye las otras 11 especies de las cuales ninguna se
describe como patégena (Edy etal. 2015, Orsi y Wiedmann 2016). A continuacion, se

muestra su clasificacion taxondmica:

Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase:  Bacilli
Orden:  Bacillales
Familia: Listeriaceae

Género: Listeria
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A. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patdgeno alimentario comun que se encuentra en la naturaleza.
Puede encontrarse en plantas, suelo o0 agua, y se ha aislado de muchos mamiferos y especies
de aves. Listeria monocytogenes es una bacilo corto, Gram-positivo, con motilidad de
extremo a extremo a temperatura ambiente (Brooks et al. 2013). Es un anaerobio facultativo
positivo a la catalasa, oxidasa negativa, con ligera -hemolisis en agar sangre. Se sabe que
Listeria monocytogenes sobrevive a la refrigeracion, congelacion, calentamiento y secado,
lo que crea obstaculos para la industria alimentaria. Tiene un crecimiento 6ptimo a 32-35 °
C, pero puede sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de refrigeracion. Se ha encontrado
en alimentos crudos, tales como frutas, verduras y carnes crudas, y se ha asociado con brotes
en leche cruda, helados, carnes crudas y productos de carne y queso listos para comer
(CFSAN 2003).

Esta bacteria intracelular Listeria monocytogenes es causante de la listeriosis en una gran
variedad de especies. Este patdgeno puede resistir temperaturas de congelacion, infectando
al hombre principalmente por la via digestiva, por lo que es un agente causante de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). La bacteria expresa su patogenicidad
cuando enfrenta huéspedes con deficiencia de inmunidad, especialmente de tipo celular. Esta
condicion se observa mayormente en grupos considerados de alto riesgo, como los nifios,
ancianos, individuos inmunosuprimidos y mujeres gestantes (Vazquez-Boland et al. 2001).
La listeriosis humana tiene una alta tasa de mortalidad, llegando hasta 34 %, y es en la

actualidad una de las ETA de mayor importancia en el mundo (Edy et al. 2015).

B. Listeria innocua

Listeria innocua, estrechamente relacionada con Listeria monocytogenes, es una cepa
bacteriana Gram-positiva, bacilo corto, no forma esporas, es catalasa positiva, oxidasa
negativa, y anaerobia facultativa (Brooks et al. 2013). La diferencia aparente entre las
especies es la falta de patogenicidad de L. innocua. A diferencia de L. monocytogenes, L.
innocua no produce B-hemdlisis en agar sangre (Poysky et al. 1993), esta caracteristica ha
sido una de las pocas pruebas disponibles para la diferenciacidn de especies de Listeria. Otra
diferencia es la presencia de arilamidasa en L. innocua, donde L. monocytogenes no contiene
esta sustancia (Bille et al. 1992). L. innocua en si no plantea actualmente un problema de
salud alimentaria para los consumidores. Sin embargo, la presencia de L. innocua indica el
potencial para la contaminacion de L. monocytogenes, que es una gran preocupacion para

los consumidores y procesadores. La similitud entre estas especies dificulta la distincion
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entre ellas, por otro lado L. innocua es una opcion atractiva como sustituto, para pruebas in

vitro, de L. monocytogenes debido a su estrecha relacion genética (Milillo et al. 2013).
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I1l. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1Material Biologico

A.

Microorganismos: Lactobacillus plantarum CRL 69, Lactococcus lactis CRL 1109,
Lactobacillus curvatus CRL 169, Listeria innocua 7, Escherichia coli ATCC 25922,
muestra de extracto de tocosh en medio caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) crio
preservadas en el cepario del Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia
“Marino Tabusso” de la UNALM.

3.1.2Materiales y equipos de laboratorio

A

Medio de cultivo

Medio agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Rogosa et al. 1951).

Medio caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS).

Medio caldo triptona de soya (TSB) enriquecido con 0.5% de extracto de levadura
(Anexo 3: A3).

Medio agar triptona de soya (TSA) blando (0.7% de agar) enriquecido con 0.5% de
extracto de levadura (Anexo 2: A2).

Medio agar triptona de soya (TSA) enriquecido con 0.5% de extracto de levadura (Anexo
2: A2).

. Soluciones y reactivos

Glicerol (99% de pureza)

Solucion de KOH al 3%

Solucion de H20: al 3%

Cristal violeta

Aceite de inmersion

Solucion NaOH 2N

Solucion de Catalasa de higado de bovino (1000 U/ml)

Proteinasa K de Tritirachium album (Sigma-Aldrich) (1600 U/ml).



Proteinasa de Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich) (1600 U/ml).

a-Quimiotripsina de pancreas bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (1600
u/ml).

Tripsina de pancreas bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (1600 U/ml).
Agua MilliQ

Buffer de PCR + KCI 10X

Buffer Tris-Borato-EDTA (TBE)

Dimetilsulfoxido (DMSO) 100%

Tampon de carga 6X

Cloruro de magnesio MgCl225 mM

Solucion de dNTPs 25 mM

Solucion de 100 pmol/ul del cebador BOX A1R

Solucion de 10 pmol/ul de los cebadores rD1y fD1

Taq polimerasa 5 unidades

. Equipos y materiales de Laboratorio

Asas de Kolle

Agitador mecanico orbital (MRC)

Autoclave horizontal (Barnstead)

Balanza analitica (Sartorius)

Camara de electroforesis (Cleaver Scientific Ltd)
Camara fotogréfica digital (Panasonic).

Congeladora de -20 °C (Whirlpool)

Congeladora de -80 °C (Sanyo)

Equipo de Bafio Maria (Memmert)

Espectrofotémetro (Genesys 6 — Thermo Electron Corp.)
Fotodocumentador de geles de electroforesis (Cleaver Scientific Ltd).
Kit de extraccion de ADN (AxyPrep)

Matraces Erlenmeyer

Mechero Bunsen

Microcentrifuga (Sigma)

Micropipeta automatica (Nichipet EX)

Microscopio (Leica DM750)

Placas Petri desechables 90x15”
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- Potenciémetro (Hanna Instruments pH 211)
- Refrigeradoras (Bosch)

- Termociclador convencional (Eppendorf)

- Vortex (Gemmy UM-300).

3.2 METODOS

3.2.1Lugar de ejecucion

Todos los ensayos experimentales se realizaron en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia “Marino Tabusso” de la UNALM.

3.2.2 Aislamiento de bacterias acido lacticas

Se descongelaron crioviales conteniendo muestras de extracto de tocosh, provenientes del
banco de muestras del Laboratorio de Ecologia y Biotecnologia “Marino Tabusso” de la
Universidad Nacional Agraria la Molina, de -80 °C hasta temperatura ambiente y después
se procedié a homogenizar la muestra en el vortex. En presencia del mechero con el asa de
Kolle se extrajo una pelicula de muestra y se procedi6 al aislamiento mediante la técnica de
agotamiento por estrias en agar MRS. Se dejé incubar a 28 °C por un periodo de 48 horas
(Paitéan et al. 2019).

Después de las 48 horas se extrajo una colonia de la placa con agar MRS y se sembré en
placas Petri con medio agar MRS por estrias en paralelo y se incubd por 24 horas a 28 °C,
se procedio a tomar muestra de una colonia aislada y seguidamente sembrarlo en 3 ml de
caldo MRS por 24 horas a 28°C (Paitan et al. 2019).

3.2.3Conservacion de las bacterias aisladas por congelacion a — 80 °C

Se tomo una alicuota de 1000 pL del caldo de cultivo fresco con las cepas a guardar (crecidos
previamente a 28°C durante 24 horas) y se dispenso en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se
adicion6 500 pL de glicerol (30% v/v). Las cepas se guardaron por duplicado en cajas

criogénicas y se almacenaron en congeladora a -80 °C (Soda et al. 2003).

3.2.41dentificacién de los aislamientos mediante pruebas bioquimicas

Se descongelaron las cepas de bacterias aisladas de -80 °C hasta temperatura ambiente y
después se procedié a homogenizar la muestra en el vortex. En presencia del mechero con
el asa de Kolle se extrajo una pelicula de muestra y se procedioé al aislamiento mediante

agotamiento por estrias en agar de MRS. Se dejo incubar a 28 °C por un periodo de 48 horas.
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Después de las 48 horas se extrajo una colonia de la placa con agar MRS y se sembré en 3
ml de caldo MRS para incubarlo por 24 horas a 28 °C. Las colonias presuntivas como BAL
se verificaron por medio de las pruebas de KOH, catalasa y tincion simple (Sharpe 1979, Oz
etal. 2017).

A. Prueba de KOH

Se prepar6 solucion de KOH al 3%, con el gotero se adiciond un par de gotas de solucion
KOH a la placa Petri vacia y estéril. En presencia del mechero con el asa de Kdélle se extrajo
una colonia ya aislada y se procedio a frotar la colonia aislada con las gotas de KOH en la
placa Petri. Si al separar el asa de la mezcla se forma una hebra viscosa, la prueba es positiva
e indica que se trata de bacterias Gram negativas y si al separar el asa no se forma una hebra
viscosa, la prueba es negativa, e indica que las bacterias son Gram positivas. Se realiz6 un
control positivo con E. coli ATCC 25922 (KOH positiva) para observar la diferencia entre
ambas (Gregersen 1978, Oz et al. 2017).

B. Prueba de catalasa

Se prepar0 solucion de H20: al 3%, con el gotero se adiciond un par de gotas de solucion
H>0> a la placa Petri vacia y estéril. En presencia del mechero con el asa de Kolle se extrajo
una colonia ya aislada y se procede a frotar la colonia aislada con las gotas de H20- en la
placa Petri, el desprendimiento de burbujas se considera una prueba positiva e indica que se
trata de bacterias catalasa positivas y si no hay desprendimiento de burbujas, la prueba es
negativa, e indica bacterias catalasa negativas. Se realizé un control positivo con E. coli ATCC
25922 (catalasa positiva) para observar la diferencia entre ambas (Naidu et al. 1999, Oz et al.
2017).

C. Tincion simple

Por altimo, se adicion6 una gota de agua destilada sobre el portaobjeto, luego en presencia
del mechero con ayuda del asa de Kolle se extrajo una colonia ya aislada y se procedio a
mezclar la colonia aislada con la gota de agua sobre el portaobjeto. Se fijo la muestra
pasandola rapidamente a la Ilama del mechero. Se adiciond cristal violeta y se dejo por un
minuto, luego se enjuagd con agua destilada y se secé con papel toalla. Y, para terminar, se
adicion0 aceite de inmersion y se observo al microscopio para determinar su morfologia
(Vazques et al. 2011).

26



3.2.5Actividad antagonica de cepas BAL contra L. innocua

Para este ensayo, se usé la técnica gota sobre la superficie (spot-on-lawn), que consiste en
aplicar 5 pL del sobrenadante de los cultivos de BAL sobre la superficie seca del medio
semisolido TSA (Gratia 1946) y se utilizaron como controles positivos las cepas de L.
plantarum CRL 69 y L. lactis CRL 1109 que son microorganismos bacteriocinogénicos de
referencia. L. innocua seré la cepa sensible, teniendo en cuenta que L. innocua es un sustituto

no patogénico de L. monocytogenes (Vaz-velho et al. 2001, Milillo et al. 2012).

Se tom6 30 pL de L. innocua (60% transmitancia; aproximadamente 10° UFC/mL)
previamente incubada en 3 ml de TSB enriquecido con 0.5% de extracto de levadura a 30
°C por 24 horas, y se colocd en un tubo conteniendo 10 mL de TSA blando (0.7% de agar)
enriquecido con 0.5% de extracto de levadura. Seguidamente se dispensé el contenido del
tubo en una placa Petri esteril y se dejé solidificar en condiciones de esterilidad. Luego se
centrifugaron los cultivos a 8000 rpm durante 5 minutos, previamente incubados en 3 ml de
caldo MRS a 28 °C por 24 horas, de las cepas control positivas y las BAL aisladas. Se
elimind el pellet celular del sobrenadante y se adiciond 5 uL del sobrenadante a la placa Petri
estéril que contiene el medio TSA blando con L. innocua. Se incub6 a 30 °C por 24 horas
para observar la formacion de halos de inhibicidn en las areas de aplicacion del sobrenadante
(Milillo et al. 2013, Reenen et al. 1998, Koo et al. 2012, Kuttner 1966).

3.2.6 Caracterizacion fisioldgica de BAL con actividad antagonica frente a L. innocua

Se tomd una asada asepticamente de la cepa en placa crecida por 24 horas a 28 °C luego se
resuspende en un matraz de 125 mL con 50 mL de caldo MRS. Se incubd a 28 °C durante
12 horas en un shaker a 100 rpm. Se repitié lo anterior, es decir, se realiz6 un pase de
preindculo a indculo, tomando 100 pl del caldo bacteriano crecido anteriormente durante 12
horas a 50 mL de caldo MRS estéril, incubandolo a 28 °C durante 12 horas a 100 rpm. En
un matraz de 250 mL se coloc6 135 mL de caldo MRS (10 g/L de glucosa), se inoculd hasta
obtener un valor inicial de densidad Optica de 0.1 a 600 nm y un volumen final de 140 mL.
Finalmente se incubd a 28 °C durante 48 h en agitacion constante a 100 rpm (Rodriguez, et
al., 2012).

A. Recuento en placa

Para monitorear el cambio en el recuento (UFC/mI) como funcién del tiempo, se tomaron
muestras a las: 0, 2, 6, 9, 12, 17, 24, 48 y 99 horas. En cada tiempo se tomaron un total tres

muestras provenientes de cada uno de los matraces usados (tres matraces). Asépticamente 1
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mL de muestra con ayuda de una micropipeta se colocé en un tubo con 9 mL de solucién
salina, previamente autoclavada, se homogenizo6 el tubo utilizando un vortex, este tubo
representa la dilucion 107, luego se realizd el mismo procedimiento, es decir diluciones
seriadas. En el tiempo cero del muestreo se realizé hasta la dilucion 107, mientras que para
los siguientes puntos de muestreo se realizo la dilucion hasta 108, Finalmente se tomaron
las tres ultimas diluciones realizadas y se colocd 1 mL de dilucidn en placas petri para luego
afiadir 15 mL de agar MRS a 45 °C aproximadamente. Se procedié a homogenizar el medio
para distribuir uniformemente el indculo, para luego incubar a 28 °C durante 48 h y contar
el nimero de colonias para luego ser multiplicado por el factor de dilucion y construir la

curva de crecimiento.

B. Medicién de pH

En paralelo se monitore6 el descenso de pH a las 0, 2, 6, 9, 12, 24, 48, 79 y 99 horas.
Asépticamente 500 pL de muestra con ayuda de una micropipeta se coloca en un microtubo
y se procedi6 a determinar el pH de las muestras con un potenciémetro por inmersion del

electrodo previamente calibrado.

3.2.7Caracterizacion de sustancias antagonicas contra L. innocua

Después de seleccionar las cepas BAL que presentaron inhibicion contra L. innocua, se
procedié a evaluar si las sustancias antagonicas producidas por las BAL son &cidos

organicos, perdxido de hidrogeno, ademas si son de naturaleza peptidica y termoresistentes.

Se inicid con la incubacion de las cepas BAL que presentaron inhibicién contra L. innocua
y las cepas control positivas (L. plantarum CRL 69, L. lactis CRL 1109 y L. curvatus CRL
169), a 28 °C en 10 ml de caldo MRS por 24 horas. Los caldos se centrifugaron a 8000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C y todos los sobrenadantes obtenidos se esterilizaron con filtro de

0.22 um para obtener sobrenadantes libres de células.

Para empezar, se eliminé el efecto de inhibicién por acidos organicos producidos por las
BAL, neutralizando los sobrenadantes con NaOH 2N hasta pH 7.0 y se esteriliz6 a través de
una membrana de 0.22 pum para obtener sobrenadantes neutralizados libres de células (Harris
etal. 1989, Yaakoubi et al. 2009). Para continuar se elimino el efecto de inhibicion del
per6xido de hidrogeno producido por las BAL, exponiendo a los sobrenadantes
neutralizados libres de células a una solucién de Catalasa (1000 U/ml ) por 30 minutos a
temperatura ambiente y luego se incuba, para la inactivacion de la enzima, a 30 minutos por

40 °C (Yaakoubi et al. 2009). Seguidamente se observo si la sustancia producida por las
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BAL es de naturaleza peptidica, para esto se tratd a los sobrenadantes libres de células, ya
neutralizados y expuesto con catalasa, con cuatro proteasas diferentes, proteinasa K,
proteinasa de Streptomyces, a-quimiotripsina y tripsina por 20 minutos (Benkerroum et al.
2000, Pringsulaka et al. 2012), con una concentracién final de 1600 U/ml y luego se incuba
a 1 hora por 40 °C.

Por ultimo, se evalud si la sustancia producida por las BAL es termoresistente, llevando a
incubar los sobrenadantes neutralizados libres de células y expuestas a solucion de Catalasa
(1000 U/ml) a 70 °C atres diferentes tiempos 10, 30 y 50 minutos; y a 100 °C por 10 minutos
en una mini-incubadora para microtubos (Pringsulaka et al. 2012).

Repitiendo la técnica gota sobre la superfie (Gratia 1946) se aplicaron 5 pL de los
sobrenadantes filtrados libres de células neutralizados, expuestas a solucion de catalasa,
tratadas con las cuatro diferentes proteasas y a diferentes temperaturas sobre placas estériles,
previamente dispensadas con 10 mL de TSA blando enriquecido con 0.5% de extracto de
levadura conteniendo 30 pL de L. innocua y se incubaron a 30 °C por 24 horas. Después de
las 24 horas se observo las zonas claras donde no crece la cepa sensible (L. innocua), el
medio se verd traslicido a diferencia de los alrededores donde se podra apreciar el

crecimiento de la cepa sensible (Lindgren y Dobrogosz 1990).

3.2.8Cuantificacion de la actividad inhibitoria de sutancias antagénicas contra L.

innocua

Para este ensayo, se uso la técnica de difusion en pozos para cuantificar, mediante el método
de dilucion critica, la actividad de los sobrenadantes libres de células frente a la cepa sensible
L. innocua (Pérez et al. 2016). Se inici6 con la incubacion de las cepas BAL que presentaron
inhibicion contra L. innocua y las cepas control positivas (L. plantarum CRL 69, L. lactis
CRL 1109y L. curvatus CRL 169), a 28 °C en 10 ml de caldo MRS por 24 horas. Los caldos
se centrifugaron a 8000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y todos los sobrenadantes obtenidos
se esterilizaron con filtro de 0.22 um. Estos se llevaron a las siguientes condiciones:
neutralizado (pH 7), adicion de catalasa, con cuatro proteasas diferentes (proteinasa K,
proteinasa de Streptomyces, a-quimiotripsina y tripsina), a temperaturas de 70 °C a tres
diferentes tiempos 10, 30 y 50 minutos; y a 100 °C por 10 minutos como se describe en el
procedimiento 3.2.7 y se realizaron diluciones de estas con agua desionizada estéril (1/1, 1/2,
1/4, 1/16, 1/64) (Botthoulath et al. 2018).
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Se inocularon 45 pL de L. innocua (60% Transmitancia) en tubos conteniendo 15 mL de
medio TSA enriquecido con 0.5% de extracto de levadura. Se dispensaron en placas Petri
estériles y se dejaron solidificar en condiciones de esterilidad durante una hora dentro de la
cabina de flujo laminar. Posteriormente, con ayuda de un sacabocados se realizo
perforaciones de 9 mm de didmetro en cada placa. A cada pozo, se le adicion6 40 ul de cada
uno de los sobrenadantes a diferentes condiciones Todo el procedimiento fue realizado
dentro de una cabina de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad. Se
procedio a sellar las placas con cinta parafilm e incubarlas boca abajo durante 30 °C durante
24 horas.

La actividad se definid como el reciproco de la dilucion mas alta que muestra un halo de
inhibicidn y se expresé en unidades arbitrarias (AU) por mililitro y se calcul6 con la formula
(1000 / 40) x (1 / D), donde 40 es el volumen de la muestra utilizada en microlitros, y D es
la dilucion maxima que inhibid el crecimiento de la cepa sensible a las 24 horas de
incubacion (Farias et al. 1994, Botthoulath et al. 2018).

3.2.9Cinética de crecimiento y produccion de sustancias antimicrobianas

Se tomo una asada asépticamente de la BAL crecida en placa con 24 horas de anterioridad,
luego se resuspendid en un matraz de 125 mL con 50 mL de caldo MRS. Se incubo a 28 °C
durante 12 horas en un shaker a 100 rpm. Se repitio6 lo anterior, es decir, se realiz6 un pase
de preindculo a indculo, tomando 100 ul del caldo bacteriano crecido anteriormente durante
12 horas a 50 mL de caldo MRS estéril, incubandolo a 28 °C durante 12 horas a 100 rpm.
En un matraz de 250 mL se colocd 135 mL de caldo MRS (10 g/L de glucosa), se inoculd
hasta obtener un valor inicial de densidad 6ptica de 0.1 a 600 nm y un volumen final de 140
mL. Finalmente se incub6 a 28 °C durante 48 horas en agitacion a 100 rpm (Rodriguez, et

al., 2012). Luego, se recuperaron alicuotas de 2 ml después de 0, 6, 12, 24 y 48.

Se sembraron las diluciones adecuadas en agar MRS, incubando a 28 °C por 24 horas y se
realizo el conteo celular, en paralelo se monitoreé el descenso de pH con un potenciometro
por inmersién del electrodo previamente calibrado como se describe en el procedimiento
3.2.6.

Para el control de la produccion de la sustancia antagonica, se utilizaron placas estériles con
medio TSA enriquecido con 0.5% de extracto de levadura inoculadas con 45 pL de L.
innocua (60% Transmitancia). Las placas fueron secadas durante 1 hora a temperatura

ambiente. Posteriormente, con ayuda de un sacabocado se realizé perforaciones de 9 mm de
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diametro en cada placa. A cada pozo, se le adicion6 40 ul de cada uno de los sobrenadantes
libre de células neutralizadas por el método difusion en pozos. Todo el procedimiento fue
realizado dentro de una cabina de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad.
Todas las placas fueron selladas con cinta parafilm e incubadas boca abajo durante 30 °C

durante 24 horas para después medir el halo de inhibicion (Gong et al. 2010).

3.2.10 Caracterizacion molecular de las cepas BAL aisladas de tocosh que presentan

antagonismo contra L. innocua.

A. Obtencion de ADN bacteriano mediante el uso del Kit de extraccion GeneJET
Genomic DNA Thermo SCIENTIFIC

En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se colect6 el caldo inoculado con la cepa a ensayar,
aproximadamente 2 x 10° células/mL. Se centrifugd por 10 minutos a 5000 g. luego de lo
cual se descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendid en 180 ul de buffer lisis y se incubo
por 30 minutos a 37 °C. Se afiadié 200 ul de solucién lisis y 20 ul de Proteinasa K y luego
de mezclar bien con vortex se incub6 la muestra a 56 °C mezclando con el vortex
ocasionalmente hasta que las células se lisen completamente por 30 minutos. Se adicioné 20
ul de solucion RNasa A mezclando con el vortex e incubando la mezcla por 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se adicion6 400 ul de etanol al 50%, luego de mezclar
bien, se transfirio el preparado lisado a una columna de purificacion GeneJET insertada en
un tubo colector. Se centrifugd la columna por 1 minuto a 6000 g. Se desechd el tubo
colector, seguidamente se coloca la columna de purificacion dentro de un nuevo tubo
colector de 2 ml y se adiciond 500 ul de buffer de lavado I. Se centrifug6 por 1 minuto a
8000 g. Se descartd el liquido sobrante y se colocd la columna de purificacion de nuevo en
el tubo colector. A continuacion, se adiciond 500 ul de buffer de lavado Il dentro de la
columna de purificacion. Se centrifugd por 3 minutos a maxima velocidad (12,000 g). Luego
se descartd el tubo colector y se transfirié la columna de purificacién a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml estéril. Para luego, adicionar 200 ul de buffer elucion al centro de
la membrana de la columna de purificacion. Se incub6 por 2 minutos a temperatura ambiente
y se centrifugd por 1 minuto a 8000 g. Por Gltimo, se descartd la columna de purificacion y

el ADN purificado se almacena a -20 °C.

B. Verificacion de la calidad del ADN extraido

Se prepar6 un gel de agarosa al 1 % en buffer Tris-Borato-EDTA 1X (TBE 1X),

dimensiones 15 x 10 cm. El gel solidificado se coloc6 en el interior de una camara de
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electroforesis y sumergido en buffer TBE 1X. Para cada cepa ensayada, se procedio a
mezclar 5 uL ADN purificado con 1.0 pL de buffer tampdn de carga 6X. Las mezclas
anteriores se cargaron en cada uno de los pocillos del gel, destinando el primer pocillo al
marcador de peso molecular (1 uL de DNA Ladder Plus (Fermentas Inc., USA) + 1 uL de
buffer de carga + agua MilliQ c.s.p. 4 pL). Cargado el gel, se procedid al cierre de la camara
de electroforesis y a la conexion de los electrodos. La corrida electroforética se llevé a cabo
a 80 V por 60 min. Concluido el tiempo de corrida, se traslado cuidadosamente el gel a una
bandeja con solucion acuosa de bromuro de etidio (0.5 pg/mL), dejando reposar durante 15
min. Posteriormente se trasladé el gel a una bandeja con agua destilada y se dejé reposar
durante 10 min para su lavado. Se colocé el gel contra la luz UV del fotodocumentador y se

tomaron las imagenes pertinentes.

C. Amplificacion BOX-PCR

El andlisis de los perfiles de bandas BOX se realiza de acuerdo a Versalovic et al. (1991). Se
empled el cebador BOX A1R (5"- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3).

La mezcla de reaccion para la amplificacion BOX-PCR (25 pL), consta de: buffer Taq +KCI
- MgCI2 (1X), DMSO al 10 %, MgCI2 7.5 mM, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 1.25
mM cada uno), cebador BOX A1R 0.8 pmol/pL, Taq polimerasa 0.08 U/uL (Fermentas Inc.,
USA) y 5 puL de ADN purificado. La reaccion se realiza bajo las siguientes condiciones: 1
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C x 3 min, 25 ciclos que consten de desnaturalizacion
a 93 °C x 45 s, annealing a 53 °C x 1 min y extension a 65 °C x 8 min. Finalmente, un ciclo
de extension final a 65 °C x 16 min.

Para comprobar la amplificacion, 5 pL de la reaccion seran mezclados con 1 pL de tampon
de carga 6X. La corrida electroforética se efectta en gel de agarosa 1.5% de dimensiones 15
x 15 cm, durante 3h a 80 V.

D. Agrupamiento de perfiles BOX-PCR/ semejantes

Los perfiles BOX-PCR de cada una de las cepas ensayadas, se compararon visualmente entre
si, buscando bandas en comin que muestren un mismo peso molecular. Se concideraron
idénticos cuando todas las bandas en cada perfil tienen la misma distancia de migracion

aparente.
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E. Amplificacion 16S-PCR

Se eligieron representantes de cada agrupamiento diferente de los perfiles BOX-PCR para
el secuenciamiento del gen ribosomal 16S, se usé el método descrito por Weisburg et al.
(1991) para amplificar el fragmento de 1500 pares de bases (pb), el cual es amplificado por

medio de una reaccion de PCR con los cebadores:

fD1 (5 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y rD1 (5
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3").

La mezcla de reaccion para la amplificacion (25 pL), consta de: buffer Tag +KCI - MgCI2
(1X), MgCI2 1.5 mM, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 0.5 mM cada uno), cebadores 0.5
pmol/uL cada uno, Taq polimerasa 0.02 U/pL (Fermentas Inc., USA) y 5 uL de ADN
purificado. La reaccion se realizd bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 93 °C x 2 min, 30 ciclos que consten de desnaturalizacion a 94 °C
x 45 s, annealing a 62 °C x 45 s y extension a 72 °C x 2 min. Finalmente 1 ciclo de extensién
final a 72 °C x 5 min.

Las muestras se corrieron en gel de agarosa 1 % en buffer TBE 1X (dimensiones15 x 10 cm)
a 60 V por 150 minutos aproximadamente hasta que la banda méas oscura del buffer alcanz6
la mitad del largo del gel. Posteriormente se procedio a limpiar el producto de amplificacion
con el kit PCR Cleanup de Axygen para eliminar cualquier tipo de impureza que pueda dafiar

el producto amplificado.

F. Secuenciamiento del gen ribosomal 16S

Para el secuenciamiento del gen ribosomal 16S, los productos de PCR obtenidos y
purificados fueron enviados a Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur), laboratorio que brinda
dicho servicio. Tras la recepcion de los cromatogramas y las secuencias enviadas por la
empresa Macrogen Inc. Se procedid con la limpieza de las secuencias utilizando el programa
BioEdit, version 7.0.5.3 (Hall 1999). Las secuencias de cada cebador (fD1 y rD1), fueron
verificadas, alineadas y empalmadas para su identificacion. Las cepas de referencia de
especies relacionadas registradas en el banco de datos de la “National Center for
Biotechnology Information (NCBI)” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) fueron identificadas
por herramientas del BLASTN y con el servidor EzTaxon

(https://www.ezbiocloud.net/taxonomy).
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3.2.11 Anélisis de datos

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados mostrados en las tablas
representan los valores promedios (o valores logaritmicos) con su respectiva desviacion
estandar. Se utilz6 un disefio completamente al azar, realizando un andlisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de comparaciones multiples de Minima Diferencia Significativa
(LSD) para los ensayos de neutralizacion, adicion de catalasa, proteasas y de diferentes
temperaturas en los sobrenadantes libres de células de las BAL que presentaron actividad
antagoénica frente a L. innocua. Se utilizé el programa estadistico Statgraphics Centurion 18—
X64, donde el método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Las desviaciones
estandar y los gréficos se realizaron con el programa Excel 2016.

34



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas de extractos de tocosh.

En esta primera etapa se realizd la seleccion de colonias mediante resiembras en placas
conteniendo agar MRS por el método de estrias por agotamiento, para lograr la purificacion
de las muestras provenientes de extractos de tocosh, en donde se pudo aislar 435 colonias
presuntivas de bacterias acido lacticas que crecieron en agar MRS a 28 °C. Para
posteriormente guardarlas a -80 °C en 8 cajas criogénicas (anexo 4: B4) para su posterior

identificacion.
4.2 ldentificacion de los aislamientos mediante pruebas bioguimicas.

Se reactivaron los 435 aislados presuntivas de bacterias acido lacticas en agar MRS a 28 °C
y se sometieron a las pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias acido lacticas,
las cuales resultaron catalasa negativa, KOH negativas y Gram-positivas (anexo 4: B4).
Estas son las pruebas generales utilizadas para la deteccion preliminar de BAL (Oz et al.
2017, Maldonado et al. 2018, Mulaw et al. 2019). Determinandose asi que las 435 bacterias
acido lacticas aislados, no presentaron la enzima catalasa, ademas de presentar resistencia
de la pared bacteriana a la solucion alcalina, siendo considerados Gram-positivas por ser
KOH negativos y una vez realizada la tincion simple a los aislados (Figura 7) se observo

diferencias en su morfologia.

Figura 7: Tincion simple de una colonla alslada presuntiva
como BAL al microscopio optico. 1000X



Como se observa en la tabla 2, la morfologia celular de todos los aislamientos bajo
microoscopio presentan una variedad de formas, tamafio y diferente grosor, tales como
bacilos largos, bacilos cortos, cocobacilos gruesos, cocos y cocos pequefios. Las BAL tienen
caracteristicas morfoldgicas de baston, cocobacilo y coco (Thokchom y Joshi 2012), ademas
en estudios donde se aislaron BAL de verduras, frutas y productos fermentados también se
evidencia una diversidad en cuanto a la morfologia de estas bacterias (Savadogo et al. 2004,
Sowmya et al. 2016, Sulmiyati et al. 2018).

Los aislamientos de BAL, en el presente estudio, podrian dividirse en tres grupos: bacilos,
cocobacilos y cocos de los cuales hay predominancia de forma bacilar con 75.4 % seguido
de cocobacilo 17.47 %y coco 7.13 % (Figura 8).

Proporcion de bacterias acido lacticas por morfologia

m Bacilo = Cocobacilo = Coco

Figura 8: Proporcion de bacterias acido lacticas aisladas de tocosh segln su Morfologia.

Estos resultados son consistentes con estudios preliminares de Jiménez et al. (2018), donde
se explord la diversidad de BAL provenientes de muestras de tocosh encontrandose cepas
BAL de las cuales hubo predominancia del género Lactobacillus seguido de Weissella 'y en

menor cantidad de Pediococcus, estas dos ultimas presentan morfologia cocobacilar y coco

respectivamente (Kamboj et al. 2015, Wade et al. 2018), para muestras de tocosh de ocho
meses. Ademas, muestran que bacterias acido lacticas como Lactobacillus y Leuconostoc
actuan durante el proceso de transformacion del tocosh, y los Lactobacillus son
predominantes en el producto final (Jiménez et al. 2018, Ray y Montet 2014).
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Tabla 2: Diversidad de BAL aisladas provenientes de extractos de tocosh seguin su morfologia.

Bacilo

BAL

Cocobacilo

Coco

(+): Un poco mas grande de lo normal.
(-): Un poco mas pequefio de lo normal.

4.3 Actividad antagonica de cepas BAL contra L. innocua.

Con objeto de determinar la posible actividad antagonica de las 435 bacterias &cido lacticas
aisladas de extractos de tocosh se uso la técnica de gota sobre la superficie (spot-on-lawn)
utilizada originalmente por Gratia en 1946, y cuyo empleo actualmente esta muy difundido
(Del Campo et al. 2008, Jiménez et al. 2018, Lopez Seijas 2017, Paitan et al. 2019, Fontana
et al. 2015, Ramos et al. 2018), donde se us6 como bacteria indicadora a L. innocua y como
cepas control a L. lactis CRL 1109 y L. plantarum CRL 69. La técnica gota sobre la
superficie permitio ver los halos de inhibicién de 1 mm de didmetro o mayores como se

observa en la Figura 9 los cuales se interpretaron de forma cualitativa (anexo 4: B4).
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Figura 9: Actividad antago6nica de cepas BAL contra L. innocua. (A) BAL que no presentaron
actividad antagénica. (B) Dos BAL presentan actividad antagénica. (C) Controles
bacteriocinogénicos L. lactis (LL), L. plantarum (LP) presentando actividad antagénica.

Los resultados muestran en primer lugar que sélo 2 de 435 aislamientos de BAL (anexo 4:
B4, Caja 3) presentaron capacidad antagonica sobre L. innocua en agar MRS a 28 °C (Figura
9B) al igual que las dos cepas control (Figura 9C). Si bien los resultados muestran un bajo
porcentaje (0,45%) de capacidad antagonica de esos aislados provenientes del extracto de
tocosh frente a L. innocua, en comparacién a otros estudios como Del Campo et al. (2008)
cuyos resultados indicaron que 19 cepas BAL aisladas (5,42 %) provenientes de muestras
de quesos frescos presentaron actividad antagénica frente a L. monocytogenes, los resultados

de Paitan et al. (2019) mostraron que 5 aislamientos de cepas BAL (10.41 %) procedentes

de muestras de heces de neonatos humanos presentaron actividad antimicrobiana frente a
L.innocua, los resultados de Ramos et al. (2018) mostraron que 12 cepas BAL aisladas (11
%) presentes en los diferentes pasos de la cadena de produccién de tunta inhibieron el
crecimiento de L. innocua y los resultados de Jiménez etal. (2018) registraron que 2
aislamientos de Leuconostoc mesenteroides (9 %) y 3 Lactobacillus sakei (11 %)
provenientes de muestras de tocosh presentaron capacidad antagonica frente a L. innocua.
Lo més probable es que estas diferencias en los porcentajes de actividad antagdnica se deban
a que las pruebas de identificacién de BAL que se usaron como la de KOH y tincion simple
con cristal violeta en vez de tincién Gram no fueron lo suficiente precisos y asi se trabajo
con otros tipos de bacterias que no son BAL. Como también se deba a la procedencia de las
cepas BAL aisladas y a las condiciones que han sido sembrados e incubados para los ensayos
de actividad antagonica.

En segundo lugar, las BAL son ampliamente conocidos por su capacidad para inhibir los
patdgenos alimentarios, como Listeria spp., mediante la produccién de compuestos

antimicrobianos como &cidos organicos, peréxido de oxigeno y bacteriocinas (Banaay et al.
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2013, Durlu-Ozkaya et al. 2007, Silva et al. 2018). Con lo cual se explicaria que los halos
de inhibicion (Figura 8B) formados contra la cepa sensible se deben al menos a un

compuesto antimicrobiano producido por estas dos BAL aisladas del extracto de tocosh.
4.4 Caracterizacion fisiologica

Los resultados indicaron que 2 BAL aisladas de extractos de tocosh mostraron actividad
antagonica frente a L. innocua, las cuales fueron identificadas con cddigos 2TH03-BL12 y
2THO03-BL13. Parte de la caracterizacion de estos aislados consistio en evaluar su
crecimiento en caldo M.R.S. a 28 °C durante 99 horas, como se describio en la metodologia,
y a la vez observar el comportamiento que presenta la curva de pH en dicho periodo de
incubacidn. Los resultados se presentan en la Figuras 10y 11.

En el caso del aislado 2TH03-BL12 (Figura 10) la curva de crecimiento comenzd con una

concentracion de 6.24x108 UFC/ml y un pH inicial de 5.85. El crecimiento exponencial se
mantuvo aproximadamente hasta las 9 horas alcanzando una concentracion de 2.82x10°
UFC/ml luego de lo cual llego a la fase estacionaria en la que permaneci6 hasta las 48 horas
con una concentracion de 3.68x108 UFC/ml, tiempo en que el cultivo bacteriano inicio su
fase de muerte. Con respecto a la curva de pH asociada al crecimiento del aislado 2THO3-
BL12, durante la fase exponencial se observd un pH de 5.16 (9 horas), ademas alcanzd un

pH de 4.36 a las 48 horas de incubacion y al cabo de las 99 horas llegd a un pH de 4.04.
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Figura 10: Dindmica de Crecimiento de 2TH03-BL12 en caldo MRS a 28 °C. Curva de crecimiento
(-67); pH (+A); las barras de error representan la desviacion estandar (n = 3).

Para el caso del aislado 2TH03-BL 13 (Figura 11) la curva de crecimiento comenz6 con una
concentracion de 4.00x10” UFC/ml y un pH inicial de 5.81. El crecimiento exponencial se
mantuvo hasta las 24 horas alcanzando una concentracion de 3.30x10° UFC/ml luego de lo

cual llegd a la fase estacionaria en la que permanecié hasta las 48 horas con una
concentracion de 3.73x10° UFC/ml, tiempo en que el cultivo bacteriano inicio su fase de
muerte. Con respecto a la curva de pH asociada al crecimiento del aislado 2TH03-BL13,
durante la fase exponencial se observé un pH de 3.94 (24 horas), ademas alcanzé un pH de

4.36 a las 48 horas de incubacion y al cabo de las 99 horas lleg6 a un pH de 4.32.
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Figura 11: Dinamica de Crecimiento de 2THO03-BL13 en caldo MRS a 28 °C. Curva de crecimiento
(-6-); pH (A); las barras de error representan la desviacion estandar (n = 3).

Para ambos aislados (Figura 10 y 11) se evidencia una disminucién del pH en el medio de
cultivo llegando a las 99 horas de incubacion un pH final de 4.04 para 2TH03-BL12 mientras
que para 2THO03-BL 13 registro el pH de 3.94 como el méas bajo a las 24 hora de incubacidn.

Estos resultados son consistentes con las caracteristicas de crecimiento de BAL ya que estos

producen metabolitos como &cido lactico, acido propiodnico y acido acético generados de un
metabolismo heterofermentativo del microorganismo (Génzle 2015), esta produccion de
acidos organicos seria una explicacion de la disminucién del pH en el medio de cultivo que
a su vez varia las condiciones Optimas de crecimiento para Listeria spp. entre ellas L.
monocytogenes y L. innocua, las cuales han sido reportadas con un pH de crecimiento entre
(4.1 -9.6) (Ochiai et al. 2020, Magalhées et al. 2016, Garcia Echeverry et al. 2018).

41



4.5 Caracterizacién de sustancias antagénicas contra L. innocua.

La determinacion de los factores de antagonismo, se procedié primero con los sobrenadantes
libres de células (SLC) como control (Figura 12A) observandose, en este caso la inhibicién
contra la cepa sensible, esto comprueba que no es necesario que las bacterias 2TH03-BL12
y 2THO03-BL13 tienen que estar presentes en el sobrenadante para que se produzca una
actividad antagonica, ademas de deducir que las sustancias antagonicas son de origen
extracelular ya que se encuentran en los sobrenadantes, estos resultados también se
obtuvieron en investigaciones anteriores al observar la formacion de halos de inhibicion en
los SLC frente a L. innocua y L. monocytogenes (Moreira 1993, Del Campo et al. 2008,
Zapata et al. 2009, Paitén et al. 2019). En el caso de Moreira 1993, el diametro de los halos
de inhibicion de SLC de Pediococcus sp. frente a L. innocua estuvieron entre 9.0 y 18.2 mm,
sin embargo, para este trabajo se observé la formacion de halos de inhibicion de los aislados
2THO03-BL12 y 2TH03-BL13 con promedio de 33.40 y 30.74 mm (tabla 3) respectivamente.

En paralelo se procedi6 a la neutralizacion de los SLC (Figura 12B) ajustando el pH cercano
a la neutralidad (~7.0), este tratamiento permitié determinar que al neutralizar los acidos
orgénicos presentes en el sobrenadante con NaOH la cepa sensible continto siendo inhibida,
resultados similares se obtuvo en la investigacion de Del Campo et al. (2008) donde se
evidencio que dos BAL presentaron inhibicion positiva en contra de L. monocytogenes al
neutralizar los SLC. Si bien los valores de pH medidos para las dos cepas aisladas a las 24

horas de incubacion fueron &cidos (entre 4-5 para 2TH03-BL12 y aproximadamente 4 para

2THO03-BL13) se determind que tal reduccion de pH, no fue suficiente para explicar la
inhibicién observada frente a L. innocua ya que el didmetro de los halos de inhibicion
obtenidos para los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13 midieron en promedio 32.20 y
31.44 mm respectivamente (tabla 3) y estos no representan una reduccion significativa

comparandolos con el didmetro de los halos obtenidos solo con SLC.
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Figura 12: Actividad antagonica de los SLC de las cepas 2TH03-BL12 (12), 2TH03-BL13 (13) y
controles bacteriocinogénicos L. lactis (LL), L. plantarum (LP), L. curvatus (LC) frente a L. innocua.
(A) Control, (SLC). (B) SLC neutralizado. (C) SLC neutralizado y sometido a la accién de catalasa.
Para excluir que la inhibicion fuera debida a la produccion de perdxido de hidrogeno (H205),
alos SLC que mostraron actividad después de ser neutralizados fueron tratados con catalasa.
Después de la inactivacién de la catalasa se probd la actividad residual y se evidencié que
seguia existiendo inhibicion sobre L. innocua (Figura 12C). Si bien la actividad
antimicrobiana del perdxido de hidrogeno esta bien documentada y el efecto antagonico de
este compuesto se observa en muchos microorganismos, entre los cuales se encuentra
Listeria spp. (Del Campo et al. 2008, Castro et al. 2011) los resultados mostrados para este
ensayo evidencian la presencia de halos de inhibicidn frente a L. innocua con didmetros de
32.70 y 30.10 mm para 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 respectivamente (tabla 3), resultados
parecidos han sido reportadas en la investigacion de Castro et al. (2011) donde la actividad
antimicrobiana de BAL frente a L. innocua aun continua después de haber sometido el SLC
frente a la accion de la catalasa. Determinandose asi, que el H>O2 no tuvo efecto sobre la

actividad inhibidora.

Ademas, los resultados que se muestran en la tabla 3, indican que no hay diferencias
significativas entre los diametros de los halos de las dos cepas isladas, lo que indica que otra

sustancia, distinta de acido o H20», presente en el SLC es la que tiene efecto antagonico.
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Tabla 3: Actividad antagonica de los SLC de las cepas 2TH03-BL12, 2TH03-BL13 y controles
bacteriocinogénicos L. lactis, L. plantarum, L. curvatus frente a L. innocua.

Antagonismo frente a L. innocua
Diametro de halo de inhibicion (mm)

Cepa
SLC SLC SLC
(Control) Neutralizado Catalasa

2THO03-BL12 33.40 + 0.602 32.20 + 0.992 32.70 £ 0.19°
2THO03-BL13 30.74 + 0.202 31.44 +0.142 30.10 +0.38?
L. lactis 28.06 + 0.532 27.87 +0.24% 27.20 +0.12°

L. plantarum 27.12 £ 0.26%° 27.70 £ 0.342 26.87 +0.31°
L. curvatus 29.83 +0.16° 29.80 + 0.16% 27.32 +0.38°

Todos los valores son promedios + desviacion estandar.
*b\alores con diferentes letras en la misma fila son significativamente diferentes (p < 0.05).

4.5.1 Efecto de tratamiento con proteasas

En esta etapa de la investigacion, se repitio el uso de los SLC que se utilizaron en la prueba
de sobrenadantes con catalasa. A fin de realizar una caracterizacion primaria de los SLC con
posible actividad bacteriocinogénica, se estudié la posible naturaleza proteica de las
sustancias antagonicas presentes en los sobrenadantes, para lo cual se evalu6 la accion
ejercida sobre su actividad por las siguientes enzimas proteoliticas: proteinasa K, proteinasa

de Streptomyces, a-quimiotripsina y tripsina.
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Figura 13: Efecto de diversas proteasas en la actividad antagénica de los SLC de las cepas 2TP03-
BL12 (12), 2TP03-BL13 (13) y controles bacteriocinogénicos L. lactis (LL), L. plantarum (LP), L.
curvatus (LC) frente a L. innocua. A. SLC neutralizado y sometido con proteinasa K. B. SLC
neutralizado y sometido con proteinasa de Streptomyces. C. SLC neutralizado y sometido con o-
quimiotripsina. D. SLC neutralizado y sometido con tripsina.

En la tabla 4, se observa el efecto de diversas enzimas en la actividad inhibidora del SLC de
los aislados 2TH03-BL12 y 2THO03-BL 13, determinandose que los tratamientos con enzimas
proteoliticas utilizadas siempre produjeron la reduccion total en los didmetros de los halos
de inhibicion para los distintos sobrenadantes frente a L. innocua (Figura 13), salvo en el
caso para los tres controles bacteriocinogénicos usados (L. lactis, L. plantarum y L. curvatus)
evidenciando que para estas tres cepas control las actividades inhibitorias detectadas fueron
parcialmente inactivadas con tripsina (Figura 13D), donde sus valores promedio de 28.06,
27.12 'y 29.83 mm (control, tabla 3) se redujeron hasta 24.19, 23.16 y 22.72 mm.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo la sensibilidad de la actividad inhibitoria
presente en los SCL de los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 a las enzimas proteoliticas
es igual a la observada por otros investigadores como Del Campo et al. (2008) donde las
sustancias inhibitorias en los SLC de sus tres cepas BAL aisladas presentaron inactivacion
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por accion de las enzimas proteoliticas (a-quimiotripsina y proteinasa K), al igual que en los
trabajos de Woraprayote et al. (2015) y (Ogunbanwo et al. 2003) donde las bacteriocinas
producidas por las BAL aisladas fueron inactivadas por completo por la accion de las

enzimas proteoliticas tripsina, a-quimiotripsina y proteinasa K.

Tabla 4: Efecto de diversas proteasas en la actividad antagonica de los SLC las cepas 2TP03-BL12,
2TP03-BL13y controles bacteriocinogénicos L. lactis, L. plantarum, L. curvatus frente a L. innocua.

Antagonismo frente a L. innocua
Diametro de halo de inhibicién (mm)

Cepa Proteasas
Proteinasa K z{:’etstigﬁsyacsse a-Quimiotripsina Tripsina
2THO03-BL12 - - - -
2THO03-BL13 - - - -
L. lactis - - - 24.19+0.72
L. plantarum - - - 23.16 £ 0.67
L. curvatus - - - 22.72+0.74

“-“halo de inhibicion no fue observado.
Todos los valores son promedios * desviacion estandar.

Si bien se trata s6lo de un ensayo de caracterizacion primaria, el efecto de los tratamientos
con enzimas proteoliticas indica la probable presencia de compuestos proteicos o peptidicos
en la composicion de todos los SLC ensayados. De acuerdo con su definicién, las
bacteriocinas son inactivadas, por lo menos, por proteasas de origen pancreético (tripsina y
a-quimiotripsina) o de otros origenes (Moreira 1993), esto es una ventaja importante de las
bacteriocinas ya que las enzimas digestivas las destruyen ( pueden romperse facilmente por
medio de proteasas y son rapidamente inactivadas en el estbmago y en el intestino delgado);
este hecho indica que la ingesta de estos compuestos no alterara la ecologia de tracto
digestivo evitandose asi que lleguen a ocasionar efectos secundarios (Aguirre 2016).

4.5.2 Efecto del tratamiento térmico

En cuanto a la sensibilidad a la temperatura, al realizar el ajuste de pH de los SLC, la
inactivacion de la catalasa y someter a cuatro tratamientos térmicos de 70 °C durante 10, 30

y 50 minutos y a 100 °C durante 10 minutos se observa que todos los SLC estudiados
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presentaron termoresistencia en las condiciones ensayadas (Figura 14). Es decir que en el
tratamiento de 70 °C a diferentes tiempos al igual que el de 100 °C a 10 minutos ningin SLC
demostro disminucidn significativa o desaparicion total de su capacidad para inhibir a L.
innocua para el caso de la cepa 2THO03-BL12, mientras que para 2THO03-BL13 si se
evidencio un aumento significativo en el diametro de halo con el tratamiento de 100 °C a 10
minutos frente al tratamiento de 70 °C a diferentes tiempos. Resultados similares fueron
reportados por (Aspri etal. 2017) en el estudio de la estabilidad del SLC que contiene
compuestos antimicrobianos de Enterococcus faecium después de la exposicion a diferentes
tratamientos térmicos (30°C,40°C,50°C,60°C,70°C,80°C,90° Cy 100 ° C durante
20 minutos cada una). Dando como resultado que la bacteriocina presente en el sobrenadante
retuvo un grado considerable de actividad después de los tratamientos a alta temperatura

frente a L. monocytogenes.

Posiblemente la sustancia antagonica presente en los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13
sea una sustancia tipo bacteriocina, ya que de acuerdo a la clasificacion de las bacteriocinas
se ha reportado que los que pertenecen a la subclase Ila son péptidos termoestables de bajo
peso molecular sin modificaciones y una de sus principales caracteristicas que poseen es una
fuerte actividad inhibitoria sobre el género Listeria (Agudelo et al. 2015, Cardoso 2010).
Ademas la caracteristica de termorresistencia de estas bacteriocinas parece estar relacionada
con su estructura molecular, normalmente compuesta por péptidos pequefios que no
presentan estructura terciaria o debido a la formacién de pequefias estructuras globulares con
regiones fuertemente hidrofébicas, como asi también a la presencia de entrecruzamientos
estables y a un elevado contenido de glicina (Muriana y Klaenhammer 1991, Park et al. 2003,
Véasquez et al. 2009, Cardoso 2010). Autores como Ahn etal. (2017), en su estudio de
produccion de bacteriocina de Pediococcus acidilactici aislada de muestras de malta,
evidencian que después del calentamiento del SLC de esta BAL (60 °C, 80 °C y 100 °C
durante 10 y 30 minutos respectivamente) presentd actividad antagénica frente a L. innocua
y L. monocytogenes, determinando que la bacteriocina presente en el SLC posee estabilidad
a altas temperaturas. Asi mismo, en un estudio realizado por Pinto et al. (2009) donde

aislaron bacteriocinas parcialmente purificadas de Enterococcus faecium y Pediococcus

pentosaceus provenientes de mariscos no fermentados como ostras, mejillones y almejas.
Evidencian que estos después de ser expuestos a diferentes tratamientos térmicos (60 °C, 80
°C, durante 2 horas y 100 °C, 120 °C durante 20 minutos) para luego hacer la prueba de

antagonismo frente a L. innocua y L. monocytogenes ambas bacteriocinas presentaron cierto
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grado de resistencia manteniendo hasta el 50 % de la actividad cuando fueron tratados a 100
°Cy 120 °C durante 20 minutos.

Figura 14: Efecto del tratamiento térmico a diferentes temperaturas en la actividad antagonica de
las cepas 2TP03-BL12(12), 2TP03-BL13(13) y controles bacteriocinogénicos L. lactis (LL), L.
plantarum (LP), L. curvatus (LC) frente a L. innocua. A. SLC neutralizado y sometido a 70°C durante
10 minutos. B. SLC neutralizado y sometido a 70°C durante 30 minutos. C. SLC neutralizado y
sometido a 70°C durante 50. D. SLC neutralizado y sometido a 100 °C durante 10 minutos.

En la tabla 5, se puede comprobar que la actividad antibacteriana después de someter a los
SLC a diferentes tratamientos térmicos el SLC del aislado 2TH03-BL12 presento mayor

halo de inhibicion en comparacion al del aislado 2TH03-BL 13, sin embargo, para el mismo
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SLC a diferentes tratamientos térmicos el didmetro del halo de inhibicion s6lo se modifico
de manera poco significativa manteniendo asi una actividad residual elevada al igual que los
tres controles bacteriocinogénicos. Resultados similares fueron reportados por Pascual et al.
(2008), donde la actividad inhibitoria del SLC proveniente de la cepa de Lactobacillus
fermentum L23 aislada de muestras de hisopos vaginales de mujeres sanas no fue alterada
significativamente por tratamiento con calor. Luego de someter al SLC a 100 °C durante 60
minutos, presentd un diametro de halo de inhibicién de 27 mm, y el mismo diametro se
observo después de 10 minutos a 121 °C, ademas el control donde no hubo tratamiento
térmico también presento un diametro de halo de inhibicion de 27 mm. Estos resultados
demuestran que la sustancia antagonica producida por la cepa L23 al igual que las producidas
por los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 son resistentes al calor.

Tabla 5: Efecto del tratamiento térmico a diferentes temperaturas en la actividad antagénica de los
SLC las cepas 2TP03-BL12, 2TP03-BL13 y controles bacteriocinogénicos L. lactis, L. plantarum,
L. curvatus frente a L. innocua.

Antagonismo frente a L. innocua
Diametro de halo de inhibicién (mm)

Cepa Temperatura
70°C 10 min 70°C 30 min 70°C 50min 100°C 10 min
2THO3-BL12  31.43+0.26° 3127 +051% 31.41+0.18%  31.69+0.05°
2THO3-BL13  23.89 +0.26? 2414+0.63% 2416+0.11%  25.08+0.17°
L. lactis 26.47 + 0.162 24.96+0.16° 2553+0.19°  24.83+0.22°
L. plantarum 26.29 + 0.452 2551+0.15° 26.38+0.31%  24.65+0.10°
L. curvatus 27.07 +0.052 25.45+ 053  26.64+0.29%°  26.42 +0.34°

Todos los valores son promedios * desviacion estandar.
&C\/alores con diferentes letras en la misma fila son significativamente diferentes (p < 0.05).
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4.5.3Cuantificacion de la actividad inhibitoria de sustancias antagonicas contra L.
innocua

En este ensayo se cuantifico la actividad inhibitoria de la sustancia antagénica de los SLC
de los aislados 2TH03-BL12 y 2THO03-BL13 mediante unidades arbitrarias (AU/ml).
Tabla 6: Actividades inhibitorias de sustancias antagonicas en los SLC de 2TH03-BL12, 2THO03-

BL13 y controles bacteriocinogénicos L. lactis, L. plantarum, L. curvatus frente a L. innocua por
efecto de enzimas, pH y tratamiento térmico.

Tratamientos Actividad inhibitoria (UA/mL)?frente a L. innocua

2THO03-BL12 2THO03-BL13 L. lactis L. plantarum L. curvatus

Enzima

Proteinasa K 0 0 0 0 0
Proteinasa de Streptomyces 0 0 0 0 0
a-Quimiotripsina 0 0 0 0 0
Tripsina 0 0 1600 400 400
Catalasa 1600 1600 1600 1600 1600
Control (sin enzima) 1600 1600 1600 1600 1600
Temperatura

70° C /10 min 1600 1600 1600 1600 1600
70° C /30 min 1600 1600 1600 1600 1600
70° C /50 min 1600 1600 1600 1600 1600
100° C /10 min 1600 1600 1600 1600 1600
pH

7.0 1600 1600 1600 1600 1600

@Ensayo por Triplicado.

Como se observa en la tabla 6, la actividad de los SLC de 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13 se
elimind por completo cuando se tratd con enzimas proteoliticas excepto con la catalasa que
presentd una actividad de 1600 AU/ml lo que confirma que la actividad inhibitoria es
basicamente por una sustancia de naturaleza proteica y no por efecto del per6xido de
hidrogeno. De igual forma se observa que la actividad posee una estabilidad con un pH 7 del
100% de 1600 AU/mI. Ademas, la actividad se mantuvo estable a 70 °C durante los tiempos
de incubacién de 10, 30, 50 minutos y 100 °C durante 10 minutos todas con un 100% de
actividad (1600 AU/ml). Y, por dltimo, se observd que en los controles: L. lactis, L.
plantarumy L. curvatus presentaron actividad frente a la tripsina en comparacion a los SCL
de 2THO03-BL12 y 2TH03-BL 13 cuya actividad con dicha enzima fue nula.

En este ensayo se usé la técnica de difusion en pozo y al igual que el de gota sobre la
superficie, usado para los ensayos anteriores, son un par de métodos de varios que existen

para la seleccion de BAL donde se busca la deteccidn de una actividad antimicrobiana y/o
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la de una bacteriocina (Spencer et al. 2003, O’Bryan et al. 2015). En los ensayos anteriores
mediante la técnica gota sobre la superficie, los resultados obtenidos muestran que
posiblemente la sustancia antagdnica sea uno de tipo bacteriocina, es por ello que en este
ensayo se desea cuantificar la actividad mediante el titulo de una preparacion de SLC
conteniendo a la posible sustancia tipo bacteriocina, que se basan comdnmente en el
reciproco de la dilucién més alta para causar un grado particular de inhibicion de L. innocua
(método de la dilucion critica) y en estos casos se usa las unidades arbitrarias por mililitro
(AU/ml), siendo el método de dilucion critica adaptable al estudio preliminar de una
bacteriocina cuando la proteina no ha sido adecuadamente caracterizada o purificada
(Hoover y Steenson 1993, Jack etal. 1995, Ogunbanwo et al. 2003, Pinto et al. 2009,
Pringsulaka et al. 2012, Woraprayote et al. 2015, Botthoulath et al. 2018).

Los resultados confirman, al igual que en los ensayos de gota sobre la superficie, la
naturaleza de la sustancia antagénica presente en los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13
donde la actividad inhibitoria no es debido por la presencia de acidos organicos ni por accién
del perdéxido de hidrogeno asi también la sustancia antagonica es de origen peptidico y
termorresitente ademas, por comparacion con los tres controles bacteriocinogénicos, la
sustancia antagonica producida por ambas cepas aisladas posiblemente sea una sustancia de
tipo bacteriocina. También se evidencia que los dos métodos (gota sobre la superficie y
difusion en pozo) han dado los mismos resultados uno a nivel de diametro de halo y el otro
en AU/ml evidenciando la reproducibilidad de estos dos diferentes métodos para con los
aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13 frente a L. innocua.

Resultados similares obtuvieron Botthoulath et al. (2018) donde la bacteriocina producida
por L. plantarum presentd actividad nula (0 AU/mlI) frente a las enzimas a-quimiotripsina,
tripsina, proteinasa K excepto con la catalasa donde hubo una actividad de 2560 AU/ml, de
igual forma presento una actividad de 100% con un pH 7 de 2560 AU/ml y no presento
ninguna reduccion de la actividad en los tratamientos térmicos (70 °C y 100 °C por 15
minutos) dando un resultados de 2560 AU/ml. Otros autores como Ogunbanwo et al. (2003)
en su estudio de las bacteriocinas producidas por L. plantarum y L. brevis reportaron una
actividad con el tratamiento de catalasa de 6400 y 3200 AU/ml respectivamente, como
también reportaron que no hubo actividad detectada con el tratamiento de a-quimiotripsina,

tripsina, proteinasa K (0 AU/ml).
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4.6 Cinética de crecimiento y produccion de sustancias antagonicas

Para este ensayo la actividad de la sustancia tipo bacteriocina contra la cepa indicadora (L.
innocua) se determino por el tamafio del didmetro de halo de inhibicion de los SLC de los
aislados 2THO3-BL12 y 2THO3-BL13 frente a su crecimiento bacteriano a diferentes
tiempos en caldo MRS a 28 °C por 48 horas.

En la Figura 15, muestra el crecimiento de 2TH03-BL12 y su actividad antimicrobiana por
el ensayo de difusion en pozo. Se observa que la fase exponencial dura un poco mas de las
primeras 6 horas de incubacion y la fase estacionaria hasta las 48 horas. En lo que representa
a la produccién de sustancia antagoOnica, posiblemente de tipo bacteriocina, el mayor
diametro de halo de inhibicién (27.975 mm) se alcanzd después de 12 horas de incubacion
(fase estacionaria temprana). La actividad méaxima de produccion de una bacteriocina de L.
plantarum subsp. plantarum SKI119 (Botthoulath et al. 2018), pediocina 05-10 producida por
Pediococcus pentosaceus 05-10 (Huang et al. 2009) y bacteriocina HWO01 producida por
Pediococcus acidilactici HWO01 (Ahn et al. 2017) también han sido registrados durante la
fase de crecimiento estacionario temprana. Sin embargo, la produccién comenzé a disminuir
desde las 24 horas hasta alcanzar un diametro de halo de 20.145 mm a las 48 horas de
incubacion esto puede ser debido al agotamiento de nutrientes o al efecto inhibitorio de un
pH bajo (Ahn et al. 2017).
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Figura 15: Dindmica de crecimiento y produccion de una sustancia tipo bacteriocina de 2THO03-
BL12 en caldo MRS a 28 °C. Curva de crecimiento (-@-); diametro de halo de inhibicién ( [ ); las
barras de error representan la desviacion estandar (n = 3).
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El nivel de pH en la fermentacion disminuyé de 5,45 a 5,22 durante las primeras 6 h de
incubacidn, y se redujo continuamente a alrededor de 4,92 durante las siguientes 6 h, siendo
a este tiempo el periodo maximo de produccion de sustancia tipo bacteriocina.
Seguidamente, en la fase estacionaria de 24 a 48 h, la produccion de sustancia tipo
bacteriocina se redujo moderadamente al igual que los niveles de pH de 4.71 a 4.53 en dicho
periodo de tiempo. Powell et al. (2007) y (Botthoulath et al. 2018) informaron que un cambio
tan pequefio en el pH del cultivo puede no facilitar la liberacion de bacteriocina desde la
superficie externa de las células productoras, ademas la digestion parcial del compuesto
antibacteriano por enzimas proteoliticas secretadas por las células en la fase estacionaria
podria haber afectado la disminucion de la actividad antibacteriana (Gong et al. 2010).

En la Figura 16 se muestra el crecimiento de 2TH03-BL 13y su actividad antimicrobiana por
ensayo de difusion de pozo. Se observa que la fase exponencial dura un poco més de las
primeras 6 horas de incubacién y la fase estacionaria hasta las 48 horas aproximadamente.

En lo que representa la produccion de sustancias antagénicas, posiblemente de tipo
bacteriocina, los mayores diametros de halo de inhibicion con 29.56 y 29.97 mm se
alcanzaron después de 24 y 48 horas de incubacion (fase estacionaria) respectivamente. Para
este caso no se observo una disminucién en la produccion de la sustancia de tipo bacteriocina
durante las 24 y 48 horas de incubacion, posiblemente necesitando mas tiempo de incubacién
para comenzar a observar, posterior a las 48 horas de incubacién, una disminucion del
didmetro de inhibicion. Resultados similares se observaron en la actividad méxima de
produccién de una bacteriocina de L. brevis FPTLB3 (Banerjee et al. 2013), Plantaricina
LPL-1 producida por L. plantarum LPL-1 (Wang et al. 2018) y Plantaricina MG producida
por L, plantarum KLDS1.0391 (Gong et al. 2010) registrados también durante la fase de

crecimiento estacionario.

El nivel de pH en la fermentacion disminuyé de 5,45 a 5,14 durante las primeras 6 h de
incubacion, y se redujo continuamente a alrededor de 4,66 durante las siguientes 6 h,
seguidamente, en la fase estacionaria, el pH siguio decreciendo alrededor de 3,96 durante
las siguientes 12 h, donde la produccion de sustancia tipo bacteriocina aumento
moderadamente, para finalizar el pH aumenté alrededor de 4,12 durante las siguientes 12 h,
siendo a este tiempo el periodo maximo de produccion de sustancia tipo bacteriocina. Estos
resultados muestran que esta sustancia de tipo bacteriocina posiblemente se mantiene estable
a un nivel de pH de 4.12 alcanzado a las 48 horas de incubacion. Resultados similares de
una bacteriocina producida por L. brevis FPTLB3 (Banerjee et al. 2013) fueron observados
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al presentar mayor produccion de bacteriocina en la fase estacionario mientras el nivel de

pH seguia disminuyendo gradualmente.
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Figura 16: Dinamica de crecimiento y produccién de una sustancia tipo bacteriocina de 2THO3-
BL13 en caldo MRS a 28 °C. Curva de crecimiento (~@-); didmetro de halo de inhibicién ( B ); las
barras de error representan la desviacion estandar (n = 3).

Se observé halos de inhibicion obtenidos a las 0, 6, 12, 24 y 48 horas en ambos aislados, la
presencia de un halo de inhibicion en el tiempo cero de 23.73 y 25.06 mm para 2TH03-BL12
y 2TH03-BL13 respectivamente posiblemente se deba a una concentracion elevada del
cultivo celular para comenzar la curva de crecimiento, por lo cual no se aprecia un aumento
gradual en los didmetros de los halos de inhibicién originados por la produccion de una
sustancia antagénica sino por lo contrario desde el tiempo cero ya se observan halos de
inhibicion de didmetros significativos. Otros autores como Ahn et al. (2017) y (Gong et al.
2010) comenzaron la curva de crecimiento con una concentracion de células menor a las del
presente estudio y recién se observd halos de inhibicion significativos al tiempo 4 y 12
respectivamente. La posible sustancia de tipo bacteriocina producida por 2TH03-BL12 y
2THO03-BL13, evidenciada por los diametros de los halos, se produjo de manera asociada al
crecimiento (anexo 5: B5) lo que indicaria que la sustancia inhibitoria podria ser un
metabolito primario, como el caso para varias bacteriocinas producidas por bacterias acido
lacticas (Huang et al. 2009, Ahn et al. 2017, Botthoulath et al. 2018). En este sentido, aunque
la produccion de estos péptidos estd generalmente asociada al crecimiento celular, su
clasificacion como metabolitos primarios o secundarios no es clara (De Vuyst et al. 1996,
Guerra y Pastrana 2002, Agudelo et al. 2015)(Guerra y Pastrana, 2002).
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4.7 Caracterizacién molecular de las cepas BAL aisladas de tocosh que presentan
antagonismo contra L. innocua
4.7.1 Amplificacion PCR-BOX:

Para conocer la diversidad microbiana de las bacterias acido lacticas aisladas de tocosh se
extrajo el ADN (anexo 7: C7) y se amplificd los dos aislados que presentaron actividad

antagonica frente a L. innocua.

Figura 17: Perfiles PCR-BOX de las cepas 2TH03-BL12 (12) y 2TH03-BL13 (13). B:
blanco, M: Marcador 1Kb.

Cada uno de los perfiles fue analizado de acuerdo a las bandas formadas, obteniéndose dos
diferentes perfiles BOX-PCR (nominados Al y B1), tal como se muestra en la Figura 17.
De estos dos perfiles la diferencia se evidencia en la aparicion de una banda mas (Figura 17,
flecha roja) para 2TH03-BL12 a diferencia de 2THO03-BL13 donde no se observa la

presencia de esa banda.

4.7.2 Amplificacidn y secuenciamiento del gen 16S del ARNr

Para la amplificacion del gen 16S se utilizaron los cebadores fD1 y rD1 que generan un
producto de 1500pb aproximadamente. Las secuencias mostradas en sus cromatogramas

fueron limpiados y contrastados con las secuencias disponibles en las bases de datos de
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NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y EzTaxon (https://www.ezbiocloud.net/taxonomy)
(Weisburg et al. 1991, Liceta LLanco 2015, Paitan et al. 2019, Santos et al. 2018, Ramos
et al. 2018).

Para ello, se seleccionaron las dos cepas 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 que presentaron una
actividad antagonica frente a L. innocua. En la Figura 18, se pueden apreciar las bandas del

gen 16S de los dos aislados.

1500 pb

Figura 18: Electroforesis del gen 16S rRNA de dos cepas seleccionadas.
B: blanco, M: Marcador 1Kb.

Tabla 7: Caracterizacion molecular de las cepas BAL aisladas de tocosh con capacidad antag6nica
frente a L. innocua.

Caddigo de cepa  Perfil Identificacion molecular por secuenciamiento del gen Numero de Identidad
Box ribosomal 16S Accesion
(%)
2TH03-BL12 Al Lactobacillus brevis ATCC 148697 NR 98.15
116238.1
2THO03-BL13 B1 Lactobacillus brevis ATCC 148697 NR 98.70
044704.2
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En la Tabla 7, se presenta la identificacion molecular de las dos cepas con capacidad
antagonica ensayadas. Se encontrd que los aislamientos pertenecen al género Lactobacillus.
También se observd, asi como ambos aislados presentaron perfiles Box diferentes (Figura
17), resultaron tener niveles de identidad de 98.15% y 98.70% con la cepa Lactobacillus
brevis ATCC 14869" para 2TH03-BL12 Y 2TH03-BL13 respectivamente. Stackebrandt y
Goebel (1994) propusieron un valor umbral de identidad de secuencias del 97 %, segun la
recopilacion de datos disponibles de secuencias de ARNr 16S en 1994, asi cepas con igual
0 mayor porcentaje de identidad es probable que lleguen a estar relacionadas a nivel de
especie. En microbiologia, esto implica que la secuenciacion del gen ribosomal 16S no
aportara siempre una identificacion definitiva a nivel de especie (Rodicio y Mendoza 2004).
Ademas, actualmente se dispone de muchos mas datos de secuencias de ARNr 16S como
hace mencién en su estudio Edgar (2018), presentando resultados que muestran que el
umbral del 97% esta lejos de ser 6ptimo como una aproximacion de especies y debe
aumentarse como minimo al 99 % si el objetivo es la aproximacion a especie. Por ello los
niveles de identidad con la cepa Lactobacillus brevis ATCC 14869" son bajos como para
afirmar que las cepas 2TH03-BL12 Y 2THO03-BL 13 pertenecen a esa especie. Sin embargo,
hay reportes como lo encontrado por Jiménez et al. (2018) quienes aislaron e identificaron
L. brevis de muestras de tocosh fermentadas por 8 meses producidos por la comunidad de
Tambogan (Huanuco, Per) como también lo encontrado por Quillama et al. (2012) quienes
aislaron e identificaron L. brevis de muestras de tocosh procedentes de Huanuco, Ancash y

Junin.

Lactobacillus brevis (cepa tipo: ATCC 148697), es una bacteria acido lactica cuyas células
tienen forma bacilar con extremos redondeados, generalmente cortos y rectos (0.7-1.0 x 2.0—
4.0 pm), microaerofilica, obligatoriamente heterofermentativa (utiliza la via de la
fosfocetolasa para producir una mezcla de acido lactico, etanol, acido acético y CO2 como
productos de fermentacion de hexosas y su mejor crecimiento se da a un pH 6ptimo de 4-5
(Teixeira 2014). Ademas, puede aislarse de muchos entornos diferentes, incluidos alimentos
y bebidas fermentados como leche, el queso, las plantas, los productos de cereales, el
ensilaje, las verduras fermentadas, las carnes fermentadas, vino, cerveza, el estiércol de vaca,
las heces, y la boca y el tracto intestinal de los humanos y otros animales (Ogunbanwo et al.
2003, Quillama et al. 2012, Banerjee et al. 2013, Teixeira 2014, Fusco et al. 2016, Son et al.
2017).
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Este lactobacilo es considerado como GRAS (generally regarded as saf) (Urbinay Guerrero
2018) y tiene un amplio nimero de aplicaciones en la industria alimentaria en productos
fermentados ademas de ser actualmente una de las mas utilizadas como probidticos (Ronkéa
etal. 2003). La disminucion del pH durante la fermentacion crea un ambiente que es
desfavorable para los patogenos y L. brevis produce cantidades significativas de &cido
acético, que es un agente antimicrobiano mas efectivo que el acido lactico. Aunque la acidez
es el factor antimicrobiano mas importante, no se deben ignorar otros agentes inhibidores
producidos por L. brevis (por ejemplo, bacteriocinas, CO3, peroxido de hidrégeno, etanol y
diacetilo). Varias cepas de L. brevis producen bacteriocinas algunas de ellas son: brevicina
37, brevicina 27 y brevicina 286 (Teixeira 2014). Estudios cientificos reportan que varias
cepas de L.brevis inhiben el crecimiento de patdgenos del genero Listeria tales como: L.
innocua, L. monocytogenes y L. denitrificans, concluyendo que la capacidad antagonica se
debe a un metabolito de origen proteico y demostrando mediante caracterizacion que se trata
de bacteriocinas (Ogunbanwo et al. 2003, Son et al. 2017, Todorov et al. 2017).
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IV. CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron fisiolégicamente 435 bacterias acido lacticas de extractos de
tocosh provenientes del banco microbiano del Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia “Marino Tabusso” de la Universidad Nacional Agraria la Molina. De las
bacterias &cido lacticas, hay 75.4% con predominancia por tener morfologia bacilar
Gram positiva, seguido de cocobacilo 17.47 % Gram positiva y coco 7.13 % Gram

positiva.

. Solo dos cepas, que representa el 0,45%, del total de bacterias acido lacticas aisladas
presentaron efecto antagonico demostrado en la actividad antibacteriana frente a la cepa
sensible L. innocua. Las cuales fueron codificadas como 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13.

Los tratamientos de neutralizacion de &cidos organicos y adicion de catalasa para la
inactivacion del H20, a los que fueron sometidos los sobrenadantes libres de células
(SLC) obtenidos de los cultivos 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 demuestran que ninguno
de estos dos compuestos es responsable de la actividad antagénica.

Los tratamientos con enzimas proteoliticas indican que la sustancia antagdnica
inhibitoria presente en los SLC obtenidos de los cultivos 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13
son compuestos de naturaleza proteica o peptidica.

Los tratamientos térmicos de 70 °C durante 10, 30 y 50 minutos; y a 100 °C durante 10
minutos a los que fueron sometidos los SLC de 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13, demuestra

que los compuestos responsables del antagonismo son termorresistentes.

Las sustancias antagonicas presente en los SLC de los aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-
BL13 tienen naturaleza protéica, son termorresistente e inhiben el crecimiento de L.

innocua, caracteristicas de una posible sustancia de tipo bacteriocina.



7.

8.

Los SLC de ambos aislados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL13 presentaron una
cuantificacion de la actividad inhibitoria de una posible sustancia de tipo bacteriocina de
1600 AU/ml para los tratamientos de neutralizacion, catalasa y térmicos; y de 0 AU/ml

para los tratamientos con enzimas proteoliticas.

Ambos aislados seleccionados 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 se desarrollaron en caldo
MRS vy acidificaron el medio de cultivo a 28 °C. Ademas, origina una sustancia
antimicrobiana extracelular, cuya produccion estd asociada al crecimiento celular, y
alcanza sus niveles maximos a las 12 y 48 horas de incubacién para 2TH03-BL12 y
2THO03-BL13 respectivamente.

De la caracterizacién molecular, se encontré que los aislados 2TH03-BL12 y 2THO03-
BL13 que presentaron actividad antagonica frente a L. innocua pertenecen al género
Lactobacillus. Y resultaron tener niveles de identidad de 98.15% y 98.70% con la cepa
Lactobacillus brevis ATCC 14869 para 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 respectivamente.
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V1. RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion con las cepas aisladas 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13 frente al
microorganismo patégeno L. monocytogenes y comprobar si el efecto antagonico tiene

un mayor espectro de inhibicion.

Continuar el estudio de efecto antagdnico con las cepas ya aisladas frente a L. innocua y
L. monocytogenes a temperaturas bajas como 5, 10 y 15 °C; y la sensibilidad a pH de 2,
4,6,8,10y 12.

Realizar ensayos para la produccion de la sustancia antagénica para las cepas 2THO3-
BL12 y 2TH03-BL13 comenzando con un inoculo al 1% v/v y tomar muestras cada dos
horas para proceder con el recuento bacteriano, los cambios del pH y controlar la

produccidn de la sustancia tipo bacteriocina mediante la medicion de titulo (AU/ml).

Continuar con el estudio para la caracterizacion y purificacion parcial de la sustancia
antagonica de tipo bacteriocina producidas por las cepas 2TH03-BL12 y 2TH03-BL 13,

tales como, ultraficacion, dialisis, cromatografia de intercambio catiénico y SDS-PAGE,

Realizar ensayos in vitro para demostrar el potencial probiético de las cepas 2THO03-

BL12 y 2TH03-BL 13, tales como, resistencia a sales biliares y tolerancia a pH bajo.

Realizar ensayos in situ de fermentacion de papa incluyendo a las dos cepas aisladas y
verificar si los extractos del producto tocosh y de su mazamorra mantienen efecto

antagoénico frente a L. innocua.
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VIII.  ANEXOS



Anexo 1: Al. Medio de cultivo MRS

Composicion y formula por litro de medio MRS.

Peptona de Caseina 10.0 g/L
Extracto de Carne 10.0 g/L
Extracto de Levadura 4.0 g/L
D-Glucosa 20.0 g/L
K2HPO4 2.0 g/L
Twin 80 1.0 g/L
Diamonio de hidrogeno citrato 2.0 g/L
Acetato de Sodio 5.0 g/L
Sulfato de Magnesio 0.2 g/L
Sulfato de Manganeso 0.04 g/L
Agar 14.0 g/L
pH 57+0.2

Anexo 2: A2. Medio de cultivo TSA

Composicion y formula por litro de medio TSA enriquecido con extracto de levadura.

Tripteina 15.0 g/L
Peptona de Soya 5.0 g/L
Extracto de Levadura 5.0 g/L
Cloruro de Sodio 5.0 g/L
Agar / Agar blando 15.0 g/L /7.0 g/L
pH 7.3+0.2

Anexo 3: A3. Medio de cultivo TSB

Composicion y formula por litro de medio TSB enriquecido con extracto de levadura.

Tripteina 17.0 g/L
Peptona de Soya 3.0 g/L
Dextrosa 2.5 g/L
Extracto de Levadura 5.0 g/L
Cloruro de Sodio 5.0 g/L
Fosfato de hidrégeno 2.5 g/L
dipotasico

pH 7.3+£0.2
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Anexo 4: B4. Pruebas bioguimicas y actividad antagonica de BAL aisladas provenientes de Tocosh
frente a L. innocua.

Pruebas bioquimicas

- . Reaccion negativa
+ . Reaccion positiva

Observacion Microscopica

(+) : Un poco mas grande de lo normal
(-) : Un poco mas pequefio de lo normal

Prueba de antagonismo de cepas BAL frente a L. innocua

+ : Presencia de halo
- No presencia de halo

Cajal (grupo 40)

N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion de antagonismo frente
cepas BAL a L. innocua

Observacion  Catalasa KOH Halo de inhibicion
Microscopica

1 2THO01-BLO1 Bacilos - - -
normales(+)

2 2THO01-BL02 Bacilos - - -
normales(-)

3 2TH18-BL01 Bacilos - - -
normales

4 2THO09-BL12 Bacilos - - -
normales(-)

5 2THO09-BL13 Bacilos - - -
normales

6 2TH09-BL14 Bacilos - - -
normales

7 2THO03-BL02 Bacilos - - -
normales

8 2TH09-BL18 Bacilos - - -
normales

9 2TH09-BL17 Bacilos - - -
normales

10 2THO01-BLO03 Bacilos - - -
normales(-)

11 2THO02-BL05 Bacilos - - -
normales

81



Continuacion...

12 2THO03-BLO1 Bacilos
normales

13 2THO09-BL06 Bacilos
normales

14 2THO09-BLO7 Bacilos
normales(-)

15 2THO09-BL08 Bacilos
normales

16 2THO09-BL09 Bacilos
normales

17 2THO09-BL10 Bacilos
normales(-)

18 2THO09-BL11 Bacilos
normales(+)

19 2TH19-BL15 Bacilos
normales

20 2THO08-BL08 Bacilos
normales

21 2TH16-BL33 Bacilos
normales

22 2TH17-BL06 Bacilos
normales

23 2TH12-BL16 Bacilos
normales(+)

24 2THO03-BL03 Bacilos
normales

25 2THO04-BL02 Bacilos
normales
delgados

26 2THO02-BL04 Bacilos
normales

27 2THO03-BL04 Bacilos
normales(-)

28 2TH15-BL22 Bacilos
normales

29 2TH15-BL24 Bacilos
normales(+)

30 2TH15-BL21 Bacilos
normales(+)

31 2TH15-BL25 Bacilos
normales

32 2TH15-BL23 Bacilos
normales(-)

33 2TH17-BL03 Bacilos
normales

34 2TH15-BL20 Bacilos
normales(+)
delgados
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Continuacion...

35 2TH17-BLO7 Bacilos - - -
normales

grueso

36 2TH15-BL26 Bacilos - - -

normales

37 2TH09-BL30 Bacilos - - .
normales

grueso(-)

38 2TH09-BL29 Bacilos - - .

normales

39 2TH09-BL28 Bacilos - - -

normales

40 2THO7-BLO4 Bacilos - - -

normales

Caja 2 (grupo 40)

N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion de antagonismo frente
cepas BAL a L. innocua
Observacion  Catalasa KOH Halo de inhibicién
Microscopica
1 2THO08-BL07  Cocobacilos
2 2TH15-BL04  Cocobacilos
3 2TH15-BL15 Cocobacilos
4 2TH15-BL13  Bacilos
normales
5 2TH16-BL22  Bacilos
normales
6 2TH15-BL18  Cocobacilos
()
7 2TH15-BL12  Cocobacilos
8 2TH15-BL11 (B;cilos cortos
9 2THO08-BL0O5 Coco
10 2TH16-BL17  Cocobacilos
11 2TH15-BL16  Bacilos cortos
12 2TH15-BL14  Cocobacilos
13 2TH16-BL06  Cocobacilos
14 2TH16-BL04  Cocobacilos
+
15 2TH16-BL14 E:gcobacilos
16 2TH17-BLO1 (lecilos
normales(+)
17 2THO1-BL05  Cocobacilos
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Continuacion...

18 2TH16-BL05 Cocos

19 2TH17-BL02  Cocobacilos

20 2TH16-BL07  Cocos (+)

21 2TH16-BL20  Bacilos
normales
gruesos

22 2THO5-BL02  Bacilos
normales(+)
delgado

23 2TH16-BL09  Bacilos
curvos

24 2TH11-BL01  Cocobacilos

25 2TH16-BL10  Cocobacilos
()

26 2TH15-BL03  Bacilos largos
delgados

27 2TH16-BL16  Bacilos
curvos

28 2THO5-BL01  Bacilos
normales
gruesos

29 2TH15-BL01  Cocos
pequefos

30 2TH16-BL12  Cocobacilos

31 2TH16-BL11  Cocos
pequefos

32 2TH16-BL15 Cocobacilos

33 2TH16-BL13  Bacilos cortos

34 2TH13-BL11  Bacilos cortos

35 2TH16-BL03  Bacilos
normales

36 2TH16-BL08  Bacilos
normales(+)
delgado

37 2TH15-BL02  Cocobacilos

38 2TH13-BL12  Cocobacilos

39 2THO1-BL04  Bacilos
normales
gruesos

40 2THO1-BL06  Bacilos
normales
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Caja 3 (grupo 80)

N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion de antagonismo frente
cepas BAL a L. innocua
Observacion  Catalasa KOH Halo de inhibicion
Microscépica
1 2THO09-BL59  Bacilos - - -
normales
2 2THO01-BL23  Cocobacilo - - -
3 2THO08-BL18  Bacilos - - -
normales
4 2THO03-BL12  Bacilos cortos - - +
5 2TH12-BL19  Cocobacilo - - -
6 2TH18-BL19 Bacilo - - -
7 2TH18-BL21  Coco - - -
8 2TH09-BL65  Bacilo - - -
9 2TH18-BL42 Bacilo - - -
10 2TH02-BL13  Cocobacilo - - -
11 2TH13-BL54  Bacilo (-) - - -
12 2THO05-BL14  coco - - -
13 2THO03-BL13  Bacilos cortos - - +
14 2TH16-BL38 Bacilo - - -
15 2TH18-BL16  Bacilo - - -
16 2TH18-BL26  Bacilo - - -
17 2THO7-BL19  Bacilo - - -
18 2TH18-BL40 Bacilo - - -
19 2TH02-BL14  Cocobacilo - - -
20 2THO02-BL15  Bacilos cortos - - -
21 2THO08-BL19  Bacilo (+) - - -
22 2TH18-BL34  Cocobacilo - - -
23 2TH18-BL12 Bacilo - - -
24 2TH18-BL17 Bacilo - - -
25 2TH18-BL23  Bacilo - - -
26 2THO7-BL18  cocobacilo - - -
27 2TH13-BL53  Bacilo (-) - - -
28 2TH09-BL60  Bacilo - - -
29 2TH16-BL67  Bacilo - - -
30 2TH18-BL28  Cocobacilo - - -
31 2TH18-BL31 Bacilo - - -
32 2TH18-BL33  Bacilo - - -
33 2TH18-BL18  Bacilos cortos - - -
34 2TH18-BL41  Bacilo curvo - - -
35 2TH09-BL61  Bacilo - - -
36 2THO08-BL15 Bacilo - - -
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Continuacion...

37

2THO7-BL16

Bacilo

38

2TH18-BL29

Bacilos cortos

39

2TH18-BL38

Bacilo

40

2TH18-BL27

Bacilo

41

2TH18-BL15

Bacilos cortos

42

2THO1-BL24

Bacilo (-)

43

2TH16-BL65

Bacilo (-)

44

2THO1-BL22

Bacilo

45

2TH09-BL63

Bacilos cortos

46

2TH13-BL40

Bacilo

47

2TH18-BL35

Bacilo

48

2TH18-BL11

Bacilo

49

2TH16-BL65

Bacilo (-)

50

2TH18-BL24

Bacilo

51

2TH18-BL14

Bacilo

52

2TH18-BL39

Bacilo

53

2TH15-BL54

Cocobacilo

54

2TH09-BL62

Bacilo

55

2THO09-BL64

Bacilos cortos

56

2TH16-BL64

Bacilo

57

2TH18-BL36

Bacilos cortos

58

2TH18-BL32

Bacilo

59

2TH18-BL25

Bacilo

60

2TH18-BL22

Bacilo

61

2TH12-BL21

Bacilo

62

2TH15-BL52

Cocobacilo

63

2THO7-BL14

Bacilo (-)

64

2THO8-BL17

Bacilo

65

2THO7-BL17

Bacilo

66

2TH18-BL37

Bacilo

67

2TH18-BL30

Bacilo

68

2TH17-BL15

Bacilo

69

2THO09-BL66

Bacilos cortos

70

2TH18-BL43

Bacilo

71

2TH15-BL53

Cocobacilo

72

2THO7-BL15

Bacilo normal

73

2THO8-BL16

Bacilo

74

2TH13-BL46

Bacilo (-)

75

2TH12-BL18

Coco

76

2TH18-BL13

Bacilo

77

2TH18-BL20

Coco

78

2TH17-BL16

Bacilos cortos

79

2THO7-BL13

Bacilo

80

2TH16-BL66

Bacilo
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Caja 4 (grupo 67)

N° Nueva Pruebas bioguimicas Prueba de
codificacion de antagonismo frente
cepas BAL aL.innocua
Observacion  Catalasa KOH Halo de inhibiciéon
Microscépica
1 2TH16-BL47  Bacilo normal - - -
2 2TH16-BL43  Bacilo normal - - -
3 2TH16-BL49  Bacilos - - -
normal
4 2TH16-BL46  Bacilo normal - - -
5 2TH16-BL44  Bacilos corto - - -
6 2TH16-BL51  Bacilo normal - - -
7 2TH16-BL50  Bacilos - - -
normal
8 2TH16-BL48  Bacilos - - -
normal
9 2TH16-BL41  Bacilos - - -
normal
10 2TH15-BL46  Bacilo normal - - -
delgado
11 2TH15-BL43  Bacilo normal - - -
12 2TH15-BL47  Bacilo normal - - -
13 2TH15-BL48  Bacilo normal - - -
14 2TH15-BL49  Bacilo normal - - -
15 2TH16-BL39  Bacilo normal - - -
16 2TH13-BL41  Bacilo normal - - -
17 2TH15-BL45 (BZiC“O normal - - -
18 2TH16-BL40  Bacilo normal - - -
19 2TH16-BL57  Bacilo normal - - -
20 2TH16-BL56  Bacilo normal - - -
21 2TH16-BL55  Bacilos - - -
normal
22 2TH16-BL53  Bacilo grueso - - -
23 2TH16-BL54  Bacilo normal - - -
24 2TH16-BL52  Bacilo normal - - -
25 2TH12-BL20  Bacilo - - -
26 2TH16-BL45  Bacilo - - -
27 2TH16-BL42  Bacilo normal - - -
28 2TH16-BL60  Bacilo normal - - -
29 2THO08-BL20  Bacilo normal - - -
30 2TH16-BL59  Bacilo normal - - -
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Continuacion...

31 2TH13-BL43  Bacilo normal

32 2TH13-BL42 Coco

33 2TH15-BL51  Bacilo normal
delgado

34 2TH15-BL50  Bacilo normal

35 2TH15-BL54  Cocobacilo

36 2TH16-BL58  Bacilo normal

37 2TH09-BL69  Bacilo normal

38 2THO02-BL17 g)co

39 2THO02-BL20  Bacilos
normal (-)

40 2THO03-BL14  Bacilo normal

41 2TH13-BL50  Bacilo normal

42 2THO05-BL16  Bacilo
normal(-)

43 2THO03-BL17  Bacilo normal

44 2TH13-BL44  Bacilo normal

45 2TH16-BL61  Bacilo curvo
y bacilo
normal

46 2THO5-BL18  Bacilo normal

47 2THO02-BL18 Coco

48 2TH13-BL51  Bacilo normal

49 2TH13-BL48 (Bzicilo normal

50 2TH09-BL68 (Bzicilo normal

51 2THO02-BL16 gnco

52 2THO03-BL15 Bacilo normal

53 2THO02-BL19 Coco

54 2THO5-BL21  Cocobacilo

55 2THO06-BL67  Bacilos cortos
+

56 2TH13-BL55 (Ba)cilo normal

57 2TH02-BL22 g)cobacilo

58 2THO03-BL16  Bacilo normal

59 2THO02-BL21  Bacilo normal

60 2THO03-BL20 (Bgacilo curvo
y COCO

61 2THO03-BL19  Bacilo normal
)
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Continuacion...

62 2THO5-BL17  Bacilo normal - - -
63 2TH13-BL47  Bacilo normal - - -
64 2THO05-BL22  Bacilo normal - - -
()
65 2THO05-BL23  Bacilo normal - - -
66 2THO04-BL05  Cocobacilo - - -
67 2TH15-BL55  Cocobacilo - - -
Caja 5 (grupo 80)
N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion antagonismo frente
de cepas BAL a L. innocua
Observacion Catalasa KOH Halo de inhibicién
Microscopica
1 2TH13-BL52 Bacilo normal - - -
2 2THO03-BL23 Bacilo normal - - -
)
3 2THO05-BL13 Bacilos cortos - - -
4 2TH09-BL54  Bacilo normal - - -
5 2THO09-BL55 Bacilos cortos - - -
6 2TH13-BL35 Bacilo normal - - -
7 2TH13-BL37 Bacilo normal - - -
8 2THO08-BL14 Bacilo normal - - -
9 2THO02-BL17 Coco - - -
10 2THO03-BL22 Bacilo normal - - -
11 2THO09-BL70  Bacilo normal - - -
grueso
12 2THO05-BL10 Bacilo normal - - -
13 2TH14-BL05 Bacilo normal - - -
14 2TH13-BL36 Bacilo normal - - -
15 2TH13-BL36 Bacilo normal - - -
16 2TH13-BL34 Bacilo normal - - -
17 2THO7-BL16 Bacilo normal - - -
18 2TH02-BL16 Coco - - -
19 2THO03-BL18 Cocobacilos - - -
20 2THO09-BL71 Bacilo normal - - -
21 2TH13-BL39 cocobacilo - - -
22 2TH13-BL30 Cocobacilos - - -
23 2TH16-BL36 Bacilos cortos - - -
24 2THO5-BL11 Bacilos cortos - - -
25 2TH13-BL33 Bacilos cortos - - -
26 2THO03-BL15 Cocobacilo - - -
27 2THO02-BL15 Bacilos cortos - - -
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Continuacion...

28

2TH13-BL47

Bacilo normal

29

2THO08-BL21

Cocobacilo

30

2TH09-BL52

Cocobacilo

31

2TH13-BL31

Cocobacilo

32

2TH14-BLO6

Bacilo normal

33

2THO05-BL09

Bacilo normal

34

2TH13-BL32

Bacilos cortos

35

2THO3-BL14

Bacilo normal

36

2THO02-BL14

Cocobacilo

37

2THO05-BL15

Coco

38

2TH16-BL62

Bacilo normal

39

2TH13-BL34

Bacilo normal

40

2TH13-BL32

Bacilos cortos

41

2TH18-BL10

Bacilos cortos

42

2THO05-BL12

Cocobacilo

43

2TH13-BL31

Cocobacilo

44

2THO03-BL13

Coco

45

2TH02-BL13

Cocobacilo

46

2THO05-BL19

Bacilo normal

47

2THO3-BL17

Bacilo normal

48

2TH13-BL37

Bacilo normal

49

2TH12-BL17

Cocobacilo

50

2TH15-BL42

Bacilos cortos

51

2TH13-BL30

Cocobacilo

52

2THO03-BL12

Bacilos cortos

53

2THO01-BL25

Bacilo normal

()

54

2THO5-BL20

Bacilo normal

55

2TH16-BL35

Bacilos cortos

56

2TH13-BL35

Bacilo normal

57

2TH17-BL14

Coco

58

2TH12-BL17

Cocobacilo

59

2THO3-BL11

Bacilo normal

60

2TH09-BL53

Cocobacilo

61

2THO03-BL11

Bacilo normal

62

2THO1-BL24

Bacilo normal

()

63

2TH13-BL49

Bacilo normal

()

64

2THO8-BL14

Bacilo normal

65

2TH13-BL38

Bacilos cortos

66

2THO09-BL57

Bacilos cortos

67

2TH13-BL39

Cocobacilo

68

2THO05-BL08

Bacilos cortos

69

2TH09-BL52

Cocobacilo
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Continuacion...

70 2THO02-BL18 Coco - - -

71 2THO01-BL23 Cocobacilo - - -

72 2THO03-BL21 Bacilo normal - - -
()

73 2THO09-BL58 Bacilo normal - - -

74 2TH13-BL33 Bacilos cortos - - -

75 2TH09-BL56 Bacilo normal - - -

76 2TH13-BL38 Bacilos cortos - - -

77 2THO09-BL53 Cocobacilo - - -

78 2THO08-BL15 Bacilo normal - - -

79 2THO02-BL19 Coco - - -

80 2THO01-BL22 Bacilo normal - - -

Caja 6 (grupo 60)
N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion antagonismo frente a
de cepas BAL L. innocua

Observacion Catalasa KOH Halo de inhibicion
Microscépica

1 2TH15-BL57 Bacilo normal - - -
()

2 2TH09-BL72 Bacilo normal - - -
()

3 2TH15-BL58 Bacilo normal - - -

4 2TH15-BL59 Bacilo normal - - -
()

5 2TH16-BL63 Bacilo normal - - -

6 2TH13-BL56 Bacilo normal - - -

7 2THO08-BL25 Cocobacilo - - -

8 2THO08-BL22 Bacilo normal - - -
()

9 2THO7-BL27 Coco - - -

10 2THO7-BL26 Coco - - -

11 2THO08-BL24 Bacilo normal - - -
()

12 2TH13-BL64 Bacilo normal - - -
()

13 2THO03-BL25 Bacilo normal - - -
()

14 2THO08-BL26 Bacilo normal - - -
()

15 2THO09-BL74 Bacilo normal - - -
()

16 2THO03-BL26 Cocobacilo - - -

17 2TH13-BL59 Bacilo normal - - -
()
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18 2TH13-BL57 Bacilo normal
()

19 2TH13-BL58 Bacilo normal

20 2TH13-BL61 Bacilo normal

21 2THO08-BL27 Bacilo normal

22 2TH13-BL60 Bacilo normal
)

23 2TH13-BL62 Bacilo normal
)

24 2THO04-BL06 Bacilo normal
)

25 2TH13-BL63 Bacilo normal
(+)

26 2THO08-BL28 Bacilo normal

27 2THO07-BL22 Bacilo normal

28 2TH09-BL73 Bacilo normal
)

29 2THO08-BL29 Bacilo normal
()

30 2THO03-BL27 Bacilo normal
()

31 2THO01-BL27 Coco

32 2THO7-BL28 Coco

33 2THO01-BL26 Bacilo normal

34 2TH09-BL76 Coco (-)

35 2THO08-BL23  Bacilo (-)

36 2THO09-BL75 Cocobacilo

37 2THO7-BL24 Coco

38 2THO07-BL23 Coco

39 2THO03-BL24 Bacilo normal
()

40 2THO7-BL21 Cocobacilo

41 2THO08-BL30 Cocobacilo

42 2THO09-BL77 Cocobacilo

43 2THO01-BL25 Bacilo normal
()

44 2TH15-BL56 Bacilo normal

45 2THO7-BL20 Cocobacilo

46 2THO7-BL25 Coco

47 2THO04-BL25 Bacilo normal

48 2TH09-BL79 Bacilo normal
()

49 2THO08-BL32 Bacilo normal
()

50 2THO7-BL29 Cocobacilo

51 2THO09-BL80 Cocobacilo

52 2TH09-BL78 Cocobacilo

53 2THO03-BL28 Bacilo normal
()
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54 2TH13-BL76 Cocobacilos - - -

55 2TH09-BL81 Bacilo normal - - -

56 2TH09-BL83 Bacilo normal - - -
()

57 2TH09-BL84 Bacilo normal - - -
)

58 2TH09-BL82 Bacilo normal - - -

59 2THO03-BL29 Bacilo normal - - -

60 2THO03-BL30 Bacilo normal - - -
)

Caja 7 (grupo 22)

N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion de antagonismo frente a
cepas BAL L. innocua

Observacion Catalasa KOH Halo de inhibicion
Microscopica

1 2TH13-BL73  Bacilos cortos - - -

2 2TH13-BL69  Bacilo normal - - -
()

3 2TH13-BL78  Bacilos cortos - - -

4 2TH13-BL74  Bacilos cortos - - -

5 2THO02-BL28  Bacilo normal - - -
(-) grueso

6 2TH09-BL89  Bacilos cortos - - -
(-) grueso

7 2TH13-BL70  Bacilos cortos - - -
grueso

8 2THO09-BL90  Bacilos cortos - - -
(-) grueso

9 2TH13-BL71  Bacilo normal - - -
(-) grueso

10 2TH13-BL81 Bacilos - - -
normal

11 2TH13-BL77  Bacilo normal - - -
()

12 2TH13-BL86  Bacilos cortos - - -

13 2TH13-BL84  Bacilos cortos - - -

14 2TH13-BL79  Bacilos cortos - - -

15 2TH13-BL75 Bacilos cortos - - -

16 2TH13-BL80  Bacilos cortos - - -

17 2TH13-BL83  Bacilos cortos - - -

18 2TH13-BL88 Coco - - -

19 2TH13-BL82  Bacilos cortos - - -

20 2TH13-BL72  Bacilos cortos - - -
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21 2TH13-BL76  Bacilos cortos - - -
22 2TH13-BL85 Bacilos cortos - - -
Caja 8 (grupo 53)
N° Nueva Pruebas bioquimicas Prueba de
codificacion antagonismo frente a
de cepas BAL L. innocua

Observacion Catalasa KOH Halo de inhibicién
Microscopica

1 2THO02-BL23 Bacilos cortos - - -
)

2 2TH18-BL44 Bacilos cortos - - -

3 2TH14-BL07 Bacilos cortos - - -

4 2TH14-BL08 Bacilo normal - - -
)

5 2TH15-BL61 Cocobacilo - - -

6 2TH17-BL17 Cocobacilo - - -

7 2TH13-BL65 Bacilos cortos - - -

8 2TH17-BL19 Bacilo normal - - -
)

9 2THO7-BL30 Cocobacilo - - -

10 2TH15-BL60 Cocobacilo - - -
grueso

11 2TH17-BL18 Bacilos cortos - - -

12 2TH18-BL45 Bacilo normal - - -
)

13 2THO08-BL31 Bacilos cortos - - -

14 2THO01-BL28 Bacilos cortos - - -

15 2TH09-BL88 Bacilos cortos - - -

16 2THO05-BL24 Bacilo normal - - -
)

17 2TH13-BL68 Bacilos cortos - - -

18 2TH09-BL87 Cocobacilo - - -

19 2TH19-BL53 Bacilo normal - - -

20 2TH11-BL03 Bacilo normal - - -
)

21 2THO02-BL25 Bacilo normal - - -
()

22 2TH18-BL52 Bacilo normal - - -
y Bacilo
curvo

23 2TH18-BL49 Bacilo normal - - -
y Bacilo
curvo

24 2TH18-BL50 Bacilos cortos - - -
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25 2THO01-BL29 Bacilo normal

26 2THO01-BL30 Bacilo normal

27 2THO02-BL26 Bacilo normal
()

28 2THO02-BL27 Bacilo normal

29 2THO04-BL07 Bacilo normal
()

30 2THO03-BL31 Coco

31 2THO04-BL08 Cocobacilo

32 2THO08-BL33 Cocobacilo

33 2TH15-BL62 Cocobacilo

34 2TH18-BL48 Bacilo normal
()

35 2THO08-BL34 Cocobacilo

36 2TH17-BL20 Bacilo normal
()

37 2THO08-BL36 Cocobacilo

38 2THO09-BL85 Bacilo normal

39 2TH13-BL67 Bacilo normal
()

40 2TH09-BL86 Bacilo normal
()

41 2THO03-BL32 Bacilo normal
()

42 2THO5-BL25 Bacilo normal
()

43 2THO08-BL37 Bacilo normal

44 2THO08-BL35 Cocobacilo

45 2TH18-BL51 Bacilo normal
y Bacilo
curvo

46 2THO05-BL26 Cocobacilo

47 2TH13-BL87 Bacilo normal
y Bacilo
curvo

48 2TH11-BL02 Bacilo normal

49 2TH18-BL54 Bacilo normal
(-) grueso

50 2TH18-BL47 Bacilo normal
(-) y Bacilo
curvo

51 2THO08-BL38 Bacilo normal
grueso

52 2THO02-BL24 Bacilo normal
()

53 2TH18-BL46 Cocobacilo
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Anexo 5: B5. Caracterizacion fisioldgica de 2TH03-BL12 y 2TH03-BL12 mediante dindmica de

crecimiento en caldo MRS a 28 °C.

Tiempo (h) 2THO03-BL12 2THO03-BL13
UFC/mi pH UFC/mi pH
0 6.24E+06 5.85+0.00 4.00E+07 5.81+£0.03
2 1.13E+07 5.82+£0.01 7.60E+07 5.72+£0.01
6 1.13E+08 5.62 £0.01 2.46E+08 5.39£0.02
9 2.82E+08 5.16 £ 0.02 4.16E+08 4,98 £0.03
12 2.91E+08 4,92 £0.01 1.19E+09 4.6 +£0.03
17 3.36E+08 4,77 £0.01 1.59E+09 4.15+0.03
24 3.60E+08 4.62 £0.01 3.30E+09 3.94+£0.01
48 3.68E+08 4.36 £0.01 3.73E+09 411 +0.01
79 - 4.07 £0.03 - 4.22 +0.06
99 8.09E+07 4.04 £0.04 6.33E+08 4.32 £0.06
2THO03-BL12 2TH03-BL13
Tiempo  UFC/ml pH Halo (mm)  UFC/ml pH Halo (mm)
(h)
0 5.18E+07 5.45+0.08 23.725 4.01E+07 5.45%+0.08 25.06+0.13
0.04
6 3.64E+08 522+0.03 24.72+0.28 3.05E+08 5.14+0.13 27.48+0.66
12 4.45E+08 4.92 £0.08 27.975 4.69E+08 4.66+0.31 27.75+0.34
0.26
24 4.92E+08 471+0.12 26.13+0.04 6.10E+08 3.96+0.06 29.56+0.23
48 4.90E+08 4.53 £0.07 20.145 + 521E+08 4.12+0.05 29.97+£0.01
0.16
Anexo 6: B6. Calidad de extraccion de ADN mediante Nanodrop.
Sample ID Nucleic Acid Conc.  Unit 260/280 260/230
2THO03-BL12 40.1 ng/ul 1.85 2.04
2THO03-BL12 39.6 ng/pl 1.83 1.96
2THO03-BL13 79.9 ng/pl 1.81 1.75
2THO03-BL13 82.1 ng/ul 1.77 1.70
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Anexo 7: C7. Calidad de ADN por electroforesis

M B 12 13

Corrida electroforética de ADN calidad de dos bacterias acido lacticas con capacidad antagdnica frente a Listeria
innocua. Marcador de peso molecular (M), banco (B), cepa: 2TP03-BL12 (12), cepa:2TP03-BL13 (13), Bandas de
ADN en la cuadricula roja.

Anexo 8: C8. Tincion simple
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Anexo 9: C9. Observacion microscopica 1000X de las cepas (A) 2TH03-BL12 Y (B) 2THO03-
BL13. Presentando ambas forma bacilar y Gram positivas.

Anexo 10: C10. Ensayo en pozo dilucion critica. 1/1, 1/4, 1/16, 1/64.
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Anexo 11: C11. Proceso de obtencion de sustancias antagdnicas

L. lactis
L. plantarum Caldo MRS

L. curvatus

U —

____________________________________

Controles y BAL potenciales

o - - - - - - - - - - - ———

MRS 28 °C x 24 h

N -

- L.innocua, 30 pL en TSA + E.L. 0.5 % + 0.7 % agar en placa (aprox. 10 mL)
- Dejar secar 20 minutos

- Sembrar sobrenadantes (controles y BAL potenciales) 5 pL

- Esperar 15 minutos

- Incubar 24 h a 30 °C (L. innocua)

[
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
\

— e ——————
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Anexo 12: D12. ANOVA simple - halo de inhibicion de la cepa 2TH03-BL12 por ensayo

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento |Promedio |Desviacidn Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo
Control 3 33.4033  |0.602107 1.80254% 32.73 |33.89
Neutralizado |3 32.1967 |0.989966 3.07475% 31.06 |32.87
Catalasa 3 32.6967 |0.190351 0.582171% 325 |32.88
Total 9 32.7656 |0.787641 2.40387% 31.06 |33.89

Tabla ANOVA para Halo de inhibicién (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl|Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Entre grupos [2.20542 2 (1.10271 2.40 0.1715
Intra grupos [2.7576 6 (0.4596

Total (Corr.) 14.96302 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicién (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 2.39928, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor
0 igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicién
(mm) entre un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogeéneos
Neutralizado 3 32.1967 X

Catalasa 3 32.6967 X

Control 3 33.4033 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Catalasa - Control -0.706667 1.35445
Catalasa - Neutralizado 0.5 1.35445
Control - Neutralizado 1.20667 1.35445

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun
la alineacion de las X's en columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es
igual a 0.
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Anexo 13: D3. ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa 2TH03-BL13 por ensayo

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento |Promedio |Desviacidn Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo
Control 3 31.74 1.6087 5.06835% 30.67 |33.59
Neutralizado |3 31.1333  |0.496521 1.59482% 30.58 |31.54
Catalasa 3 30.71 0.69217 2.25389% 30.21 |31.5
Total 9 31.1944 |1.01459 3.25249% 30.21 |33.59

Tabla ANOVA para Halo de inhibicién (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F |Valor-P
Entre grupos |1.60816 2 10.804078 0.73 0.5211
Intra grupos (6.62707 6 (1.10451

Total (Corr.) |8.23522 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 0.727994, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F
es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de
inhibicion (mm) entre un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos
Catalasa 3 30.71 X

Neutralizado 3 31.1333 X

Control 3 31.74 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Catalasa - Control -1.03 2.09971
Catalasa - Neutralizado -0.423333 2.09971
Control - Neutralizado 0.606667 2.09971

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun
la alineacion de las X's en columna. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es
igual a 0.
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Anexo 14: D4. ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa 2TH03-BL12 por temperatura

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Ensayo Recuento Promedio Desviacién Estandar Minimo Maximo
100°C 10 min 3 31.6933 0.0503322 31.64 31.74
70°C 10 min 3 31.4267 0.263881 31.25 31.73
70°C 30 min 3 31.27 0.506853 30.74 31.75
70°C 50 min 3 3141 0.183303 31.21 31.57
Control 3 32.6967 0.190351 325 32.88
Total 12 31.45 0.302505 30.74 32.88
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P

Entre grupos |4.01129 4 11.00282 12.57 0.0006

Intra grupos  |0.7978 10|0.07978

Total (Corr.) (4.80909 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicién (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 12.5699, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicién (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

70°C 30 min 3 31.27 X

70°C 50 min 3 3141 X

70°C 10 min 3 31.4267 X

100°C 10 min 3 31.6933 X

Control 3 32.6967 X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
100°C 10 min - 70°C 10 min 0.266667 0.51386
100°C 10 min - 70°C 30 min 0.423333 0.51386
100°C 10 min - 70°C 50 min 0.283333 0.51386
100°C 10 min - Control * -1.00333 0.51386
70°C 10 min - 70°C 30 min 0.156667 0.51386
70°C 10 min - 70°C 50 min 0.0166667 0.51386
70°C 10 min - Control * -1.27 0.51386
70°C 30 min - 70°C 50 min -0.14 0.51386
70°C 30 min - Control -1.42667 0.51386
70°C 50 min - Control * -1.28667 0.51386

* indica una diferencia significativa.
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El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segln la alineacién de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Anexo 15: D15. ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa 2TH03-BL13 por temperatura

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento Promedio Desviacién Estandar Minimo Maximo
100°C 10 min 3 25.0833 0.171561 24.9 25.24
70°C 10 min 3 23.8933 0.258134 23.72 24.19
70°C 30 min 3 24.1367 0.629312 23.41 24.5
70°C 50 min 3 24.1633 0.109697 24.1 24.29
Control 3 30.1033 0.381357 29.68 30.42
Total 15 25.6027 0.70447 23.41 30.42

Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Entre grupos |82.7644 4 120.6911 159.27 {0.0000
Intra grupos  {1.29913 10(0.129913

Total (Corr.) |84.0636 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicién (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 159.269, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
gue 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicién (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

70°C 10 min 3 23.8933 X

70°C 30 min 3 24.1367 X

70°C 50 min 3 24.1633 X

100°C 10 min 3 25.0833 X

Control 3 30.1033 X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
100°C 10 min - 70°C 10 min * 1.19 0.655729
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Continuacion...

100°C 10 min - 70°C 30 min * 0.946667 0.655729
100°C 10 min - 70°C 50 min * 0.92 0.655729
100°C 10 min - Control * -5.02 0.655729
70°C 10 min - 70°C 30 min -0.243333 0.655729
70°C 10 min - 70°C 50 min -0.27 0.655729
70°C 10 min - Control * -6.21 0.655729
70°C 30 min - 70°C 50 min -0.0266667 0.655729
70°C 30 min - Control * -5.96667 0.655729
70°C 50 min - Control * -5.94 0.655729

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. EIl asterisco que se encuentra al lado de los 7 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 3 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Anexo 16: D6. ANOVA simple - halo de inhibicion de la cepa 2TH03-BL 12 por proteasa

Ensayo Recuento |Promedio |Desviacién Estandar Minimo Maximo
Control 3 32.6967 0.190351 325 32.88
Proteinasa K 3 0 0 0 0
Proteinasa de Streptomyces 3 0 0 0 0
Quimiotripsina 3 0 0 0 0
Tripsina 3 0 0 0 0

Total 15 6.53933 13.5379 0 32.88

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio [Raz6n-F |Valor-P
Entre grupos |2565.77 4 1641.443 88515.62 |0.0000
Intra grupos  (0.0724667 10 |0.00724667

Total (Corr.) [2565.85 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicién (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 88515.6, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Miltiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.
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Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

Proteinasa K 3 0 X

Proteinasa de Streptomyces 3 0 X

Quimiotripsina 3 0 X

Tripsina 3 0 X

Control 3 32.6967 X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
Control - Proteinasa K * 32.6967 0.15487
Control - Proteinasa de Streptomyces * 32.6967 0.15487
Control - Quimiotripsina * 32.6967 0.15487
Control - Tripsina * 32.6967 0.15487
Proteinasa K - Proteinasa de Streptomyces 0 0.15487
Proteinasa K - Quimiotripsina 0 0.15487
Proteinasa K - Tripsina 0 0.15487
Proteinasa de Streptomyces - Quimiotripsina 0 0.15487
Proteinasa de Streptomyces - Tripsina 0 0.15487
Quimiotripsina - Tripsina 0 0.15487

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacidn mdltiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Anexo 17: D17. ANOVA simple - halo de inhibicion de la cepa 2TH03-BL13 por proteasa

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento |Promedio  |Desviacion Estandar Minimo Maximo
Control 3 30.1033 0.381357 29.68 30.42
Proteinasa K 3 0 0 0 0
Proteinasa de Streptomyces |3 0 0 0 0
Quimiotripsina 3 0 0 0 0
Tripsina 3 0 0 0 0

Total 15 6.02067 12.4648 0 30.42

Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
Entre grupos |2174.91 4 |543.726 18693.32 (0.0000
Intra grupos  |0.290867 10(0.0290867

Total (Corr.) |2175.2 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicién (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 18693.3, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
gue 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicién (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion.
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones

Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Para determinar cuales medias son

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

Proteinasa K 3 0 X

Proteinasa de Streptomyces 3 0 X

Quimiotripsina 3 0 X

Tripsina 3 0 X

Control 3 30.1033 X

Contraste Sig. [Diferencia +/- Limites
Control - Proteinasa K * 30.1033 0.310273
Control - Proteinasa de Streptomyces * 30.1033 0.310273
Control - Quimiotripsina * 30.1033 0.310273
Control - Tripsina * 30.1033 0.310273
Proteinasa K - Proteinasa de Streptomyces 0 0.310273
Proteinasa K - Quimiotripsina 0 0.310273
Proteinasa K - Tripsina 0 0.310273
Proteinasa de Streptomyces - Quimiotripsina 0 0.310273
Proteinasa de Streptomyces - Tripsina 0 0.310273
Quimiotripsina - Tripsina 0 0.310273

* indica una diferencia significativa.
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El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas
entrecada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 4 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Anexo 18: D18. ANOVA multifactorial - halo de inhibicion de control, neutralizado y catalasa por
cepa

Andlisis de Varianza para Halo de inhibicién (mm) - Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cepa 18.1001 1 (18.1001 68.59 0.0000
B:Tratamiento 1.37448 2 10.687239 2.60 0.1150
INTERACCIONES

AB 3.51341 2 |1.75671 6.66 0.0113
RESIDUOS 3.16653 12 10.263878

TOTAL (CORREGIDO) 26.1546 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicion (mm) en contribuciones debidas a varios
factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucion de cada factor
se mide eliminando los efectos de los demés factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicion (mm) con un 95.0% de nivel de confianza.

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Halo de inhibicién (mm) con intervalos de confianza
del 95.0%

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 18 31.7628
Cepa
2TH03-BL12 9 32.7656 0.17123 32.3925 33.1386
2TH03-BL13 9 30.76 0.17123 30.3869 31.1331
Tratamiento
Catalasa 6 31.4 0.209713 30.9431 31.8569
Control 6 32.07 0.209713 31.6131 32.5269
Neutralizado 6 31.8183 0.209713 31.3614 32.2753
Cepa por Tratamiento
2THO03-BL12;Catalasa 3 32.6967 0.296579 32.0505 33.3429
2THO03-BL12;Control 3 33.4033 0.296579 32.7571 34.0495
2THO03-BL12;Neutralizado 3 32.1967 0.296579 31.5505 32.8429
2THO03-BL13;Catalasa 3 30.1033 0.296579 29.4571 30.7495
2THO03-BL13;Control 3 30.7367 0.296579 30.0905 31.3829
2THO03-BL13;Neutralizado 3 31.44 0.296579 30.7938 32.0862

El StatAdvisor
Esta tabla muestra la media de Halo de inhibicién (mm) para cada uno de los niveles de los factores. También
muestra los errores estandar de cada media, los cuales son una medida de la variabilidad en su muestreo. Las
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dos columnas de la extrema derecha muestran intervalos de confianza del 95.0% para cada una de las medias.
Pueden desplegarse estas medias e intervalos seleccionado Gréafica de Medias de la lista de Opciones Graficas.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) por Cepa

Método: 95.0 porcentaje LSD

Cepa Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2THO03-BL13 9 30.76 0.17123 X

2THO03-BL12 9 32.7656 0.17123 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
2TH03-BL12 - 2TH03-BL13 * 2.00556 0.527614

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han
identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacién de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente
diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

Anexo 19: D19. ANOVA multifactorial - halo de inhibicion temperatura por cepa

Andlisis de Varianza para Halo de inhibicién (mm) - Suma de Cuadrados Tipo |11

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cepa 305.093 1 |305.093 2815.81 (0.0000
B:Tratamiento 2.07985 3 ]0.693282 6.40 0.0047
INTERACCIONES

AB 0.670046 3 ]0.223349 2.06 0.1458
RESIDUOS 1.7336 16 |10.10835

TOTAL (CORREGIDO) 309.576 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Halo de inhibicion (mm) en contribuciones debidas a varios
factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucion de cada factor
se mide eliminando los efectos de los demés factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de
cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre Halo de inhibicién (mm) con un 95.0% de nivel de confianza.
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Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Halo de inhibicién (mm) con intervalos de confianza
del 95.0%

Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior Superior
MEDIA GLOBAL 24 27.8846
Cepa
2TH03-BL12 12 31.45 0.0950219 31.2486 31.6514
2TH03-BL13 12 24.3192 0.0950219 24.1177 24.5206
Tratamiento
100°C 10 min 6 28.3883 0.134381 28.1035 28.6732
70°C 10 min 6 27.66 0.134381 27.3751 27.9449
70°C 30 min 6 27.7033 0.134381 27.4185 27.9882
70°C 50 min 6 27.7867 0.134381 27.5018 28.0715
Cepa por Tratamiento
2TH03-BL12;100°C 10 min 3 31.6933 0.190044 31.2905 32.0962
2TH03-BL12;70°C 10 min 3 31.4267 0.190044 31.0238 31.8295
2TH03-BL12;70°C 30 min 3 31.27 0.190044 30.8671 31.6729
2THO03-BL12;70°C 50 min 3 31.41 0.190044 31.0071 31.8129
2THO03-BL13;100°C 10 min 3 25.0833 0.190044 24.6805 25.4862
2THO03-BL13;70°C 10 min 3 23.8933 0.190044 23.4905 24.2962
2THO03-BL13;70°C 30 min 3 24.1367 0.190044 23.7338 24.5395
2THO03-BL13;70°C 50 min 3 24.1633 0.190044 23.7605 24.5662

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la media de Halo de inhibicién (mm) para cada uno de los niveles de los factores. También
muestra los errores estandar de cada media, los cuales son una medida de la variabilidad en su muestreo. Las
dos columnas de la extrema derecha muestran intervalos de confianza del 95.0% para cada una de las medias.
Pueden desplegarse estas medias e intervalos seleccionado Grafica de Medias de la lista de Opciones Gréficas.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicién (mm) por Cepa

Método: 95.0 porcentaje LSD

Cepa Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2THO03-BL13 12 24.3192 0.0950219 X

2THO03-BL12 12 31.45 0.0950219 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
2TH03-BL12 - 2TH03-BL13 * 7.13083 0.284876

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han
identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente
diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Anexo 20: D20. ANOVA simple - halo de inhibicién de las cepas control (L. lactis, L. plantarum y
L. curvatus) por ensayo

ANOVA simple - halo de inhibicion de la cepa L. lactis por ensayo

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento |Promedio |Desviaciéon Estandar |Minimo Maximo
Catalasa 3 27.1967 |0.115902 27.12 27.33
Control 3 28.0567 |0.533135 27.56 28.62
Neutralizado |3 27.8667 |0.239653 27.59 28.01
Total 9 27.7067 |0.491782 27.12 28.62
Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F [Valor-P

Entre grupos |1.2246 2 10.6123 5.17 0.0495

Intra grupos  |0.7102 6 |0.118367

Total (Corr.) (1.9348 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 5.17291, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F
es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion
(mm) entre un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdultiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicién (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos
Catalasa 3 27.1967 X

Neutralizado 3 27.8667 XX

Control 3 28.0567 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Catalasa - Control * -0.86 0.687367
Catalasa - Neutralizado -0.67 0.687367
Control - Neutralizado 0.19 0.687367

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han
identificado 2 grupos homogéneos segun la alineaciéon de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente
diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa L. plantarum por ensayo

Resumen Estadistico para Halo de inhibicién (mm)

Ensayo Recuento [Promedio | Desviacion Estandar |Minimo Maximo
Catalasa 3 26.87 0.314325 26.51 27.09
Control 3 27.1167 (0.257941 26.83 27.33
Neutralizado |3 27.7 0.343948 27.31 27.96
Total 9 27.2289 |0.45515 26.51 27.96

Tabla ANOVA para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 1.09002 2 10.545011 5.76 0.0401
Intra grupos 0.567267 6 10.0945444

Total (Corr.) 1.65729 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 5.7646, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
gue 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) L.p por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos
Catalasa 3 26.87 X

Control 3 27.1167 XX

Neutralizado 3 27.7 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Catalasa - Control -0.246667 0.614316
Catalasa - Neutralizado * -0.83 0.614316
Control - Neutralizado -0.583333 0.614316

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mudltiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han
identificado 2 grupos homogéneos segin la alineacién de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es significativamente
diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa L. curvatus por ensayo

Resumen Estadistico para Halo de inhibicion (mm)

Ensayo Recuento |Promedio [Desviacion Estandar |Minimo Méaximo
Catalasa 3 27.3233 |0.378065 27.03 27.75
Control 3 29.8267 |0.161658 29.64 29.92
Neutralizado |3 29.8 0.164621 29.7 29.99
Total 9 28.9833 |1.26459 27.03 29.99
Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) L.c por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razo6n-F |Valor-P

Entre grupos |12.4013 2 16.20063 94.83 0.0000

Intra grupos  |0.392333 6 [0.0653889

Total (Corr.) |12.7936 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 94.827, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
gue 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacién. Para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos
Catalasa 3 27.3233 X

Neutralizado 3 29.8 X

Control 3 29.8267 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Catalasa - Control * -2.50333 0.510888
Catalasa - Neutralizado * -2.47667 0.510888
Control - Neutralizado 0.0266667 0.510888

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mudltiple para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa L. lactis por temperatura

Resumen Estadistico para Halo de inhibicién (mm)

Ensayo Recuento | Promedio [Desviacion Estandar |Minimo Maximo

100°C 10 min |3 24.8267 |0.219393 24.58 25.0

70°C 10 min (3 26.4733 |0.162891 26.36 26.66

70°C 30 min (3 24.96 0.157162 24.82 25.13

70°C 50 min (3 25.53 0.19 25.32 25.69

Control 3 27.1967 |0.115902 27.12 27.33

Total 15 25.7973 ]0.951971 24.58 27.33

Tabla ANOVA para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 12.3897 4  [3.09742 104.01 0.0000
Intra grupos 0.2978 10 ]0.02978

Total (Corr.) 12.6875 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. Larazon-F, que en este caso es igual a 104.01, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
gue 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion (mm) entre
un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Miltiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

100°C 10 min 3 24.8267 X

70°C 30 min 3 24.96 X

70°C 50 min 3 25.53 X

70°C 10 min 3 26.4733 X

Control 3 27.1967 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
100°C 10 min - 70°C 10 min * -1.64667 0.31395
100°C 10 min - 70°C 30 min -0.133333 0.31395
100°C 10 min - 70°C 50 min * -0.703333 0.31395
100°C 10 min - Control * -2.37 0.31395
70°C 10 min - 70°C 30 min * 1.51333 0.31395
70°C 10 min - 70°C 50 min * 0.943333 0.31395
70°C 10 min - Control * -0.723333 0.31395
70°C 30 min - 70°C 50 min * -0.57 0.31395
70°C 30 min - Control * -2.23667 0.31395
70°C 50 min - Control * -1.66667 0.31395

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 9 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - halo de inhibicién de la cepa L. plantarum por temperatura

Resumen Estadistico para Halo de inhibicién (mm)

Ensayo Recuento |Promedio |Desviaciéon Estandar |Minimo Maximo

100°C 10 min |3 24.65 0.0984886 24.57 24.76

70°C 10 min |3 26.2933 |0.447363 25.78 26.6

70°C 30 min |3 25.5067 ]0.151438 25.4 25.68

70°C 50 min |3 26.38 0.307896 26.12 26.72

Control 3 26.87 0.314325 26.51 27.09

Total 15 25.94 0.843395 24.57 27.09

Tabla ANOVA para Halo de inhibiciéon (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 9.10567 4 [2.27642 26.70 0.0000
Intra grupos 0.852733 10 [0.0852733

Total (Corr.) 9.9584 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 26.6955, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F
es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion
(mm) entre un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacion. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdultiples Rangos, de la lista de Opciones

Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicién (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

100°C 10 min 3 24.65 X

70°C 30 min 3 25.5067 X

70°C 10 min 3 26.2933 X

70°C 50 min 3 26.38 XX

Control 3 26.87 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
100°C 10 min - 70°C 10 min * -1.64333 0.531256
100°C 10 min - 70°C 30 min * -0.856667 0.531256
100°C 10 min - 70°C 50 min * -1.73 0.531256
100°C 10 min - Control * -2.22 0.531256
70°C 10 min - 70°C 30 min * 0.786667 0.531256
70°C 10 min - 70°C 50 min -0.0866667 0.531256
70°C 10 min - Control * -0.576667 0.531256
70°C 30 min - 70°C 50 min * -0.873333 0.531256
70°C 30 min - Control * -1.36333 0.531256
70°C 50 min - Control -0.49 0.531256

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 8 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANOVA simple - halo de inhibicion de la cepa L. curvatus por temperatura

Resumen Estadistico para Halo de inhibicién (mm)

Ensayo Recuento |Promedio |Desviacion Estandar |Minimo Maximo
100°C 10 min |3 26.4167 [0.341516 26.12 26.79
70°C 10 min |3 27.0667 |0.0503322 27.02 27.12
70°C 30 min |3 25.45 0.527162 24.87 25.9
70°C50 min |3 26.6433 [0.292632 26.32 26.89
Control 3 27.3233 [0.378065 27.03 27.75
Total 15 26.58 0.733981 24.87 27.75

Tabla ANOVA para Halo de inhibicion (mm) por Ensayo

Fuente Suma de Cuadrados Gl |[Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 6.29093 4 [1.57273 12.57 0.0006
Intra grupos 1.25127 10 ]0.125127

Total (Corr.) 7.5422 14

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Halo de inhibicion (mm) en dos componentes: un componente
entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 12.5691, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F
es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Halo de inhibicion
(mm) entre un nivel de Ensayo y otro, con un nivel del 5% de significacién. Para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdltiples Rangos, de la lista de Opciones
Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Halo de inhibicién (mm) por Ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo Casos Media Grupos Homogéneos

70°C 30 min 3 25.45 X

100°C 10 min 3 26.4167 X

70°C 50 min 3 26.6433 XX

70°C 10 min 3 27.0667 XX

Control 3 27.3233 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
100°C 10 min - 70°C 10 min * -0.65 0.643536
100°C 10 min - 70°C 30 min * 0.966667 0.643536
100°C 10 min - 70°C 50 min -0.226667 0.643536
100°C 10 min - Control * -0.906667 0.643536
70°C 10 min - 70°C 30 min * 1.61667 0.643536
70°C 10 min - 70°C 50 min 0.423333 0.643536
70°C 10 min - Control -0.256667 0.643536
70°C 30 min - 70°C 50 min * -1.19333 0.643536
70°C 30 min - Control * -1.87333 0.643536
70°C 50 min - Control * -0.68 0.643536

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién mdltiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 7 pares indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la
pagina, se han identificado 4 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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