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Resumen

Las bacterias lacticas pueden poseer propiedades funcionales de interés para elaboracion de alimentos frutales innovadores.
El objetivo de este trabajo fue aislar cepas nativas de bacterias lacticas con propiedades de interés industrial, a partir de
arandanos frescos. Las cepas se aislaron en MRS agar, se sometieron a identificacion preliminar y se determiné: actividad
antagénica frente a microorganismos indicadores patdgenos e indicadores; resistencia a pH 3; crecimiento ante diferentes
temperaturas, sales biliares (1 %) y alta concentracion de cloruro de sodio (6,5 %); produccion de exopolisacaridos (EPS) y
caracterizacion de metabolitos antimicrobianos extracelulares. Se aislaron 10 cepas caracterizadas preliminarmente como
bacterias lacticas, de las cuales la cepa Ar2, identificada por métodos moleculares como perteneciente a la especie Weissella
confusa, fue la que presentd mayor actividad inhibitoria frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella
Enteritidis. Ademas, resistio pH 3, crecié en medio MRS adicionado con sales biliares (1%), produjo EPS y metabolitos
extracelulares tipo bacteriocina con efecto anti-Listeria monocytogenes. Por consiguiente, la cepa nativa Weissella confusa
Ar2 podria ser potencialmente aplicada en elaboracién de alimentos frutales innovadores ya sea como cultivo bioprotector,
probidtico o productor de espesantes naturales.

Palabras clave: Bacterias lacticas, frutas, bioproteccion, probioticos, exopolisacaridos.
Abstract

Lactic acid bacteria may have functional properties that can be used for the production of innovative fruit foods. The objective
of this work was to isolate native strains of lactic acid bacteria with properties of industrial interest from fresh blueberries.
Native strains were isolated on MRS agar and subjected to preliminary identification. Antagonistic activity against pathogenic
and indicator microorganisms was determined. Other tests carried out were: resistance to pH 3; growth at different
temperatures, bile salts (1%) and high concentration of sodium chloride (6.5%); production of exopolysaccharides (EPS); and
characterization of extracellular antimicrobial metabolites. Ten native strains preliminarily characterized as lactic acid bacteria
were isolated. The Ar2 strain, identified by molecular methods as Weissella confusa, showed the highest inhibitory activity
against Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella Enteritidis. In addition, it resisted pH 3, grew in MRS medium
added with bile salts (1%), produced EPS and extracellular bacteriocin-like metabolites with anti-Listeria monocytogenes effect.
Consequently, the native lactic strain Weissella confusa Ar2 could potentially be applied in the production of innovative fruit
foods either as a bioprotective microorganism, as a producer of natural thickeners or as a probiotic culture.

Keywords: Lactic acid bacteria, fruit, bioprotection, probiotics, exopolysaccharides.

1. Introduccion aditivos quimicos, por lo que la industria alimentaria

necesita buscar alternativas que permitan ofrecer
En la actualidad, se percibe por parte de los alimentos seguros, pero al mismo tiempo de alta
consumidores un marcado interés por la adopcion de calidad nutritiva y organoléptica. Las sociedades
dietas saludables, poco procesadas, y con menos desarrolladas registran un incremento de la poblacién
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que, por diferentes causas como intolerancia a la
lactosa, alergia a las proteinas de la leche, alto
contenido de colesterol o de &cidos grasos saturados,
han optado por consumir dietas vegetarianas o
veganas (Vijaya Kumar et al., 2015). Las frutas y las
hortalizas son esenciales para una dieta equilibrada
debido a su contenido de agua, vitamina, minerales,
carbohidratos (glucosa y fructosa), fibra, vy
compuestos bioactivos tales como polifenoles,
carotenoides, tocoferoles entre otros, los cuales
poseen efectos beneficios comprobados para la salud
(Rodriguez et al., 2015; Ayed et al., 2020). Asi, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda la ingesta de un minimo de 400 g diarios
de frutas y verduras, para prevenir enfermedades
crénicas y mitigar varias carencias de micronutrientes
(OMS, 2018).

Las frutas pueden ser consumidas frescas, en jugos o
néctares, en ensaladas o en variedad de frutas 1V
GAMA, lavadas, desinfectadas, peladas, cortadas y
envasadas, sin embargo, la vida util de estos
alimentos es corta y son susceptibles al deterioro
microbiano por su alto contenido de nutrientes y
actividad de agua (Rodriguez et al., 2015; Valero,
2018). Asimismo, han estado también involucradas
en brotes de enfermedades de trasmitidas por
alimento (ETA), producidos por distintos
microorganismos como por ejemplo Listeria
monocytogenes, y diferentes serovariedades de
Salmonella enterica o de Escherichia coli (Oliveira et
al., 2018; Carstens et al., 2019; EFSA and ECDC,
2021).

Una alternativa para la conservacion de estos
alimentos es la biopreservacién (Ananou et al., 2007),
gue consiste en la aplicacion de microorganismos,
como por ejemplo bacterias lacticas (BAL), y/o sus
metabolitos para inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas y deteriorantes (O"Sullivan et al., 2002;
Akbar et al., 2016). Las BAL pueden contribuir
también  al  desarrollo  de  caracteristicas
organolépticas, reologicas y de textura en alimentos
innovadores de matriz vegetal debido a la habilidad
de algunas cepas de producir exopolisacaridos (EPS)
in situ que actien como bioespesantes naturales. La
produccion de EPS por BAL esta recibiendo creciente
atencion en los Gltimos afios debido a los posibles
efectos benéficos para la salud, en particular la
actividad anticancerigena, antitumoral e
inmunomoduladora (Behare et al., 2009; Patel et al.,
2014). Estos efectos se suman a los ya demostrados
en algunas cepas de BAL como por ejemplo la
contribucion al mantenimiento del equilibrio de la
poblacién microbiana en el tracto gastrointestinal o el
aumento de la respuesta inmune contra infecciones
entre otros, por lo que se las considera bacterias
probidticas (Vinderola y Reinheimer, 2003; Fontana
et al., 2013).

En general la poblacion de bacterias lacticas en frutas
y hortalizas se encuentra en un rango de 10? y 10*
UFC/g v, hasta la fecha, la diversidad de bacterias
lacticas en frutas ha sido escasamente estudiada,
siendo los géneros frecuentemente reportados
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Weissella y Enterococcus (Di Cagno et
al., 2010; Emerenini et al., 2013; Ruiz Rodriguez et
al., 2019, Bouzaiene et al., 2019; Linares Morales et
al., 2020).

Por otra parte, las frutas constituyen posibles
sustratos para la inclusion de microorganismos
probidticos, cuyos efectos benéficos se sumarian a las
ventajas funcionales que ya de por si presentan estos
alimentos (fuente de micronutrientes, bajo contenido
de alérgenos, buena digestibilidad). Ademas, esta
inclusion podria ser una alternativa para aumentar el
bajo consumo de vegetales frescos que se observa en
paises en desarrollo (Bernal Castro et al., 2017).

La combinacién de cepas de bacterias lacticas
productoras de EPS, de metabolitos antimicrobianos
naturales con actividad bioldgica y con caracteristicas
probidticas, suponen una alternativa a los métodos
tradicionales, para la conservacion de los parametros
de calidad de alimentos de matriz vegetal, sumado los
efectos benéficos que ejercen a la salud. Por
consiguiente, el objetivo del siguiente trabajo fue
aislar cepas de bacterias lacticas con propiedades de
interés industrial a partir de arandanos (Vaccinium
corymbosum) frescos, que puedan ser empleadas en
la elaboracion de alimentos innovadores derivados de
frutales.

2. Materiales y métodos

Procesamiento de las frutas, aislamiento de bacterias
lacticas y conservacion de las cepas lacticas

Para el aislamiento de bacterias lacticas a partir de
arandanos frescos adquiridos en supermercados, se
prepard un homogenato en bolsas plasticas estériles
(Whirl-Pack Nasco, EEUU) para lo cual se peso6 20 g
del material, se agregé 180 ml de agua peptonada (0,1
%), y posteriormente se homogeneizé en digestor tipo
Stomacher (Lab Cima, Argentina) durante 30
segundos a velocidad media. A partir de los
homogenatos se realizaron placas de aislamiento en
agar MRS (Biokar Diagnostic, Beauvais, Francia)
mediante siembra en superficie por agotamiento. Las
placas se incubaron 48 h a 37 °C en condiciones de
anaerobiosis, al cabo de las cuales se aislaron con
pipeta Pasteur las colonias que presentaron
morfologia tipica de bacterias lacticas. Las cepas de
bacterias lacticas aisladas se conservaron a—20 °C en
caldo MRS adicionado con 15 % de glicerol. Antes
de ser empleadas en los ensayos correspondientes, las
cepas se inocularon en caldo MRS y se incubaron
durante 24 h a 37 °C.
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Cepas empleadas como indicadoras de actividad
antibacteriana

Las cepas bacterianas empleadas como indicadoras
de la actividad antibacteriana en los diferentes
ensayos fueron: Bacillus cereus MA 130,
Cronobacter sakazakii MAL13, Escherichia coli
ATCC 35218, Escherichia coli 0:157 MA 61,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 2583, Salmonella Enteritidis MA
44y Staphylococcus aureus MA 106, provistas por
la coleccion de cultivos del laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Universidad
Nacional de Lujan; Listeria innocua CIP 8011,
provista por la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la UBA,; y Listeria monocytogenes tipo 1 BE 16/96,
Listeria seeligeri 19/02, Listeria welshimeri
BE313/01, provistas por el INEI-ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran”. Las cepas de bacterias se conservaron a
—20 °C en caldo triptona soja (TSB, Biokar, Francia)
adicionado con 15 % de glicerina. Antes de ser
empleadas en los ensayos las cepas se desarrollaron
en TSB y agar triptona soja (TSA, Biokar, Francia)
24 ha 37 °C.

Identificacién taxondmica preliminar de las cepas
lacticas aisladas

Para la identificacion taxondmica preliminar las
cepas aisladas se sometieron a las siguientes pruebas:
tincién de Gram, catalasa, fermentacion de azlcares,
diferenciacion entre homofermentativas vy
heterofermentativas.

Caracterizacion de las cepas lacticas aisladas

Desarrollo a 15, 30, 37 y 45 °C. A partir de cultivos
ON, cada una de las cepas se inoculd en caldo MRS
y se incubd a 15, 30, 37 y 45 °C durante 24-48 h, al
cabo de las cuales se observo en forma cualitativa el
desarrollo de turbidez. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Desarrollo en CINa al 6,5 %. A partir de cultivos ON,
cada una de las cepas se inoculd en caldo MRS
adicionado con 6,5 % de CINay se incubaron a 37 °C
durante 24-48 h al cabo de las cuales se realizo la
lectura cualitativa de la turbidez producida. Las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Produccion de exopolisacéridos (EPS). La
produccion de EPS se determiné sembrando cada
cepa, con ansa calibrada (10 ul), en MRS agar
suplementado con 5 % de sacarosa (Grosur-Tudor y
Zamfir, 2011). Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24-48 h al cabo de las cuales se observo el
desarrollo de colonias mucosas. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

Resistencia a sales biliares. La resistencia a la bilis
se determind mediante el método modificado

propuesto por Kociubinski et al. (1999). A partir de
cultivos ON, las cepas de bacterias lacticas se
sembraron con ansa calibrada (10 pl) en placas de
agar MRS adicionado con 1 % de sales biliares
(Britania, Argentina) y se incubaron 24 h a 37 °C.
Para control, las cepas se sembraron también en
medio MRS sin adicion de sales biliares. Finalizada
la incubacion se comparo cualitativamente el
desarrollo de las cepas en medios con y sin sales
biliares adicionadas. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Resistencia a pH acidos (pH 3). La resistencia a pH
3 de las cepas de bacterias lacticas, se evaluo
mediante el método propuesto por Garriga et al.
(1998) modificado. A partir de cultivos ON cada una
de las cepas se sembraron en tubos de centrifuga con
10 ml de caldo MRS y se incubaron 24 horas; a
continuacion, se recuperaron las células por
centrifugacion (5000 rpm, 10 minutos, 4 °C), los
pellets fueron lavados 2 veces en buffer fosfato
salino pH 6,5 (PBS 6,5) y resuspendidos en 10 ml de
PBS. De cada cepa se colocd 0,5 ml de suspension
en tubos con 4,5 ml de PBS con pH 3 (pH ajustado
con HCI 1 M) y pH 6,5, utilizado como control, que
se incubaron 3 horas a 37 °C. Se realizd el recuento
de bacterias lacticas por siembra en profundidad en
placas con MRS agar al inicio y al final de la
exposicion. Las placas se incubaron a 37 °C durante
48 h; a partir del recuento de unidades formadoras
de colonias (ufc), se calculd el indice de
Supervivencia (IS) de la poblacion expuesta a pH 3
utilizando la férmula 1:

IS = Log ufc final /Log ufc inicial (1)

Donde IS es el indice de supervivencia después de la
exposicién a pH 3 durante 3 horas; Log ufc final es el
logaritmo decimal del ndmero de unidades
formadoras de colonias de la poblacién después de
haber sido expuesta durante 3 horas a pH 3, y Log ufc
inicial es el logaritmo decimal del nimero de
unidades formadoras de colonias de la poblacién al
inicio de la exposicion.

Determinacidn de la actividad inhibitoria in vitro de
las cepas lacticas aisladas sobre bacterias
indicadoras

Para determinar la capacidad inhibitoria de las cepas
de bacterias lacticas se utilizo la técnica de estrias
cruzadas (Gonzélez et al., 1995). Las cepas lacticas se
sembraron en un arco de las placas de Petri sobre agar
MRS y se incubaron 24 h a 37 °C. Posteriormente,
Escherichia coli ATCC 35218, Listeria
monocytogenes ATCC 7644 y Salmonella Enteritidis
MA 44, se sembraron en forma de estria
perpendicular al cultivo desarrollado de la cepa
lactica y las placas se incubaron a 37 °C. Las
longitudes de las zonas de inhibicién se midieron con
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calibre (en mm) cada 24 h durante 120 h. Los ensayos
se realizaron por triplicado.

Determinacién de la produccién de metabolitos
antimicrobianos extracelulares

Esta determinacion se realizo con el extracto libre de
células (ELC) del cultivo de la cepa lactica que
presentd la mayor actividad inhibitoria sobre
bacterias indicadoras en el ensayo de estrias cruzadas.
Para la obtencion del ELC, la cepa se cultivo 3 veces
consecutivas en caldo MRS y se incub6 ON a 37 °C.
El cultivo obtenido se sembro al 3% en 100 ml de
caldo MRS, se incub6 a 37 °C durante 16-20 h, al
cabo de las cuales el cultivo se centrifug6 (6000 rpm
30 minutos a 5 °C en centrifuga Sorvall RC-5B,
Alemania), y se concentr6 el sobrenadante 10 veces
con un evaporador rotatorio Biichi RE130 (Suiza) en
un bafio a 40 °C. Posteriormente el extracto se ajustd
a pH 5 con NaOH 3M vy se esterilizd por filtracion
(membrana de 0,22 um de diametro de poro,
Sartorius, Alemania). Para evaluar la actividad
inhibitoria del ELC, se utilizé la técnica de difusion
en agar (Benkerroum et al., 1993). Las cepas
utilizadas como indicadoras de la actividad
antibacteriana se cultivaron en TSB a su respectiva
temperatura éptima de crecimiento. Se mezclé 0,5 mli
del in6culo con 12 ml TSA que posteriormente se
volcé en placas de Petri. Una vez que el agar
solidifico, se realizaron pozos con sacabocado estéril
(7 mm de didmetro) y en cada uno se coloc6 50 pl del
ELC aensayar. Las placas se incubaron 24 h a 37 °C,
al cabo de las cuales se midieron los halos de
inhibicion producidos. Los ensayos se realizaron por
triplicado y en todos los casos como testigo se utilizo
caldo MRS concentrado acidificado con éacido lactico
a pH 5, coincidente con el pH del ELC.

Para la caracterizacion preliminar de los metabolitos
antimicrobianos presentes en el ELC, se evalio la
estabilidad de su actividad bioldgica frente a la accion
de diferentes enzimas y ante la exposicion a
tratamientos térmicos de alta temperatura. Para esto,
el ELC se expuso ante las siguientes enzimas:
catalasa, pronasa E, proteasa, pepsina, tripsina. Cada
enzima se prepard en una concentracion de 1mg/ml,
segln recomendacion del fabricante (Sigma, USA) y
luego se esterilizd por filtracion (membrana de 0,22
pum de diametro de poro, Sartorius, Alemania).
Posteriormente, se mezclaron 1 ml de las enzimas
esterilizadas con 1 ml del ELC (concentracion final
de la enzima: 0,5 mg/ml), y la mezcla se incubd a 37
°C durante 4 h, al cabo de las cuales se evaluo la
persistencia de la capacidad inhibitoria de los ELC
por el método de difusidn en agar descripto
anteriormente, utilizando Listeria monocytogenes
ATCC 7644 como bacteria indicadora. Los ensayos
se realizaron por triplicado y como testigos se
utilizaron la enzima sin el agregado del ELC (blanco
de enzima), el ELC sin tratar enzimaticamente y MRS

concentrado (blanco del medio). Para evaluar la
persistencia de la actividad antimicrobiana ante
tratamientos de altas temperaturas, el ELC (1 ml) se
incub6é en un bafio termostatico Vicking Modelo
Masson (Argentina) a 100 °C durante 30 minutos.
Luego se ensay0 la actividad inhibitoria remanente
mediante el método de difusidn en agar. Como cepa
indicadora se empled Listeria monocytogenes ATCC
7644 y como testigos se utilizaron MRS concentrado
(blanco del medio), sometido a los mismos
tratamientos que los utilizados para el ensayo, y ELC
sin tratar. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Identificaciéon molecular

A partir de un cultivo ON de la cepa lactica aislada de
arandanos seleccionada por su alta capacidad
inhibitoria, se realiz6 la extraccion del ADN
gendmico por el método de fenol-cloroformo. Para la
amplificacion de secuencias especificas del ADN que
codifican la fraccion 16S rRNA se empled la técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando una
mezcla que contenia ADN gendmico bacteriano,
primers (27F y 518R; 27F: 5°-GAG TTT GAT CMT
GGC TCA G-3 Y 518R: 5"-WTT ACC CGC GCT
GCT GG-3"), enzima Taq ADN polimerasa, dNTPs,
MgCI2 y buffer de reaccion. El termociclador
(Eppendorf Mastercycler gradient AG 22331
Hamburg Made in Germany) se utilizd con las
siguientes condiciones de ciclado: 95 °C durante 5
min, 35 ciclos de 95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg,
72 °C por 30 seg y 72 °C por 5 min. El producto
amplificado fue purificado por el método Exo-SAP
(Werle etal., 1994) y enviado a un laboratorio externo
(Macrogen Inc., Corea del Sur) donde fue
secuenciado en ambas direcciones utilizando los
mismos primers empleados en la amplificacion.

Andlisis estadisticos

Los analisis de varianza y de comparaciones
multiples (test de minimas diferencias significativas
de Fisher), empleados para establecer diferencias
significativas entre los tratamientos, se realizaron
usando el paquete estadistico STATGRAPHICS
PLUS (StatPoint Inc., EEUU).

3. Resultados y Discusién

De un total de 13 cepas aisladas de arandanos, 10
cepas presentaron colonias con caracteristicas
morfologicas similares a las de las bacterias lacticas,
por reaccién de Gram positiva y catalasa negativa.
Segun la via fermentativa de la glucosa, las 10 cepas
se clasificaron como heterofermentativas. En la Tabla
1 se resefian las caracteristicas diferenciales de las
cepas de bacterias lacticas aisladas de arandanos.

La temperatura éptima de crecimiento de las bacterias
lacticas permite determinar si las bacterias son
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mesofilas o termdfilas y por lo tanto el uso industrial
al que va a ser destinado. Todas las cepas aisladas
desarrollaron en caldo MRS a 15, 30 y 37 °C, en
cambio a 45 °C no mostraron desarrollo, por lo tanto,
se las considera mesdfilas.

La resistencia de las cepas de bacterias lacticas a altas
concentraciones de NaCl sin perder su capacidad de
crecimiento les confiere amplias posibilidades de ser
utilizadas en cultivos iniciadores, bioprotectores o
probidticos en una amplia variedad de alimentos
(Castillo Arroyo et al., 2018). Todas las cepas
aisladas de arandanos desarrollaron en caldo MRS
adicionado con CINa (6,5 % p/v), excepto Ar7 y
Arl2.

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de cepas lacticas
nativas aislada a partir de arandanos frescos.

Morfologia CINa IS
Cepas . . EPS
microscopica 6,5% pH3
Ar1 Bastones cortos + + 0,75
Ar2 Diplococos y + N 075
cadenas cortas
Ar3 Diplococos y N N 054
cadenas cortas
Ard Diplococos + + 0,70
Ar5 Bastones cortos + + 0,43
A6 Diplococos y N N 0,50
cadenas cortas
Ar7 Bastones cortos - + 0,52
Ar11 Bastones cortos + + 0,38
Ar12 Bastones cortos - + 0,41
Ar13 Bastones cortos + + 0,65

CINa 6,5 %: crecimiento en caldo MRS adicionado con
CINa (6,5 % p/v); EPS: produccion de exopolisacaridos; IS
pH3: Indice de Supervivencia de cultivos expuestos a pH 3
durante 3 horas a 37 °C, calculado aplicando la férmula 1.

Las BAL que producen EPS son microorganismos de
importancia industrial en el desarrollo de productos
alimenticios funcionales y se utilizan como cultivos
iniciadores o coadyuvantes para desarrollar alimentos
fermentados. En la industria de los alimentos estas
bacterias mejoran las caracteristicas reoldgicas y
desempefian un papel importante como agentes
texturizantes y bioespesantes, debido a la naturaleza
hidrocoloidal, gelificante, emulsificante vy
estabilizante de los EPS que producen. Ademas,
diversos investigadores han sefialado una variedad de
beneficios para la salud que los EPS pueden
proporcionar a los consumidores como, por ejemplo,
efectos antiinflamatorios, antioxidantes,
antitumorales, o anticolesterolémicos (Patel et al.,
2012; Zannini et al., 2016; Fessard y Remize, 2017;
Jin et al., 2019). Las 10 cepas aisladas de ardndanos
sembradas en MRS agar suplementado con sacarosa

mostraron produccion de EPS, si bien difieren en
algunas cepas la produccién fue moderada (Tabla 1).

En la generacién y disefio de un alimento con
microorganismos probidticos adicionados, se debe
considerar propiedades intrinsecas de la cepa a
emplear, como por ejemplo su capacidad de
sobrevivir y colonizar en el tracto gastrointestinal, ser
tolerante al pH acido y a la pepsina del estomago, a
sales biliares, a pancreatina en la parte superior del
intestino, poseer capacidad de adherirse a la mucosa
intestinal, entre otras (Havenaar y Huis in’t Veld,
1992; Ren et al., 2014). Por este motivo en las cepas
lacticas aisladas de ardndanos se evalu6 su capacidad
de supervivencia a pH3 (Tabla 1) y el desarrollo en
MRS agarizado adicionado sales biliares. Todas las
cepas aisladas desarrollaron en MRS agarizado
adicionado con sales biliares, y las cepas Ar 1y Ar 2
se destacaron significativamente por su elevado
indice de Supervivencia a pH 3 (0,75).

Todas las cepas aisladas de arandanos mostraron
capacidad inhibitoria contra las bacterias indicadoras
ensayadas (Figura 1). La cepa més inhibitoria fue Ar2
y las especie mé&s inhibidas fueron Listeria
monocytogenes (24+0,16) y Salmonella Enteritidis
(24+0,16), seguida  por  Escherichia  coli
(19,7+0,047).

o I
M ﬂ

10 +

Longitud promedio de zona de
inhibicién (mm)

Arl Ar2 Ar3 Ard Ar5 Ar6 Ar7 Arll Arl2 Arl3
Cepas lacticas nativas

E. coli L. monocytogenes  ® S. Enteritidis

Figura 1. Inhibicién producida por cepas aisladas de
arandanos sobre E. coli, Listeria monocytogenes y
Salmonella Enteritidis.

Debido a que la cepa Ar2 mostré mayor capacidad
inhibitoria frente a las cepas indicadoras ensayadas y
ademas, resistié pH 3, sales biliares 1 % y produjo
exopolisacaridos (EPS), se seleccion6 para los
ensayos de determinacion de  metabolitos
extracelulares  antimicrobianos y para la
identificacion taxondmica molecular.

Los resultados obtenidos de la accion inhibitoria del
ELC de la cepa Ar2 se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Actividad inhibitoria del ELC de la cepa Ar2
contra bacterias indicadoras y patégenas

Cepas patdgenas o indicadoras | Halos de inhibicién (mm)
Bacillus cereus MA 130 11,5+0,8
C. sakazakii MA13 11,140,2
E. coli ATCC 35218
E. coli 0:157 MA 61

Listeria innocua CIP 8011 10,5+0,5
L. monocytogenes ATCC 7644 11,7+0,4
L. monocytogenes tipo 1 BE 16/96 11£0,1

Listeria seeligeri 19/02 13,5+0,5
L.welshimeri BE313/01 10,9+£0,5
P. aeruginosa ATCC 2583 12,7+0,5
S. Enteritidis MA 44 13,440,4
S. aureus MA 106 11,2+0,4

Dado que el ELC de la cepa Ar2 presenté marcada
actividad inhibitoria frente a todas las cepas del
género Listeria ensayadas, se decidié usar Listeria
monocytogenes ATCC 7644 como cepa indicadora
para la caracterizacion preliminar de los metabolitos
antimicrobianos contenidos en el ELC, debido a que
esta especie ha estado involucrada en numerosos
brotes de ETA vinculados con el consumo de frutas y
hortalizas (CDC, 2012; 2015a; 2015b; 2016a; 2016b;
EFSA and ECDC, 2019; EFSA and ECDC 2021).

La actividad inhibitoria de los metabolitos
antimicrobianos presentes en el ELC, fue afectada por
la accion de enzimas proteoliticas, pero permanecio
estable frente a los tratamientos térmicos y la catalasa.
Estos resultados sugieren, por consiguiente, que la
inhibicion observada no es debida a la produccion de
perdxido de hidrégeno, y que la cepa Ar2 produciria
una sustancia proteica termorresistente del tipo
bacteriocina con efecto inhibidor frente a Listeria
monocytogenes.

De acuerdo con el resultado de la identificacion
molecular de (amplificacién por PCR de fragmentos
de aproximadamente 500 pb de gen que codifica la
fraccién 16S rRNA y posterior secuenciacion) la cepa
nativa Ar2, seleccionada para su uso como
bioconservante, probi6ticos o espesante, se identificd
como perteneciente a la especie Weissella confusa,
con 99 % de similitud.

Las propiedades observadas en la cepa nativa
Weissella confusa Ar2 son comparables con los
obtenidos por otros investigadores con otras cepas del
mismo género o especie. La actividad antimicrobiana
es una propiedad importante para que una cepa pueda
ser utilizada como probi6tica. Weissella confusa Ar2,
inhibi6 el crecimiento de bacterias Gram positivas y
Gram negativa: estos resultados son similares a los

reportados por Trias et al. (2008) que encontraron que
dos cepas de Weissella cibaria aisladas de acelga y
tomates, inhibieron microorganismos patégenos
asociados con frutas y vegetales frescos, o por Serna
et al. (2010) quienes reportaron actividad
antimicrobiana de una cepa de Weissella confusa
contra cepas de Staphylococcus aureus Yy
Streptococcus agalactiae.

Con respecto a la produccion de EPS observada en W.
confusa Ar2, se destaca que esta propiedad ha sido
también observada con cepas de la misma especie
aisladas por otros investigadores (Jin et al., 2019), y
lo mismo ocurre con respecto a la capacidad de crecer
con altas concentraciones de cloruro de sodio (Lee et
al., 2012).

Por Gltimo, con respecto a la potencialidad de cepas
de W. confusa para ser empleadas como probidticas,
los resultados obtenidos en este trabajo son
comparables, en lo referente a la supervivencia a pH
3,0 y resistencia a las sales biliares, a los presentados
por Lee et al. (2012) y Wang et al. (2020), con cepas
aisladas a partir de heces, o por Ayeni et al. (2011) y
Sharma et al. (2018), con cepas aisladas a partir de
alimentos fermentados.

4. Conclusiones

En este trabajo se aislaron diferentes cepas autdctonas
de bacterias lacticas a partir de arandanos. Se
identifico por método molecular a Weissella confusa
Ar2, cepa productora de exopolisacéridos, con alta
capacidad inhibitoria de diversos microorganismos
patdégenos, que resistié pH 3 y sales biliares y que
puede crecer con elevada concentracion de CINa.
Ademas, los ELC de W. confusa Ar2 tuvieron efecto
inhibitorio contra Listeria spp. y las cepas especificas
testeadas de Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Enteritidis y
Staphylococcus aureus. La capacidad inhibitoria
observada contra Listeria monocytogenes es debida
aparentemente a sustancias de naturaleza proteica
termorresistentes, tipo bacteriocina. Estos resultados
justifican evaluaciones adicionales de W. confusa Ar2
para su potencial uso en la industria alimentaria, ya
sea como bioprotectora, como probidtica 0 como
productora de bioespesantes naturales.
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