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Resumen

El objetivo fue evaluar la sensibilidad de Pseudomonas spp. alterantes de carne de
boga (Megaleporinus obtusidens) frente a sobrenadantes libres de células (SLC) de
Lactiplantibacillus plantarum como potenciales bio-preservantes. Se caracterizaron
20 cepas de Pseudomonas, y se identificaron 4 a nivel molecular dentro del complejo
Pseudomonas fluorescence. Se seleccionaron 7 y se evalu6 la actividad antagonista
de los SLC de 7 Lactiplantibacillus plantarum de girasol, sorgo, soja, maiz y Ryegrass.
Presentaron una alta actividad antimicrobiana, pero al neutralizarlos ninguno presen-
to inhibicién. Al liofilizarlos, 5 cepas presentaron entre media y muy alta sensibilidad,
indicando la accion de otras sustancias inhibidoras. Al estudiar los SLC, solo se detecté
inhibicion en el aislado de Ryegras tratado a 121 °C durante 15 minutos, lo cual resulta
interesante por sus potenciales aplicaciones tecnolégicas. El tratamiento con proteasa
K de los SLC disminuy6 considerablemente la inhibicién frente a las diferentes cepas,
confirmando la presencia de inhibidores de naturaleza proteica. El crecimiento y mul-
tiplicacion de bacterias psicrotrofas en carne de boga inmersa e impregnada a vacio
con SLC producidos por Lpb. plantarum aislados de sorgo y maiz fueron inhibidos por
el efecto antimicrobiano del bajo pH, la presencia de acidos organicos y de otros me-
tabolitos.

Palabras clave: Bioconservacion; Lactiplantibacillus plantarum; Megaleporinus ob-
tusidens; Pseudomonas; Sobrenadantes libres de células
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INTRODUCCION

La provincia de Entre Rios alberga una riqueza natural icticola en sus importantes
cursos de agua y sus afluentes. La pesca comercial lleva casi cuarenta afos y vincula
a un sector compuesto por mas de tres mil pescadores, acopiadores, transportistas,
fileteros y cuatro empresas frigorificas habilitadas. Las pesquerias tienen importancia
significativa en términos econémicos debido al impacto social generado por su aporte
a la seguridad alimentaria. La comercializaciéon anual de pescado de rio proviene de
las plantas frigorificas, y es de un total de 3.540 t. anuales, lo que representa al 63 % de
la produccién argentina (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).

Entre los peces que habitan los cursos de agua se puede destacar a la boga (Mega-
leporinus obtusidens), especie omnivora autéctona, migratoria, muy difundida y alta-
mente demandada por su carne apetecible que presenta un 21,4 % de proteinas y un
buen perfil lipidico, donde se destacan los acidos grasos monoinsaturados (Naefy cols.,
2021; Ciappini y col,, 2019). Se conoce que las dietas ricas en estos nutrientes resultan
muy eficientes en la reduccién del riesgo de enfermedades coronarias. De hecho, han
sido reconocidos con un beneficio similar a los acidos graso n3 para la salud humana
por su efecto en la reduccioén del colesterol en sangre (Garaffo y cols., 2011). En nuestro
pais resulta necesaria la diversificacion en los tipos de carne consumida y los alimentos
a base de pescado constituyen una buena alternativa (Britos y cols., 2012).

No obstante, pese a las ventajas de su consumo, es importante tener en cuenta que
es un alimento que experimenta una serie de cambios desde el momento de su cap-
tura debido a su composicion, caracteristica que lo convierte en un producto con un
alto grado de susceptibilidad al deterioro y putrefaccion. Los responsables de estos
fendbmenos son las enzimas que lo constituyen y los microorganismos que invaden los
organos y tejidos tan pronto sucede la muerte. De los microorganismos, son las bac-
terias las que mas influyen en la vida (til. La época del afo, las caracteristicas de la
alimentacion, el area geografica, la especie de pescado y el sistema de captura son
determinantes del numero y tipo de bacterias presentes inicialmente, mientras que las
condiciones de manipulacion y almacenamiento condicionan la flora alterante. Evi-
dentemente, todas las manipulaciones de que sea objeto el pescado tras la captura o
recogida van a afectar de forma notable la calidad microbiolégica del mismo (Naefy
cols., 2021), siendo Pseudomonas, uno de los microorganismos mas frecuentes en este
alimento (Réndon y cols., 2020).

Los mecanismos de conservacion del pescado mas utilizados son el uso del hielo,
refrigeracién y congelacion, cuyo objetivo principal es controlar la flora microbiana
(Olafsdotirr y cols., 2006). Aunque los dos primeros se consideran tecnologias relati-
vamente sencillas y de bajo costo, su desventaja esta en el corto tiempo de almace-
namiento. Por su parte, la congelacién es una tecnologia mas compleja que permite
un almacenamiento por largos periodos, pero con costos mas altos y mayor deterioro,
como pérdida de peso, color y textura, producto de la desnaturalizaciéon de las protei-
nas (Dawson y cols., 2018).

Las buenas practicas de higiene son necesarias para prevenir la contaminacién, pero
la misma puede ocurrir en el sitio de produccion y, no menos importante, en el sitio de
consumo. En los ultimos afos, ha habido un creciente interés de los consumidores por
productos alimenticios de “etiqueta limpia”, que son naturales, menos procesados y
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libres de conservantes quimicos afiadidos, y la necesidad de una vida atil de almace-
namiento considerable para minimizar los desperdicios de alimentos (Shi y Maktabdar,
2022).

Esto ha despertado un interés en el uso de bacterias del acido lactico (BAL) o sus me-
tabolitos como bioconservadores como una forma de limitar el crecimiento de organis-
mos de deterioro. Por estas razones, surge la necesidad de utilizar nuevas alternativas
que permitan obtener alimentos protegidos naturalmente, con mayor vida util.

Las estrategias de bioconservacion son aquellas basadas en el uso de sustancias
naturales derivadas de bacterias, hongos, plantas o animales, con el objetivo de alargar
la vida util de los productos alimenticios garantizando su inocuidad (Pisoschi y cols,,
2018). Es una alternativa para obtener alimentos en condiciones higiénico-sanitarias
y que tengan un menor procesamiento, lo que los consumidores perciben como “mas
natural”. El género Lactobacillusspp. genera un creciente interés para descubrir nuevas
aplicaciones. Lactiplantibacillus plantarumes una especie de BAL grampositiva que ex-
hibe adaptabilidad ecolégicay metabélicay es capaz de habitar una variedad de nichos
ecolégicos que incluyen alimentos fermentados, carnes, plantasy el tracto gastrointes-
tinal de los mamiferos (Filannino y cols., 2018). Esta bacteria representa una alternativa
para inactivar bacterias tanto gram positivas como gram negativas presentes en los ali-
mentos mediante los metabolitos activos con actividad inhibitoria que excreta al me-
dio de cultivo: plantaricinas, peroxido de hidrégeno y acidos DL-p-hidroxifenilactico,
feralico, benzoico, vanillico, salicilico, 4-hidroxicinamico (Vougiouklakiy cols., 2022).

Las BAL, consideradas inocuas para su incorporacién a alimentos ya que han recibido
el status de GRAS (Generally Recognized as Safe) otorgado por la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), tienen una larga historia en la obtencién de alimentos fermentados
(quesos, yogures, etc.) y, a su vez, un potencial futuro en la biopreservacion, debido a su
habilidad para producir sustancias antimicrobianas, que incluyen acidos lactico y acéti-
co, diacetilo, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas (Campos y cols., 2019).

La obtencion de datos de efectiva inhibicién y/o reduccién de poblacién microbio-
légica por el uso de bacteriocinas crudas o sobrenadantes libres de células (SLC), per-
mitira su uso para el control de la flora alterante en carne de pescado, y también para
prolongar su vida Gtil en refrigeracién. Numerosos estudios han demostrado que la
aplicacion directa de SLC, inhiben bacterias indeseables en pechuga de pollo, carne
vacuna, de pescado, entre otros alimentos (Arrioja-Bretdn y col,, 2020; Moradi y col,
2019; Yazgan, 2020).

Por todo lo anteriormente mencionado, este proyecto de investigacion postula como
hipétesis de trabajo que si Pseudomonas alterantes de la carne de pescado son sensi-
bles frente a SLC liofilizados de Lactiplantibacillus plantarum, entonces, estos ultimos,
se podran usar como bio-preservantes para extender la vida util de filetes refrigerados.

OBIJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto de sobrenadantes libres de células liofilizados de Lactiplantibaci-

llus plantarum frente a Pseudomonas aisladas de carne de boga (Megaleporinus obtu-
sidens).
Objetivos especificos

« - Aislary tipificar cepas de Pseudomonas alterantes de carne de boga.

« - Evaluar la actividad antagonista de sobrenadantes libres de células liofiliza-
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dos de Lactiplantibacillus plantarum, potenciales bio-preservantes, frente a
Pseudomonas spp. alterantes de carne de boga.

e - Evaluar la estabilidad microbiolégica de la carne de boga, como indicador
de vida util, luego de su impregnacion a vacio y contacto con sobrenadantes
libres de células liofilizados de Lactiplantibacillus plantarum.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con carne de boga (Megaleporinus obtusidens) refrigerada adquirida en
un comercio local (Gualeguaych, Entre Rios, Argentina) de, aproximadamente, 24 h de
tiempo post mortem, proveniente de peces del Rio Uruguay. Las muestras se conserva-
ron a 3 °C hasta su estudio.

-Aislamiento, identificacion y caracterizacion de Pseudomonas spp. alterantes

Los analisis microbiolégicos se realizaron utilizando la técnica del lavado. Entre 10
y 100 g de muestra de boca, escamas, aletas, agallas, estémago, intestino y musculo,
se depositaron en una bolsa estéril. En cada bolsa se agregaron entre 100 y 200 ml de
agua peptonada (0,1%) y se procedié a un lavado manual energético de las muestras
por 2 minutos. Asépticamente se tomaron 100 pl de lavado que se inocularon en placas
en Agar Cetrimide (Britania, Argentina) (35 °C). A partir de cada muestra sembrada, se
seleccionaron las colonias dominantes diferentes macroscopicamente. Estas se aisla-
ron y repicaron en Agar nutritivo (AN) (24-48 horas a 20 * 2 °C) para su mantenimiento.

Cada aislado se confirmé como Pseudomonas spp. mediante pruebas fenotipicas:
tincion de Gram, prueba oxidacién/fermentacion de la glucosa (Britania, Argentina) y
oxidasa (Bactident® Oxidasa-Merck Millipore). Luego las colonias Gram negativas, no
fermentadoras y oxidasa positivas se sometieron a otras pruebas de identificacién fe-
notipica: capacidad de hidrélisis de la caseina; habilidad de multiplicacibna 7 °Cy a 42
°C por 48 horas; pruebas de catalasa, utilizacion de citrato (Merk, Alemania), produc-
cion de indol (Merk, Alemania), urea (Biopack, Argentina), movilidad, fermentacion de
lactosa (Agar Mac Conkey, Acumedia, Estados Unidos), produccion de pigmentos (Agar
Py F, Britania Argentina) y produccién de colonias mucosas en agar nutritivo (Oxoid,
Bioartis, Argentina).

Debido a que varias cepas presentaron caracteristicas similares, se las agrup6 en
funcién de las mismas y se seleccionaron 7 para continuar con los estudios: 14, 15, 17, E1,
Ag2, Ag3y M53.

Identificacion segun MALDITOF

De las 7 cepas, 3 perdieron viabilidad durante el desarrollo del presente trabajo, por
lo que 4 (14, 17, Ag 2 y M53) se enviaron a identificar al Instituto Nacional de Enferme-
dades Infecciosas “Dr. Carlos G Malbran” por Espectrometria de masas MALDI-TOF-MS,
utilizando los métodos directos de siembra y de extraccion etanélicaMicroflex, Bruker
y X VITEK MS PRIME. Para completar el diagnéstico se utilizé MicrobeNet MALDI TOF
- CDC.

Identificacion biomolecular

Para la extraccion de ADN, se parti6 de los aislamientos bacterianos de las 4 cepas
(14,17, Ag 2 y M53) cultivados en caldo TSB. A partir de estos cultivos, se obtuvieron los
pellet de células que sirvieron de punto de partida para el aislamiento del material
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genético. Con el fin de asegurar la pureza y la calidad del ADN, se empleé el kit comer-
cial NucliSensminiMAG (bioMérieux), siguiendo las instrucciones proporcionadas por
el fabricante.

Una vez extraido, el ADN gendémico fue sometido a un primer control de calidad
mediante electroforesis en gel de agarosa (al 1%). El objetivo de este control consistia
en verificar tanto la integridad como la presencia de ARN residual. En la mayoria de los
casos, se aprecio claramente una banda gendémica robusta y una banda caracteristica
correspondiente a ARN (ubicada por debajo de 1 kb), lo que evidenciaba una buena
eficiencia en la extraccion.

Como paso previo a la identificacion por secuenciacion, se corroboro6 la presencia'y
la integridad del gen del ARNr 16s (regién ampliamente utilizada en taxonomia bac-
teriana). Para ello, se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con un
par de cebadores de uso universal, los 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') y 1492R
(5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'). La polimerasa utilizada fue la enzima comercial
T-Plus Free ADN Polimerasa (InbioHighway), y las amplificaciones se llevaron a cabo en
un termociclador T100 (Bio-Rad), utilizando un programa que incluyé:

1. Una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95 °C.

2. 35 ciclos compuestos por:

-Desnaturalizacion corta (15 segundos a 95 °C).

-Alineamiento (annealing) de 30 segundos a 45 °C.

-Extensién de 1 minuto y 30 segundos a 72 °C.

3. Finalmente, se realiz6 una extension final de 5 minutos a 72 °C.

Para confirmar el correcto desarrollo de la PCR, el producto amplificado (previsto en
torno a 1500 pb) fue analizado en un gel de agarosa (1%). Tal como se esperaba para
el gen ARNr 16s de bacterias, se detect6 una banda de aproximadamente 1500 pb en
todas las muestras, lo que asegurd la validez de la amplificacion.

Con el prop6sito de identificar las cepas a nivel de especie, los ADN genémicos pu-
rificados se enviaron a la empresa Macrogen Inc. (Republica de Corea), especializada
en secuenciacion mediante el método de Sanger. Alli, se llevo a cabo una nueva am-
plificacién de alta fidelidad (usando, por ejemplo, polimerasas tipo pfu) a partir de los
extractos de ADN suministrados. Después, se realizaron dos reacciones de extension
independientes, usando cada uno de los cebadores universales 785F (5'-GGATTAGA-
TACCCTGGTA-3") y 907R (5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’). Dichos cebadores se loca-
lizan en regiones muy conservadas dentro del ARNr 16s, abarcando la region variable
V5, lo que permite practicamente reconstruir la secuencia casi completa del ARNr 16s.

Por Gltimo, el laboratorio de secuenciacién proporcioné un informe bioinformatico
en el que, después de comparar las secuencias obtenidas con bases de datos de refe-
rencia, determiné las especies a las que pertenecian cada una de las cepas analizadas.
Todas ellas resultaron estar clasificadas dentro del género Pseudomonas, con altos
porcentajes de identidad (superiores al 99%) en relacién con sus homélogos deposi-
tados en las bases de datos consultadas. De esta forma, se consolid6 la identificacion
taxondmica de los aislamientos bacterianos investigados.

-Obtencion de los SLC de Lactiplantibacillus plantarum, estudio de la naturaleza de los

compuestos antimicrobianos presentes en el SLC y evaluacion de la actividad antago-
nista frente a Pseudomonas spp. alterantes de carne de boga
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Se trabajo con 7 cepas de Lactiplantibacillus plantarum aisladas de girasol, sorgo,
soja, maiz y Ryegrass, suministradas por el Instituto de Lactologia Industrial (UNL-CO-
NICET) en Agar ManRogosaSharpe (MRS), que forman parte del cepario del Laborato-
rio de Microbiologia de la Facultad de Bromatologia mantenidas como cultivos conge-
lados en caldo MRS + 20% de glicerol. Estas cepas se reactivaron en MRS a 35 °C, por
48 h; posteriormente, se repicaron en agar MRS. Se tomé una colonia aislada de cada
cepa, se inocularon en 5 ml de caldo MRSy se las incubé durante la noche (18 h) a 37
°C, proceso que se repitio 2 veces. Posteriormente, se centrifugé a 6000 rpm durante 10
minutos a 8 °C y se filtré a vacio el sobrenadante utilizando filtros de membrana Milli-
pore de 0,45 pm. 5 ml de cada sobrenadante libre de células (SLC) fueron congelados
a -24° Cy liofilizados durante 24 h. Cada liofilizado obtenido se reconstituyé con 1 ml
de agua destilada estéril.

La determinacion de la naturaleza de los compuestos antimicrobianos presentes en
el SLC se realizo6 de acuerdo a la metodologia descripta por Moraes y cols. (2010). Se ob-
tuvieron 3 fracciones de 500 pl de SLC liofilizado. Una de ellas, fue neutralizada a pH 7,
otra tratada con proteinasa K (1 mg/ml) e incubacién por 4 ha 37 °Cy la Gltima, en donde
se probo la estabilidad térmica a 80, 100 y 121 °C durante 30 minutos (Mao y col, 2020).

Los SLC con los diferentes tratamientos fueron transferidos a tubos estériles utili-
zando como control SLC sin tratar, con la finalidad de evaluar la actividad antagonista
frente a las cepas de Pseudomonas aisladas. Se utilizé el método Kirby Bauer Modifica-
do, que consiste en colocar cilindros de acero inoxidable que contienen 100 pl de SLC,
sobre Agar MullerHinton, en cuya superficie se inoculé, a modo de césped, cultivo de
las cepas de Pseudomonas aisladas (108 UFC/ml). Las placas, por duplicado, se mantu-
vieron a4 °Cdurante 2 hy luego se incubaron, sin invertir, a 37 °C durante 24 h. Después
de la incubacion, la actividad antimicrobiana extracelular se cuantificé midiendo el
diametro (mm) de las zonas de inhibicién, que se reportaron como promedios.

-Evaluacion del efecto de la inmersion y de la impregnacion a vacio de filetes de boga
con SLC de Lactiplantibacillus plantarum en su estabilidad microbiolégica.

Para continuar con la inmersién e impregnacion a vacio de la carne de boga, se
seleccionaron los dos SLC de las cepas de Lpb. plantarum que presentaron mayor ac-
tividad antimicrobiana: LpS10 y LPM2. El tratamiento de las muestras con SLC liofiliza-
dos de Lactiplantibacillus plantarum se realizé6 mediante impregnacion a vacio y por
inmersion a presion atmosférica.Se utilizé6 como control muestras de filetes sin tratar.

1. Se utilizdé un equipo Gastrovac® (International CookingConcepts, Espaia) en el
cual se sumergieron 100 g de filetes de pescado en un litro de SLC liofilizado y recons-
tituido. La etapa de vacio se realiz6 a una presion de 0,8 bar, 10 °C durante 15 minutos,
seguida de una etapa de restauracion de igual tiempo.

2- Se sumergieron 100 g de filetes de boga en un litro de SLC liofilizado y reconsti-
tuido, durante 30 min a 10 °C.

Los filetes de pescado de cada tratamiento y la muestra control fueron envasados a
vacio e incubados a 3 £ 2 °C durante 15 dias. A los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias se realiza-
ron recuentos de bacteriaspsicrotrofas, por duplicado.

Los resultados se analizaron utilizando Minitab 18.1.0.0 Software (Minitab, LLC,
2017), a los efectos de evaluar su significacion (p < 0,05) mediante analisis de varianza
y ensayos de comparacion de medias (Tukey). Los graficos fueron elaborados utilizan-
do el Software GraphPadPrism 8.0.1. (GraphPad Software, Inc., 2018).
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RESULTADOS ALCANZADOS Y DISCUSION

Aislamiento, caracterizacion e identificacion de Pseudomonas spp. de boga entera
(Megaleporinus obtusidens)

A partir del eviscerado de boga se obtuvieron 26 cepas que fueron estudiadas, 8
obtenidas de dos partes distintas del intestino (11, 12, 13, 14, I5, 16, 17, 18), 4 del estémago
(E1, E2, E3, E4), 4 de las agallas (Agl, Ag2, Ag3, Ag4), 3 de las aletas (AlL, Al2, Al3) y 7 de
musculo (M11, M12, M13, M41, M51, M53, M54).

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas se determinaron utilizando
pruebas microbianas convencionales. Se aislaron 20 cepas que compartian las carac-
teristicas fenotipicas esenciales de los miembros del género Pseudomonas.

Los aislamientos fueron Gram negativos, no fermentadores y con un metabolismo
estrictamente oxidativo, oxidasa y catalasa positivos, no fermentadoras de lactosa y
presentaron hidrélisis de caseina. Esta actividad proteolitica también fue encontrada
por Duman et al. (2021) en un 91 % de los aislados de granjas piscicolas en Turquia.
EL 85 % de las cepas obtenidas del pescado produjeron algin pigmento, porcentaje
similar al encontrado por los autores mencionados (Duman et al,, 2021). EL 90 % de los
aislamientos dieron positivo en la utilizacién de citrato, obteniendo resultados simila-
res a Burr et al. (2010), quienes encontraron que el 100 % de las cepas estudiadas dio
positivo en esta prueba. En relaciéon a la hidrélisis de urea, si bien la mayoria dio nega-
tivo (75 %), un 15 % de los aislados estudiados dieron resultados dudosos. Casi el total
de cepas (95 %) presenté movilidad, resultados similares a los obtenidos por Duman et
al. (2021), quienes observaron esta caracteristica en el 100 % de los casos. También el
95 % dio negativo para la produccion de indol, similar a lo hallado por Burr et al. (2010)
quienes encontraron que todas las cepas estudiadas no produjeron enzima triptofana-
sa. Casi la totalidad (95 %) de las bacterias aisladas de boga presentaron habilidad de
multiplicacién a 7 °C, mientras que el 70 % creci6 a 42 °C. En el estudio realizado por
Duman et al. (2021), un porcentaje mucho menor de colonias present6 la capacidad de
crecimiento a 42 °C (7 %). La mitad de las cepas (50 %) aisladas de boga presentaron
colonias de aspecto mucoso.

Debido a que varias cepas presentaron caracteristicas similares, se las agrup6 en
funcién de las mismas y se seleccionaron 7 para continuar con los estudios: 14, 15, 17, E1,
Ag2, Ag3 y M53. Los 7 aislamientos seleccionados fueron Gram negativos, no fermenta-
dores y con un metabolismo estrictamente oxidativo, oxidasa y catalasa positivos, no
fermentadoras de lactosa y presentaron hidrélisis de caseina. Cuatro cepas produjeron
pigmentos y seis dieron positivo en la utilizacion de citrato. Ninguna de las cepas pro-
dujo enzima triptofanasa (indol negativos), la mayoria no produjeron enzima ureasa
(urea negativo) y presentaron habilidad de multiplicacién a 7 °C, mientras que fue
variable el crecimiento a 42 °C. Todas presentaron movilidad y en algunas se observé
aspecto mucoso.

De las 7 cepas, 3 perdieron viabilidad durante la realizacion del presente trabajo,
por lo que 4 (14, 17, Ag 2 y M53) se enviaron a identificar al Instituto Nacional de Enfer-
medades Infecciosas “Dr. Carlos G Malbran” por Espectrometria de masas MALDI-TOF-
MS, utilizando los métodos directos de siembra y de extraccién etanélicaMicroflex,
Bruker y X VITEK MS PRIME. Para completar el diagnoéstico se utilizé MicrobeNet MALDI
TOF - CDC. Las especies identificadas no pudieron ser diferenciadas completamente a
nivel de especie mediante esta técnica pero pudo determinarse que corresponden a
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especies del complejo Pseudomonas fluorescens (Rosado y Bonelli, 2022; NLM-NCBI).
Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Identificacion por MALDI-TOF-MS de cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens)

Cepas Identificacion
14 Pseudomonas vancouverensis/chlororaphis
17 Pseudomonas koreensis/chlororaphis
Ag2 Pseudomonas koreensis

El aislamiento de la cepa M53 no pudo ser recuperado para la determinacion, por lo
que no fue identificado.

Con respecto a la identificacién molecular, los resultados de identificacién propor-
cionados por la empresa Macrogen, a partir de la secuenciacion Sanger de los am-
plicones, indicaron que todas las cepas pertenecen al género Pseudomonas, con por-
centajes de identidad en torno o superiores al 99%. De manera especifica, los analisis
informaticos determinaron que las cepas son identificadas como:

e 14:99.45% de identidad con P. granadensis

« 17:99.52% de identidad con P. granadensis

« Ag2:99.52% de identidad con P. moraviensis

« P53:99.72% de identidad con P. azotoformans

De este modo, luego de los pasos de extraccion y verificacion de ADN genémico, am-
plificacion del ARNr 16s y secuenciacion Sanger, todas las muestras analizadas corres-
pondieron a diferentes especies de Pseudomonas con niveles de identidad variables,
cercanos o superiores al 99% en comparacién con las secuencias dereferencia dispo-
nibles, que corresponden a especies del complejo Pseudomonas fluorescens (Rosado y
Bonelli, 2022; NLM-NCBI).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los SLC frente a cepas aisladas de boga
(Megaleporinus obtusidens)

Los 7 SLC estudiados fueron: LpSF1 (SLC de Lpb. plantarum aislado de girasol), LpSé6 y
LpS10 (SLC de Lpb. plantarum aislados de sorgo), LpSY1 (SLC de Lpb. plantarumaislado
de soja), LpM2 y LpM9 (SLC de Lpb. plantarum aislado de maiz) y LpRY3 (SLC de Lpb.
plantarumaislado de Ryegrass). Los SLC de las 7 cepas deLpb. plantarum presentaron
un pH entre 3,8-3,9, valores coincidentes con los encontrados por Hu et al. (2013) y Xie
et al. (2016). Los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana frente a cepas
aisladas de boga se pueden observar en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de SLC de cepas de Lpb. plantarum determinada por ensayo de difusién y expre-
sada como el tamaiio de las zonas de inhibicién (mm) frente a cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens)

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

Cepas LpSF1 LpSé LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 31 35 37 36 36 31 30
15 23 23 23 23 24 22 23
17 30 37 35 29 32 26 28
E1 25 24 26 23 24 24 24

Ag2 18 19 19 21 22 20 19
Ag3 20 18 20 21 19 21 19
M53 21 21 21 23 23 21 18

Oldak et al. (2017) utilizaron la siguiente clasificacion de la actividad antimicro-
biana en funcién de los didametros de la zona de inhibicién: ligera (menor de 4 mm de
diametro), media (entre 4 y 8 mm), alta (entre 8 y 12 mm) y muy alta (mayor de 12 mm).
Segun esta clasificacion, el 100 % de los valores obtenidos de los SLC mostrados en
la Tabla 2, presentaron muy alta actividad antimicrobiana frente a cepas aisladas de
boga. La cepa |4 resulté sensible con halos de inhibicion mayores a 30 en todos los SLC
estudiados.

Kuley et al. (2021) encontraron halos de inhibiciéon de aproximadamente 16 mm de
diametro al estudiar el efecto de un SLC de Lpb. plantarum FI8595 frente a Pseudomo-
nas luteola aislada de pescado, mientras que Sharaf et al. (2019) observaron halos de
8 mm en SLC de Lpb. plantarum frente a Pseudomonas aeruginosa aislada de queso,
ambos valores inferiores a la mayoria de los encontrados en este trabajo. Por otro lado,
De Giani et al. (2019) encontraron mayor inhibicién (halos de 40 mm de diametro) en
Lpb. plantarum PBS067 frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Para conocer si la actividad antimicrobiana de los SLC es debida a la presencia de
acidos organicos, se neutralizaron los sobrenadantes y se realizaron los ensayos de
inhibicién en las 7 cepas estudiadas. En contraste con los resultados obtenidos con los
SLC no neutralizados, ninguno present6 inhibicion de las cepas mencionadas. Estos
resultados coinciden con lo encontrado por Arena et al. (2016) y Sharaf et al. (2019),
quienes sugieren que la capacidad de SLC de Lpb. plantarum para evitar o disminuir
el crecimiento de microorganismos in vitro depende, en cierta medida, del efecto re-
ductor de su bajo pH y/o de la presencia de acidos organicos. Arrioja-Bretén et al.
(2020) encontraron que el SLC de Lpb. plantarum NRRL B-4496 no neutralizado fue mas
efectivo contra S. aureus (ATCC 700698), Staphylococcusaureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes (Scott A) y Escherichiacoli. (ATCC 25922).

Para sostener la accion inhibidora, los sobrenadantes neutralizados fueron concen-
trados por liofilizacién y luego reconstituidos en menor volumen. Se utiliz6 como con-
trol negativo caldo MRS no inoculado, liofilizado y reconstituido.

Las pruebas de inhibicién de los 7 sobrenadantes concentrados frente a las 7 cepas
aisladas de boga, se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de SLC neutralizados y liofilizados de cepas de Lpb. plantarum determinada por
ensayo de difusion y expresada como el tamaiio de las zonas de inhibicion (mm) frente a cepas aisladas de boga
(Megaleporinus obtusidens).

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

LpSF1 LpS6 LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 9 10 7 7 7 7 7
15 0 0 7 7 8 9 7
17 18 21 18 20 19 17 17
E1 15 15 10 16 7 13 17
Ag2 8 12 10 7 8 10 8
Ag3 10 18 20 13 15 18 15
M53 0 7 15 7 20 20 7

En la Tabla 3 se puede observar que la cepas 14, que resultd mas sensibles frente a
los SLC sin tratar, presentd mayor resistencia en este estudio, si bien se mantuvo dentro
del rango de actividad antimicrobiana alta propuesto por Oldak et al. (2017), lo que
indica que es la accion de los acidos organicos lo que provocé, principalmente, la ac-
tividad antagénica. De las 7 cepas, 5 presentaron entre media y muy alta sensibilidad
(halos mayores a 7 mm) frente a todos los SLC neutralizados y liofilizados, lo que indica
la accion de otras sustancias inhibidoras en los sobrenadantes.

Estudio de la naturaleza de los compuestos antimicrobianos presentes en el SLC.
Tratamientos termicos: 80 °C 30 minutos, 100°C 30 minutos y 121 °C 15 minutos

Se determiné la sensibilidad de cada SLC neutralizado y liofilizado en estudio frente
a la accion de la temperatura 80 °C durante 30 minutos. Cada ensayo se realiz6 por du-
plicado y los resultados se expresan en la Tabla 4 como un promedio de los resultados
individuales obtenidos.

Tabla 4. Actividad antimicrobiana de SLC neutralizados y liofilizados de cepas de Lpb. plantarum tratados a 80°C
durante 30 minutos determinada por ensayo de difusién y expresada como el tamafio de las zonas de inhibicién
(mm) frente a las cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens).

Diametros de las zonas de inhibicién (mm)

LpSF1 LpS6 LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 0 0 0 0 0 0 0
I5 11 8 8 8 7 8 8
17 11 8 9 8 8 9 8
F1 0 0 0 0 0 0 0

Ag2 12 9 10 7 8 1 7

Ag3 9 7 0 1 7 7 9

M53 7 0 7 7 0 0 7

Comparando estos resultados con los detallados en la Tabla 3, se observa que nin-
guno de los SLC neutralizados y liofilizados estudiados en las condiciones ensayadas
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presenté capacidad inhibitoria contra las cepas blanco 14 y E1. Por otro lado, todos los
SLC presentaron capacidad inhibitoria luego del tratamiento térmico frente a las cepas
15,17 y Ag2.

Tabla 5. Actividad antimicrobiana de SLC neutralizados y liofilizados de cepas de Lpb. plantarum tratados a 100°C
durante 30 minutos determinada por ensayo de difusion y expresada como el tamafio de las zonas de inhibicién
(mm) frente a las cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens).

Diametros de las zonas de inhibicidn (mm)

LpSF1 LpS6 LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 7 0 0 0 0
El 0 0 0 0 0 0 0

Ag2 7 0 0 7 7 0 15

Ag3 0 0 0 0 0 7 0

M53 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 6. Actividad antimicrobiana de SLC neutralizados y liofilizados de cepas de Lpb. plantarum tratados a 121°C
durante 15 minutos determinada por ensayo de difusién y expresada como el tamafio de las zonas de inhibicién
(mm) frente a las cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens).

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

LpSF1 LpSé LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 0 0 0 0 0 0 0
I5 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0
El 0 0 0 0 0 0 0

Ag2 7 0 0 7 7 0 10

Ag3 0 0 0 0 0 0 0

M53 0 0 0 0 0 0 0

En las Tablas 5 y 6, se puede observar que solo se detectaron halos de inhibicién
de 15 y 10 mm para el SLC neutralizado y liofilizado de LpRY3 a 100 °C 30 minutos y
121 °C 15 minutos, respectivamente. Estos datos son coincidentes a los reportados por
Audisio y Apella (2006) quienes encontraron que la sustancia activa de sobrenadantes
de cultivos con actividad antimicrobiana generados por Lactobacillus salivarius subsp.
salivarius CRL1384 era resistente al calor (121 °C por 15 min). Los mayores halos de
inhibicion indican que son los sobrenadantes que poseen sustancias activas con mayor
resistencia térmica. En este sentido, las bacteriocinas termorresistentes, pertenecien-
tes a las Clases | y Il de la clasificacidon establecida por Garcia y col. (2010) y Herrero
Sanchez (2013) estan dentro de las mas prometedoras para su utilizacién como biopre-
servadores alimentarios.
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Ensayo Enzimdtico

A fin de realizar una caracterizacion primaria de los SLC neutralizados y liofiliza-
dos, se estudié la posible presencia en su composicién de compuestos inhibitorios de
naturaleza proteica, para lo cual se evalué la accién ejercida sobre su actividad por la
enzima proteolitica proteasa K. Cada ensayo se realiz6 por duplicado, los resultados se
expresaron como un promedio de los resultados individuales obtenidos y se muestran
en la Tabla 7.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de SLC neutralizados y liofilizados de cepas de Lpb. plantarum tratados con pro-
teasa Ky determinada por ensayo de difusion y expresada como el tamafo de las zonas de inhibicion (mm) frente
a las cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens).

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

LpSF1 LpS6 LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
14 14 10 14 14 0 16 10
I5 0 0 1 0 0 9 0
17 11 10 11 10 9 10 9
El 7 7 7 8 7 0 8

Ag2 18 15 12 14 7 12 13

Ag3 13 14 0 13 0 0 1

M53 7 7 7 7 7 0 7

En base a los datos obtenidos y presentados en la Tabla 7, se determiné que los tra-
tamientos con proteasa K produjeron una reduccién considerable, aunque variable, en
los diametros de los halos de inhibicién para los distintos sobrenadantes frente a las
diferentes cepas blanco, comparado con los resultados obtenidos en la Tabla 3, con
SLC neutralizados y liofilizados.

Evaluacion del efecto de tratamientos de filetes de boga con SLC sobre microrganismos
psicrétrofos

Para continuar con la inmersién e impregnacion a vacio de la carne de boga, se
seleccionaron los dos SLC de las cepas de Lpb. plantarum que presentaron mayor acti-
vidad antimicrobiana: LpS10 y LPM2.En las Figuras 1y 2se puede observar que ambos
tratamientos, por impregnacién a vacio y por inmersion, con ambos SLC, redujeron sig-
nificativamente el nimero de bacterias psicoétropas de los filetes de boga.
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Figura 1. Efecto del tratamiento de impregnacion y el envasado a vacio sobre el crecimiento de bacterias psicro-
trofas en muestras control y muestras impregnadas con SLC de LpS10y LpM2.

Ambas muestras impregnadas a vacio presentaron un recuento de bacterias psicro-
trofas inferiores a 7 log UFC/g, valor limite en muestras de pescado refrigerado para
consumo humano recomendado por la Comision Internacional sobre Especificaciones
Microbiolégicas en Alimentos (ICMSF, 2011). Los recuentos en las muestras impregna-
das fueron significativamente menores que en la control (4,79 log UFC/g), siendo el
recuento de las muestras tratadas con SLC de LpS10 significativamente menores a las
tratadas con LpM2 (3,18 y 4,34 log UFC/g, respectivamente).

El valor de 7 log, limite establecido por la ICMSF (2011) para el pescado refrigerado
para consumo humano, fue superado en la carne de boga control en el dia 6 de alma-
cenamiento, mientras que en el pescado impregnado con LpM2 se alcanz6 en el dia
12 y en el tratado con LpS10 a los 15 dias de almacenamiento seguia manteniendo un
recuento inferior a 7 log.
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Figura 2. Efecto del tratamiento de impregnacion y el envasado a vacio sobre el crecimiento de bacterias psicré-
trofas en muestras control y muestras tratadas por inmersion con SLC de LpS10y LpM2.
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Ambas muestras tratadas con SLC presentaron un recuento de bacterias psicrétrofas
inferiores a 7 log UFC/g. Este limite, establecido por la ICMSF (2011) para el pescado
refrigerado para consumo humano, no fue superado en la carne de boga tratada con
ambos SLC durante los 15 dias de almacenamiento.

Los recuentos en las muestras tratadas con LpS10 y LpM2 fueron significativamente
menores que en la control (4,57 y 4,45 log UFC/g, respectivamente), pero sin presentar
diferencia entre las mismas.
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Figura 3. Efecto del tratamiento de impregnacion y el envasado a vacio sobre el crecimiento de bacterias psicroé-
trofas en muestras tratadas por impregnacion a vacio (V) y por inmersién (1) con SLC de LpS10 y LpM2.

En la Figura 3 se comparan los 4 tratamientos realizados a la carne de boga: impreg-
nacién a vacio e inmersién en SLC obtenidos a partir de Lpb. plantarum de S10 y M2.
Se puede observar que el recuento de bacterias psicrotrofas posterior al tratamiento,
fue significativamente menor en la muestra impregnada a vacio con SLC obtenido de
LpS10 (3,18 log UFC/g).

El valor de 7 log, limite establecido por la ICMSF (2011) para el pescado refrigerado
para consumo humano, fue superado solamente por la muestra impregnada a vacio
con SLC de LpM2 el dia 12 de almacenamiento, mientras que las demdas mantuvieron
los recuentos por debajo de ese limite durante los 15 dias de almacenamiento.

Ambas muestras impregnadas a vacio muestran el mayor aumento en los recuentos
a los 12 dias de almacenamiento, mientras que las muestras que fueron inmersas a
presion atmosférica lo presentaron al dia 9 de almacenamiento.

Al finalizar el periodo estudiado, se observan los menores recuentos en la muestra
impregnada a vacio con SLC de LpS10 (4,66 log UFC/g), mientras que los mayores se
presentaron en la boga impregnada a vacio con SLC de Lp M2 (6,76 log UFC/g). Entre
las muestras tratadas a presién atmosférica no se observaron diferencias significativas
en los recuentos en los diferentes dias de almacenamiento.

Los resultados encontrados en el crecimiento y multiplicaciéon de bacterias psicroé-
trofas se pueden explicar por el efecto antimicrobiano del bajo pH y la presencia de
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acidos organicos en los SLC incorporados a la carne de boga. Ademas, en las pruebas
de inhibicion de SLCL y neutralizados se encontré que siguieron presentando actividad
microbiana, esto sugiere la presencia de otros metabolitos producidos por Lpb. planta-
rum capaces de inhibir el crecimiento microbiano como plantaricinas y otros péptidos
antimicrobianos (Mani-Lépez et al,, 2022).

CONCLUSIONES

Las especies identificadas en carne de boga (Megaleporinus obtusidens) fueron dife-
renciadas a nivel de especie, determinando que corresponden a especies del complejo
Pseudomonas fluorescens.

De los SLC neutralizados y liofilizados, solo el de LpRY3 presento inhibicion luego de
ser sometido a 100 °C 30 minutos y 121 °C 15 minutos, lo que resulta prometedor desde
el punto de vista de sus potenciales aplicaciones tecnolégicas debido a la posibilidad
de aplicarlo a alimentos que luego deberan ser sometidos a una pasteurizacién u otros
tipos de tratamientos térmicos.

Se determiné que el tratamiento con proteasa K produjo una reduccion conside-
rable, aunque variable, en los diametros de los halos de inhibicion para los distintos
sobrenadantes frente a las diferentes cepas blanco, comparado con los resultados
obtenidos con SLC neutralizados y liofilizados. Si bien se trata s6lo de un ensayo de
caracterizacion primaria, estos resultados confirman la presencia de compuestos inhi-
bidores producidos por estas cepas de Lpb. plantarum que son de naturaleza proteica
con alta probabilidad de que sean bacteriocinas.

Los resultados encontrados en el crecimiento y multiplicaciéon de bacterias psicroé-
trofas se pueden explicar por el efecto antimicrobiano del bajo pH, la presencia de aci-
dos organicos y de otros metabolitos (plantaricinas y otros péptidos antimicrobianos)
producidos por Lpb. plantarumaislados de sorgo (LpS10) y maiz (LpM2) presentes en
los SLC incorporados a la carne de boga, tanto por inmersién como por impregnacion
a vacio.
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