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I. INTRODUCCION

Durante cientos de anos los microorganismos han desempefiado un papel
importante en la obtencion y producciéon de la mayor parte de los alimentos
fermentados que actualmente se consumen, entre los que se incluyen el yogur,
quesos, embutidos crudos curados, encurtidos y otros. En este contexto las
bacterias lacticas desempenan un papel fundamental en la tecnologia de los
alimentos fermentados. No obstante, antes de esta exitosa inversion industrial
y comercial, fue necesario aislar, caracterizar y seleccionar las bacterias
lacticas de mayor interés en la obtencién de alimentos fermentados. Ello ha
conducido también al conocimiento del metabolismo y de otras caracteristicas
fisioldgicas, bioquimicas, inmunoldgicas y genéticas de dichas bacterias; sin
estos conocimientos el avance experimentado por la industria lactea,
seguramente no seria el mismo (Deegan, 2006).

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos Gram positivos de
forma bacilar o cocoide, que tienen la caracteristica de producir acido lactico y
otros compuestos como acetato, etanol, CO,, formato y succionato a partir de
carbohidratos fermentables. Este grupo de bacterias incluye géneros como
Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Pediococcus, que
pueden ser aisladas a partir de alimentos fermentados, masas acidas, bebidas,
plantas y los tractos respiratorio, intestinal y vaginal de animales de sangre
caliente, entre otros (Savadogo y col., 2006). Estas bacterias son consideradas
efectivas en la conservacidon y control de desordenes gastrointestinales
(Schrezenmeir, 2001; Guandalini y col., 2000). El amplio uso de las bacterias
acido lacticas en la conservacién de alimentos se debe a que producen acidos
organicos y una gran variedad de sustancias antimicrobianas como perdxido de
hidrogeno (H20.), diéxido de carbono (CO:), diacetil y bacteriocinas (Podolak y
col., 1996).

Las bacteriocinas son compuestos de naturaleza peptidica, sintetizados
ribosomalmente y que, generalmente, tienen como blanco la membrana
celular. Las bacteriocinas han recibido una gran atencion de la industria

alimentaria debido a su aplicacidn potencial en la conservacion de alimentos



como sustitutos de aditivos quimicos (Lewus y col., 1991). El aislamiento y
caracterizacion de cepas de BAL productoras de bacteriocinas, cuya capacidad
fermentativa sea paralela con la actividad para inhibir microorganismos
patdgenos y deterioradores potencialmente presentes en el proceso de
elaboracion de los alimentos, permitird incrementar el conocimiento acerca del
potencial de cepas de BAL autéctonas con propiedades bacteriocinogénicas,
para ser utilizadas como cultivos iniciadores, lo que representa tener un mejor
control sobre los procesos de fermentacién y, al reducir la carga microbiana del
producto final por la inhibicion producida por las bacteriocinas, se logra un
incremento en la vida de anaquel y en la calidad microbioldégica del producto
terminado y se reducen los riesgos a la salud del consumidor (Hoover vy
Steenson, 1993). En la actualidad, las unicas bacteriocinas utilizadas
comercialmente son la nisina, producida por Lactococcus lactis (NisaplinTM;
Danisco, Dinamarca), y la pediocina PA-1, producida por Pediococcus acidilacti
(ALTATM2431; Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Irlanda). Otras
bacteriocinas, como las lacticinas 3147 y 481, estdn a la espera de ser
comercializadas (Deegan, 2006). Lactobacillus plantarum es una de las
bacterias mas utilizadas en la produccion de alimentos fermentados y hasta el
momento se han descrito una gran cantidad de bacteriocinas producidas por
diferentes cepas (Pal y col., 2005).

El objetivo de este proyecto consiste en seleccionar una cepa de
Lactobacillus plantarum productora de una proteina tipo bacteriocina, para su
caracterizacion parcial. Para ello anteriormente se realizé el aislamiento de BAL
a partir de productos fermentados lacteos realizado por Clavel (2006);
identificada bioquimicamente por Ortiz (2006) y posteriormente se realizd el
escrutinio de la cepa productora de proteinas tipo bacteriocinas mediante
pruebas de actividad inhibitoria contra microorganismos deterioradores y
patdgenos en un trabajo de investigacidn realizado por Neria (2006). La cepa
110 Lactobacillus plantarum se selecciond para llevar a cabo la purificacion y
caracterizacion parcial del compuesto. La purificacidén parcial de la proteina tipo
bacteriocina se llevd a cabo mediante precipitacion con sulfato de amonio,

didlisis y concentracion con polietilénglicol; asi como la caracterizaciéon del



compuesto parcialmente purificado para lo cual se determind concentracién de
proteinas, actividad inhibitoria y peso molecular por electroforesis en gel de

poliacrilamida.



II. ANTECEDENTES

2. 1. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Este grupo de bacterias, probablemente sea el mds abundante y mas
difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer en una
variedad de sustratos y en diversas condiciones bioldgicas. 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 en
ambientes de elevadas temperaturas y de altas concentraciones de cloruro
sddico. Afortunadamente, estas bacterias producen acido lactico como
producto final de su metabolismo, que este ademds 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
(Jay, 2000).

2.1.1 IMPORTANCIA DE LAS BAL

Las bacterias lacticas tienen un papel importante en la conservacién y
fermentacion de alimentos, ademdas de mejorar la calidad higiénica de los
mismos por inhibir la flora competitiva y la flora patégena (Cintas y col.,
2001). Las bacterias antagonistas han sido reconocidas por siglos pero en afos
recientes este fendomeno ha recibido mas atencién por los investigadores,
debido a su potencial utilidad como sustancias naturales en la produccion de
alimentos para preservar la vida y la seguridad. Actualmente los consumidores
hacen conciencia de su salud, por lo que la dieta juega un rol muy importante
en la prevencion de las enfermedades y la promociéon a la salud. Por
consiguiente, hay un incremento en la tendencia por los alimentos que
contienen cultivos probidticos (Zuniga, 2000). Fuller (1992) definié a los

probidticos como "aquellos microorganismos vivos, principalmente bacterias y



levaduras, que son agregados como suplemento en la dieta y que afectan en
forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el intestino". Entre los
microorganismos comunmente empleados como probidticos se encuentran las
BAL, que incluyen generalmente a las especies Lactobacillus acidophilus, Lb.
plantarum, Lb. casei, Lb. casei spp rhamnosus, Lb. delbrueckii spp bulgaricus,
Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lactococcus lactis spp. cremoris, Bifidobacterium
bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, Enterococcus faecalis,
E. faecium, entre otros (Farnworth, 2001). A los probidticos se les atribuyen
numerosos efectos benéficos para la salud (Tabla 1) y son muchos los trabajos

que demuestran tales beneficios (Morais y col., 2004)

Tabla 1. Principales microorganismos probidticos y algunos de sus efectos

benéficos para la salud.

Microorganismo Efecto benéfico

Equilibrio de la flora intestinal y efectos en el
Lb. acidophilus LC1 sistema inmunitario
Lb. acidophilus | Reduccion de la actividad de enzimas
NCFCO1748 procancerigenas, de diarreas y constipacion.

Reduccidn de la actividad de enzimas
Lb. acidophilus NCFM | procancerigenas.

Inmunoestimulador, diarreas e inflamacion del

Lb. rhamnosus GG intestino.
Lb. bulgaricus Inmunoestimulador, absorcidn de lactosa.
Promotor del crecimiento y de la viabilidad de
Lb. casei probidticos.
S. thermophilus Inmunoestimulador, absorcién de lactosa.
B. bifidum Diarreas por rotavirus, equilibrio de la microbiota.
S. boulardii Prevencion de diarrea y tratamiento de colitis

2. 1. 2 DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES

En 1919 Orla-Jensen elabord una monografia en la que apunta que “las
verdaderas bacterias del acido lactico constituyen un grupo natural de bacilos y
cocos Gram positivos, inmodviles, no esporulados que al fermentar azlcares

forman principalmente acido lactico”, ademas de que son catalasa y oxidasa



negativas, sin citocromos, anaerobias pero aerotolerantes, aciduricas y
estrictamente fermentativas con produccién de acido lactico como principal
producto final. Se desarrollan bien en un habitat rico en nutrientes (carnicos y
lacteos) y mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, intestino y vagina
(Jay, 2000).

Las BAL se caracterizan por numerosas exigencias nutricionales, ya que
pueden crecer en medios ricos en vitaminas, bases nitrogenadas y fuentes de
carbono, como la leche, productos lacteos, vegetales en descomposicion,
carnes, etc. Las vitaminas necesarias estan presentes en la leche en
concentraciones generalmente suficientes pero la adicidon a la leche de extracto
de levadura rico en vitaminas mejora el crecimiento bacteriano; ciertas
vitaminas no son esenciales pero tienen un efecto estimulante sobre el
crecimiento (Leveau y Bouix, 2000).

Existen diversas caracteristicas que nos permiten diferenciar los géneros de
las BAL, como la forma de fermentar la glucosa, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro de sodio y
el crecimiento a diferentes valores de pH, entre otros (Jay, 2000). Las BAL
pertenecen al Phylum Firmicutes y estan dentro de la clase Lactobacillales.
Actualmente se cuentan con técnicas que en base a su composicién genética
nos permite clasificar a las BAL (Leveau y Bouix, 2000). Con base a la
secuencia del gen ribosomal 16S (ADNr 16S) se han identificado 6273 genes
ADNr 16S de bacterias acido lacticas las cuales se encuentran distribuidas en
seis familias: Lactobacillaceae, Leuconostoccaceae y Streptococcaceae con 3
géneros cada una, Aerococcaceae y Enterococcaceae que comprenden 7
géneros cada una y Carnobacteriaceae la cual es la familia mas numerosa con

14 géneros (Axelsson, 2004).

2.1.3. CLASIFICACION Y GENEROS REPRESENTATIVOS

Al tratarse de un grupo heterogéneo, las BAL estan representadas por

varios géneros de importancia. Sus células son cocos: Streptococcus, pero



también Lactoccoccus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus y bacilos:

Lactobacillus. Se distinguen también por su grupo de fermentacion:

homolactica o heterolactica. De acuerdo a lo senalado en la tabla 2 se
muestran algunos de los microorganismos que en la actualidad estan siendo

utilizados como cultivos iniciadores (Villegas, 2004).

Tabla 2. Algunos géneros de BAL utilizables como cultivos lacticos

MESOFILOS TERMOFILOS
Lactobacillus
Lb. casei Lb. helveticus

Lb. plantarum Lb. bulgaricus
Lb. lactis

Lb acidophilus

Homofermentativos Streptococcus

S. cremoris
S. lactis
S. diacetylactis

S. thermophilus

Enterococos:
E. faecalis.
E. faecium
E. durans

Leuconostoc
Leuc.cremoris
(citrovorum)
Leuc.lactis

Heterofermentativos

(paracitrovorum o
dextranicum)
Lactobacillus
Lb. brevis Lb. fermentum

Lb. buchneri

Alrededor de 20 géneros, de los cuales Lactobacillus, Streptococcus,

Enterococcus,

Vagococcus,

Pediococcus,

Tetragenococcus,

Carnobacterium,

Lactococcus,

Leuconostoc,

Weisella, Aerococcus y Oenococcus tienen
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mayor incidencia y relevancia en la microbiologia de los alimentos y se

describen brevemente a continuacion (Axelsson, 2004).

Lactobacillus. Bacilos o cocobacilos no esporulados, aerotolerantes o
anaerobios, aciduricos o acidéfilos, con requerimientos nutricionales complejos.
Incluyen especies homofermentativas obligadas, heterofermentativas
facultativas y heterofermentativas obligadas, con un contenido de Guanina-
Citosina en el ADN de 33-50 mol% (Couret y col., 2003). Alrededor de 124
especies conforman el género (Koort, 2006). Ocasionalmente los Lactobacillus
forman pigmento amarillo, rosa o rojo ladrillo. Los limites de temperatura para
desarrollar van de 2-53°C con éptima de 30-40°C. Se aislan facilmente de
productos carnicos, lacteos, de pescados, aguas, frutas, verduras y ensilados.
Son frecuentes en la cavidad oral, contenido intestinal y vagina de mamiferos.
Las especies homofermentativas estan asociadas con el hombre y animales, las
especies heterofermentativas estan asociadas con los alimentos, en donde
llevan a cabo fermentaciones controladas o causan deterioro especialmente
bajo refrigeracion de productos empacados. Las especies heterofermentativas
obligadas son comunes en productos lacteos, cereales, verduras fermentadas y
tracto intestinal (Wood y Holzapfel, 1995). En las bacterias de este género es

comun la produccién de bacteriocinas.

Streptococcus. Cocos de 0.8-1.2 pm, dispuestos en cadenas hasta con
mas de 50 células o en pares. Anaerobios facultativos. Especies comensales del
hombre y en mucosas animales (boca, tractos alimenticio, urinario vy
respiratorio). Con 39 especies, de las cuales tienen interés las especies
Streptococcus pyogenes, con intensa actividad betahemolitica, como patdégeno
transmitido por los alimentos a partir de fuentes humanas y S. agalactiae de
fuentes animales principalmente. La especie S. thermophilus es un termdfilo,
con cepas especificas que se utiliza en la fermentacion de productos lacteos,
sobre todo en combinacién simbidtica con otras BAL. Por ejemplo Lb.
bulgaricus estimula al estreptococo liberando aminoacidos mientras que este

forma compuestos relacionados con al acido férmico, que promueven el



desarrollo del lactobacilo, lo cual se conoce como protocooperaciéon, propiedad
aprovechada en la elaboracion de yogurt (Wood y Holzapfel, 1995). Tienen un
contenido de G-C en el ADN de 34-46 mol% (Bascomb y Manafi, 1998).

Pediococcus. Cocos de 1.0-2.0 um, se dividen alternativamente en dos
planos perpendiculares dando lugar a la formacion de tétradas, raramente se
observan células aisladas, son catalasa negativos, Gram positivos y con un
contenido de G-C en el ADN de 34-44 mol%. Anaerobios facultativos.
Homofermentativos. Algunas cepas son productoras de bacteriocinas.
Empleados como cultivos iniciadores de salchichas semisecas. Son
deterioradores de cerveza y sidra. Requieren medios complejos para
desarrollarse. No patdgenos, pero con actividad descarboxilasa intensa (Wood
y Holzapfel, 1995). Consiste aproximadamente de 8 especies, para diferenciar
entre cepas dentro del género Pediococcus se han usado varias técnicas

moleculares (Simpson y col., 2001).

Carnobacterium. Este género se origind del Lactobacillus cuando se
observaron diferencias significativas en cepas aisladas de carnes empacadas.
Son bacilos de 0.5-0.7 x 1.1-3.0 ym. En cultivos viejos se alargan y tienden a
perder el Gram, psicrétrofos y de metabolismo predominantemente
homofermentativo. Menos rigurosos que otras BAL en sus demandas
nutricionales y de intolerancia al oxigeno. Se aislan de la carne y productos
carnicos, pescado y agua de mar. Producen bacteriocinas. Pueden diferenciarse
de Lactobacillus por su capacidad de crecimiento a valores de pH de 9, no
tienen actividad a valores de pH 4.5, ni en agar acetato a pH de 5.4 y no se
multiplican a 45°C (Stiles y Holzapfel, 1997). Se distinguen seis especies en el
género: C. alterfunditum, C. funditum, C. mobile, C. divergens, C. gallinarum vy
C. psicicola, las tres primeras moéviles, todas pueden desarrollar a 0 °C; solo la
penultima fermenta la lactosa y la ultima débilmente. Otras pruebas
bioguimicas y la relacién de contenido G-C permiten la diferenciacion de todas
las especies con un contenido en el ADN de 32-36 mol% (Rachman y col.,
2004).



Lactococcus. Se puede reconocer como la bacteria lactica por excelencia
de la leche. Es la BAL mas frecuentemente utilizada como cultivo iniciador en la
obtencién de productos lacteos cultivados, en particular quesos y leches.
Consiste en células ovoides que aparecen aisladas, en pares o en cadenas.
Algunas cepas forman material gelatinoso que les rodea a manera de capsula.
Recuperables de leche cruda y algunas plantas. No se aislan de la materia
fecal. Homofermentativos. Se comportan como auxétrofos para diversos
aminoacidos y son también dependientes de diversas vitaminas (Stiles vy
Holzapfel, 1997). Tienen un contenido de G-C en el ADN de 38-40 mol%
(Bascomb y Manafi, 1998).

Leuconostoc. Recuperable de vegetales, productos carnicos y lacteos,
ensilados, vinos y productos fermentados. Requieren medios complejos para
desarrollar. Algunas especies son acidotolerantes. Temperatura optima de 20 a
30°C, con un valor de pH final en caldo glucosa de 4.4-5.0.
Heterofermentadores obligados. Estd muy relacionado con el género
Lactobacillus cuyas formas cocoides vy heterofermentadores pueden
confundirse con Leuconostoc. Involucrados en el deterioro de alimentos ricos
en carbohidratos simples, pero utilizados en forma controlada en la fabricacion
de algunos quesos debido a la generacion de aromas apreciables. Su desarrollo
es mas lento que otras BAL, las cuales suelen desplazarlo en cultivos mixtos
(Wagner y col., 2005). Tienen un contenido de G-C en el ADN de 38-40 mol%
(Bascomb y Manafi, 1998).

Vagococcus. Estd mas relacionado con los géneros Enterococcus y
Carnobacterium ademas de Listeria, que con Streptococcus y Lactococcus. Los
Streptococcus aislados de pollo y agua fueron designados como Vagococcus
fluviales. Una nueva especie de V. salmoninarum fue aislada de peces
infectados con Salmonella. Comprenden bacterias Gram positivas, con células
ovoides dispuestas individualmente, en pares o cadenas, son catalasa
negativas, anaerobias facultativas, tienen un contenido G-C en el ADN de 34
mol% (Bascomb y Manafi, 1998).

10



Tetragenococcus. Especie incluida en el género Enterococcus. Para su
crecimiento requiere NaCl a una concentracién de 18%. Esta mas relacionada
con los géneros Enteroccoccus y Carnobacterium que con Lactobacillus, se
diferencia del género Pediococcus por su incapacidad para crecer en medios
con vancomicina; sin embargo comparten diferentes caracteristica fisiolégicas
(Facklam y Elliott, 1995).

Weisella. Es un género nuevo que ha sido creado para incluir a un
miembro del género Leuconostoc el cual es Leuc. paramesenteroides. De igual
manera, se incluyen dentro de este género miembros heterofermentativos del
género Lactobacillus como Lb. viridescens y que ahora fue renombrado como

W. viridescens (Bjorkroth y col., 2002).

Aerococcus. Consiste en un grupo de bacterias Gram positivas, dispuestas
de tétradas y en racimos; aunque también se pueden encontrar
individualmente y por pares, son anaerobias facultativas, catalasa negativa.
Para su identificacion se ha usado la secuenciacion del ARNr 16S (Facklam y
Elliott, 1995).

Oenococcus. Comparten ciertas caracteristicas fisioldgicas y genéticas con
el género Leuconostoc del cual fueron separadas debido a que Oenoscoccus
desarrolla en condiciones acidéfilas, por la tolerancia a concentraciones de
etanol de 10% vy diferencias de tipo genético. Bacterias Gram positivas, con
células ovoides dispuestas en pares o cadenas; heterofermentativas, catalasa
negativas, no esporuladas, sin motilidad, aerobias facultativas, con un
contenido G-C en el ADN de 38-42 mol% (Stiles y Holzapfel, 1997).

2.1.4. METODOS DE IDENTIFICACION DE LAS BAL

Las BAL pueden detectarse en una diversidad de alimentos tanto crudos

(frutas, verduras) como procesados (lacteos, carnicos), madurados o no. Su

11



numero es variable en los diferentes alimentos. La mayor parte de los estudios
sobre BAL han sido realizados sobre todo con bacterias aisladas de leche o de

productos lacteos (Leveau y Bouix, 2000).

La identificacién mas ampliamente utilizada de las cepas a nivel de género y
especie, se basa en las siguientes caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas:

e Crecimiento a diferentes temperaturas (10-15 y 45°C)

e Tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl (2, 4 y 6.5%)

¢ Produccién de NH_ a partir de arginina

e Fermentacion de carbohidratos (arabinosa, celobiosa, fructosa, galactosa,
glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa, rafinosa, ramnosa, sacarosa,
salicina, sorbitol, trehalosa y xilosa)

e Produccién de acetoina

e Hidrdlisis de esculina

e Sobrevivencia a tratamiento térmico (63 y 65°C).

Sin embargo, estas técnicas no proporcionan suficiente informacion,
requieren de mucho tiempo para el anadlisis y ademas confian en caracteristicas
visuales subjetivas. Para hacer la identificacion de aquellas bacterias que se
encuentran en poblaciones complejas, han surgido pruebas como los
micrométodos que disminuyen costo y tiempo de realizacion de las mismas
(Pereda y col., 1990). Los métodos fenotipicos de tipificacién facilitan y

aportan mayor precision a la clasificacidn taxondmica (Narvaez y col., 2005).

2.1.5. COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS PRODUCIDOS POR LAS BAL

Debido a su metabolismo, las BAL desempefian un papel importante en la
obtencion de alimentos fermentados. Ademas de conferir caracteristicas
organolépticas diferentes y deseables; actualmente el interés en el estudio de
las BAL se debe a su efecto antagonista contra microorganismos patoégenos, el

cual es atribuido a algunas de sus caracteristicas bioquimicas (Tabla 3); como
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la produccion de metabolitos que inhiben el desarrollo de bacterias alterantes y
patdgenas (Turgay y col., 2002). La utilizacion de BAL o sus metabolitos como
bioconservadores incrementa la obtencion de alimentos mas seguros con una
reduccién considerable de las cantidades de aditivos quimicos empleados
habitualmente y/o la intensidad de los tratamientos aplicados (Gutiérrez,
2005).

Tabla 3. Compuestos inhibitorios producidos por BAL y mecanismo de accion

Componente Mecanismo de accion
inhibitorio
Acido lactico Ruptura del metabolismo celular

Peréxido de Inactivacion de biomoléculas esenciales por el anidn

hidrogeno superoxido de la reaccién en cadena, activacion del

sistema lactoperoxidasa.

Dioxido de Ambiente anaerobio y/o inhibicién de enzima,
carbono descarboxilacién y/o ruptura de la membrana celular
Diacetilo Interfiere en la utilizacidn de la arginina

Bacteriocinas Ruptura de la membrana citoplasmatica ( nisina)

La mayoria de las BAL pueden convertir los carbohidratos en acidos

organicos, acido lactico o acido acético. El HZO2 gue es producido por las BAL

en condiciones de microaerofilia, el cual tiene efecto inhibitorio sobre diversos

microorganismos asi como el diacetilo y el COZ, también participan en el efecto

antagonista las bacteriocinas de algunas BAL que son consideradas para
explicar la actividad antagonista de las BAL (Jay, 2002). Otro punto importante
que opera en el proceso es la competencia por los nutrientes disponibles en el
medio, con notable participacion en el efecto antagénico (Adams y Moss,
1997).

El acido lactico es el principal metabolito producido por las BAL, es
producido naturalmente durante la fermentacion de los alimentos, incluyendo
los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus,

Leuconostoc, y Carnobacterium (Ray y Daeschel, 1992). El bajo pH afecta
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varios aspectos del metabolismo celular, que retarda el crecimiento de
microorganismos no deseados en el medio de cultivo. El grado de disociacion
del acido lactico depende del pH, en donde a un bajo valor de pH se encuentra
en la forma no disociada, siendo tdéxico para hongos, levaduras y varias
bacterias (Ouwehand, 1998). Es uno de los agentes antimicrobianos mas
conocidos que inhibe a Clostridium botulinum, C. perfringes, C. sporogenes, L.
monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus aureus y Yersinia enterocolitica
(Juneja y Sofos, 2002).

Ambos acidos lactico y acético y sus sales son generalmente reconocidos
como seguros por la FDA en los Estados Unidos. El acido acético y sus sales
presentan su actividad antimicrobiana a valores de pH 4.5 y el efecto se debe a
la disociacion de moléculas (Juneja y Sofos, 2002). En contraste con la
mayoria de los acidos organicos, el acido acético es generalmente mas efectivo
contra levaduras y bacterias. Las bacterias que inhibe incluye a los géneros
Bacillus spp, Clostridium spp, L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella spp.
Juneja y Sofos (2002) reportan que una concentracién de &acido acético al
0.1% es bacteriostatico para E. coli 0157:H7, S. Enteritidis, S. Typhimurium y
Aeromonas hydrophila, no mostrando el mismo efecto con cepas de Bacillus

cereus y S. aureus a la concentracidn antes mencionada.

El peroxido de hidrogeno es producido por BAL en presencia de oxigeno
como consecuencia de la accion enzimatica de la flavoproteina oxidasa o
(NADH) y de la peroxidasa (Kong y Davidson, 1980). Sin embargo, la
presencia de este metabolito no es deseable en algunos alimentos debido a
que es una sustancia oxidante que puede ocasionar decoloraciones, sabores
desagradables o degradacidon de nutrientes. Muchas bacterias fermentadoras
producen peroxido de hidrégeno como un mecanismo protector contra el
oxigeno. El peroxido de hidrégeno producido por las BAL es inhibidor de
bacterias, Gram negativas como Pseudomonas spp y Gram positivas como S.

aureus. El H202 es mas efectivo como esporicida que bactericida (Gonzalez y

col., 2005). Algunas especies como L. lactis y L. cremoris pueden producir
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HZO2 cuando se transfieren de condiciones anaerobias a aerobias (Gonzdlez y

col., 2005).

El didoxido de carbono es producido principalmente por las BAL
heterofermentativas. Puede ejercer efecto antimicrobiano de varias maneras
en un medio ambiente mas anaerdbico por inhibicion enzimatica,
descarboxilacién y por ruptura de la membrana celular con acumulacién de
gases en la fase de la bicapa lipidica, originando una difusion en la

permeabilidad (Gonzalez y col., 2005).

El diacetilo (2,3 butanodiol) es producido por cepas de todos los géneros de
BAL por la fermentacién de citrato y por ciertas especies de BAL a partir del
piruvato. Este inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas
contrarrestando la utilizacién de la proteina fijadora de arginina; de Gram
positivas parece ser debida a que carecen de proteinas periplasmicas fijadoras
similares y a que poseen mayor reserva de aminoacidos y también inhibe el
crecimiento de levaduras. Produce el sabor a mantequilla en productos
fermentados y en algunos alimentos es usado como aditivo. El diacetilo
interfiere con la utilizacidon de la arginina por reaccién con la arginina ligada a

proteinas de organismos Gram negativos (Jay, 2000).

Acidos grasos. Algunos Lactobacillus y Lactococcus muestran actividad
lipolitica y bajo ciertas condiciones producen concentraciones significativas de
acidos grasos, los cuales muestran actividad antimicrobiana. En muchos casos
los acidos grasos mejoran las caracteristicas sensoriales de los alimentos
fermentados. Los acidos grasos insaturados son activos contra bacterias Gram

positivas (Wood y Holzapfel, 1995).

Bacteriocinas. En la actualidad, un gran numero de bacteriocinas han sido
identificadas y caracterizadas en distintos grupos de acuerdo con su peso
molecular y estabilidad al calor, mostrando un amplio o reducido campo de

accion antimicrobiano segun su medio (Cintas y col., 2001). El campo de
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accion de estas bacteriocinas ha sido estudiado en productos donde hay uso de
bacterias lacticas en los procesos de produccién, dejando un amplio escenario
de alimentos sin evaluar, incrementando la posibilidad del uso de bacteriocinas

como conservador natural.

2.2 BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas se definen como sustancias proteicas antimicrobianas
producidas por un gran numero de especies bacterianas. Estas sustancias
constituyen un grupo heterogéneo de péptidos sintetizados en el ribosoma
con mas de 60 aminoacidos y pueden ser péptidos de moléculas elongadas o
péptidos de moléculas globulares con un amplio rango de peso molecular, que
varian mucho en su espectro antimicrobiano, propiedades bioquimicas,
mecanismo de accion y caracteristicas genéticas (Fimland y col., 1996).

La actividad antimicrobiana y su estructura proteica, probablemente sean
las Unicas caracteristicas comunes a todas ellas (Stiles y Holzapfel, 1997). El
término “bacteriocinogenicidad” se emplea para describir la capacidad de las
bacterias de sintetizar y eliminar al exterior proteinas antagonistas del
desarrollo de otros microorganismos (Delves-Broughton, 1991). Estas
sustancias se detectaron por primera vez en E. coli y mas tarde en algunas

bacterias Gram positivas (Fimland y col., 1996).

2.2.1. CLASIFICACION
La clasificacién de estos compuestos se basa en las caracteristicas

bioquimicas y genéticas (Gonzdlez y col.,, 2003). Algunos ejemplos de

bacteriocinas se mencionan en la tabla 4.
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Tabla 4. Bacteriocinas y microorganismos productores

Bacteriocina Clase | Microorganismo productor

Nisina I Lactococcus lactis subsp. lactis

Pediocina PA-1 IIa Pediococcus acidilactici y Lactobacillus plantarum
WHE92

Pediocina 1D IIa Pediococcus acidilactici JD1-23

Sakacina A IIa Lactobacillus sake 706

Sakacina P IIa Lactobacillus sake LTH673

Curvacina A IIa Lactobacillus curvatus LTH 1174

Mesentericina IlIa Leuconostoc mesenteroides

Y105

Plantaricina E/F ITb Lactobacillus plantarum C11

Lactococcina A IIb Lactococcus lactis subsp. cremoris

Lactococcina B IIb Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4

Lactacina F ITb Lactobacillus johnsonii

Divergicina IIc Carnobacterium divergens LV13

Helveticina III Lactobacillus helveticus

Clase I. Lantibidticos.- Son péptidos pequefos policiclicos (< 5 KDa) con
poca estabilidad al calor, activos a nivel de membrana y contienen algunos
aminoacidos modificados poco comunes como lantionina, B-metil-lantionina vy
dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de
la traduccion (Cintas y col.,, 2001). Un ejemplo bien conocido de estas

bacteriocinas es la nisina.

Clase II. No lantibidticos.- Son bacteriocinas de peso molecular variable,
pequenas (<10 KDa), pero mayores a 5 KDa (Cintas y col., 2001). En este

grupo se pueden identificar tres subclases:
e Clase Ila.- Son péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia en la

region N-terminal TGNGVXC vy sus representantes caracteristicos son la
pediocina PA-1 y la sakacina P (Cintas y col., 2001).
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e Clase IIb.- Son formadores de complejos de poracidon que consisten de
dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor
actividad antimicrobiana, en este grupo se encuentran la lactococcina G y las

plantaricinas EF y JK (Cintas y col., 2001).

e Clase IIc.- Son péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que
se transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se

reportan las bacteriocinas divergicina A y acidocina B (Cintas y col., 2001).

Clase III.- Son péptidos grandes mayores (>10 KDa) e inestables al calor.
En esta clase se encuentran las helveticinas J y V, acidofilicina A, lactacinas Ay
B (Cintas y col., 2001).

2.2.2. MECANISMO DE ACCION

Las bacteriocinas producidas por las BAL tienen sitios “blanco” en los
microorganismos sensibles (Tabla 5). El modo de accion de las bacteriocinas es
complejo; el modo de accidn propuesto para las bacteriocinas es una unidn
inicial a la membrana bacteriana por atraccién electrostatica entre los lipidos
cargados negativamente y las bacterocinas con su carga neta positiva
localizada fundamentalmente en uno de sus extremos (extremo C-terminal de
la nisina, extremo N-terminal de la pediocina) (Wood y Holzapfel, 1995). A
continuacion se produciria la insercidon de las bacteriocinas en la bicapa lipidica,
en el caso de la nisina esta insercion se realiza por su extremo N-terminal (Moll
y col.,, 1999) y en el caso de la pediocina, a través de su a-hélice
transmembranal del extremo C-terminal (Ennahar y col., 2000).

La nisina pertenece a la clase I y la pediocina a la clase II; estas

bacteriocinas han sido las mas estudiadas y comparten algunas caracteristicas.
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Tabla 5. Bacteriocinas producidas por BAL y microorganismos sensibles

Organismo productor

Bacteriocina

Microorganismos sensibles

Lc. cremoris

Lactoestrepcina 5

Lc. lactis
Bacilus subtilis

Lb. acidophilus

Lactacina
Lactacina B

S. aureus y S. epidemidis
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus faecalis
Salmonella enteritidis
Escherichia coli
Mycobacterium sp.
Lactobacilli

Lactobacillus sp.

Sin nombre

Clostridium
B. cereus
Clostridium sporogenes

Lb. saké

Sakacina A

L. monocytogenes

Lb. bulgaricus

Bulgaricina

B. subtilis

E. coli
Pseudomonas sp.
S. aureus

Lc. lactis

Lc. lactis

Nisina

L. monocytogenes
S. aureus
C. botulinum

P. acidolactici

Pediocina AcH
Pediocina PA-1

Lb. plantarum

L. monocytogenes
S. aureus

C. perfringes

P. pentosaceus

Pediocina A

S. aureus
C. botulinum
L. monocytogenes

Los péptidos se unen a la membrana citoplasmatica através de uniones
electrostaticas con los fosfolipidos cargados negativamente (Figura 1), luego se
insertan a la membrana con una orientacion que depende del potencial de
membrana, el cual esta influenciado por el pH. Los mondmeros de bacteriocina
forman agregados que resultan en la formacion de poros con la consecuente
salida de iones, pérdida de la fuerza motriz de protones (FMP), salida de ATP y

aminoacidos, dando como resultado la muerte celular (Gonzalez y col., 2003).
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Figura 1: Mecanismo de accion de las bacteriocinas por formacién de poros

en la membrana citoplasmatica.

Aunque es comun la formacién de poros y la disipacion de la FMP en el
modo de accién de las bacteriocinas, existen algunas particularidades en cada
clase. De la clase I, la nisina no requiere de un receptor unido a la membrana
de la célula “blanco” ya que reconoce la composicién fosfolipidica de la célula.
En cambio, para la accién de la lactococina A y la lactoestrepcina se requiere
de la unién a receptores membranales. Para las bacteriocinas de la clase IIa se
ha sugerido que la regién amino terminal tiene un papel importante en la
capacidad de reconocimiento de la membrana de la célula “blanco”. En las de
la clase IIb, las plantaricinas EF y JK dependen de la accién de dos péptidos
para la formacidn de poros y consecuente disipacidn del potencial de

membrana (Gonzalez y col., 2003).

Considerando la diferencia en peso molecular se entiende que cada
bacteriocina es diferente y que su uso en la industria alimentaria como
conservador, depende del microorganismo de deterioro o patdégeno que se
desea controlar (Grande y col., 2005). La composicién y distribucion de los
fosfolipidos de la membrana celular influye en la eficiencia de la asociacion de
la bacteriocina con el citoplasma, su insercion y la formacion del poro, es por
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este fendmeno que se debe la resistencia de los microorganismos a las
bacteriocinas (Cintas y col., 2001). La actividad antibacteriana se pronuncia
en la fase logaritmica temprana y la fase estacionaria (Ogunbanwo y col.,
2003), por lo que a la hora de aplicar las bacteriocinas a un alimento a partir
de un cultivo iniciador o para su purificacion, es importante considerar que las
etapas de velocidad maxima de produccién de la bacteriocina es la fase log,
con el fin de aumentar la efectividad del proceso de accién de estos
compuestos ante microorganismos de deterioro o patégenos importantes (Pal y
col., 2005). Las bacterias productoras de bacteriocinas se auto protegen de la
toxicidad de estos compuestos mediante la expresidn de una proteina de
inmunidad especifica codificada normalmente en el mismo operon de la
bacteriocina, todo esto regulado por un sistema de transduccidon de sefial de
tres componentes (Cintas y col.,, 2001). Asi, la bacteria puede seguir
reproduciéndose y liberando mas compuestos bioconservadores en el alimento,
lo cual da estabilidad al producto y logra periodos de vida Gtil amplios. Segun
Cintas y col. (2001), el uso de mezclas de bacteriocinas reduce la frecuencia
con la que los microorganismos desarrollan resistencia. Esto evidencia la
necesidad de realizar investigaciones sobre la accién y la mejor mezcla de
bacteriocinas, con el mayor espectro de accién posible tanto a nivel de
variedad de microorganismos como a nivel de tipos de productos alimenticios.
Otro aspecto importante en la accién de las bacteriocinas es la presencia de
iones como Mg*? y Ca*? los cuales neutralizan la carga negativa de los
fosfolipidos. Esto induce a una condensacién fosfolipidica que incrementa la
rigidez de la membrana citoplasmatica evitando la accién antimicrobiana de la
bacteriocina (Rodgers, 2001). La membrana externa de las bacterias Gram
negativas, contiene lipolisacaridos y no fosfolipidos, que actian como una
barrera permeable contra macromoléculas y solutos hidrofobicos como las
bacteriocinas, esto las hace mas resistentes y tiende a que los investigadores
manifiesten que las bacteriocinas ejercen su accién ante bacterias Gram
positivas (Rodgers, 2001). Sin embargo, Elegado y col. (2005), encuentran en
su estudio sobre el espectro de accién de Lb. plantarum BS que la bacteriocina

de esta bacteria lactica puede actuar ante bacterias Gram negativas. Esto
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permite considerar la accidon de las bacteriocinas ante un espectro mas grande
de microorganismos deterioradores presente en la industria alimentaria. La
inactivacién de bacterias Gram negativas puede aumentarse con la adicién de
quelantes, los cuales hacen permeable la membrana a las bacteriocinas
(Rodgers, 2001).

El espectro de accién reducido es cuando el efecto de la bacteriocina se
confina hacia especies relacionadas con el ambiente de la bacteria productora
(Joerger, 2002). Por otro lado Bizani y col. (2005) demuestran en su estudio
gue el nimero de células viables decrece conforme aumenta la concentracién
de bacteriocina, por ello es importante determinar la concentracién a la cual la
bacteriocina sera efectiva ante el control de crecimiento microbiano en la
industria alimenticia. Ademas, las bacteriocinas pueden ejercer un efecto
sinergético con tratamientos como presiones hidrostaticas (HP), los cuales en
combinacidn son efectivos para el control de bacterias Gram negativas y Gram
positivas, esto debido a causa del dafio en la membrana y en la pared celular
(Kalchayanand y col., 2004).

La actividad de las bacteriocinas en alimentos esta altamente influenciada
por diferentes factores como composicion de los alimentos, interaccion con los
componentes, estabilidad de la bacteriocina, pH vy temperatura de
almacenamiento, por ello es muy importante identificar la bacteriocina que
realmente puede ejercer un efecto de conservacion en un alimento y las
condiciones bajo las cuales puede tener actividad antimicrobiana (Grande y
col., 2006). El crecimiento de la cepa productora de la bacteriocina a la
temperatura 6ptima, usualmente da como resultado una produccién 6ptima de
la bacteriocina. Algunas BAL producen mas de una bacteriocina, las cuales
pueden ser aisladas cambiando las condiciones de crecimiento como son
temperatura y pH, como lo observaron Krier y Revol-Junelles (1998) al aislar
las bacteriocinas mesenterocina 52A y 52B que produce la cepa Lc.

mesenteroides sp. mesenteroides FR52.
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2.2.3 PRODUCCION Y CARACTERIZACION

Algunas de las bacteriocinas son producidas durante la fermentacién de
alimentos. A pesar de que la principal causa de conservacién de un alimento
fermentado es la reduccion de pH por la formacién de acidos, las bacteriocinas
juegan un papel importante como factor de conservacion (Ogunbanwo y col.,
2003). La produccibn maxima de bacteriocinas puede obtenerse
suplementando un medio de cultivo con factores limitantes de crecimiento
como azlcares, vitaminas y fuentes de nitrogeno, regulando el pH y eligiendo
las mejores condiciones del medio para aumentar la eficiencia del proceso. Al
suplementar el alimento o el medio con nutrientes adicionales como levadura,
se incrementa en gran proporcion la cantidad de bacteriocina producida, lo que
permite pensar en la posibilidad de extraccion de estos productos para la
posterior aplicacion en la industria alimentaria (Ogunbanwo y col., 2003).

Es de acuerdo con el tipo de alimento que se pretende conservar con
bacteriocinas, que debera ser su almacenamiento, para lograr que todos los
efectos en conjunto permitan la aplicacidén efectiva de estos bioconservadores,
lo que podria requerir de la combinacion con otros métodos de conservacion
como refrigeracion, un método utilizado para extender la vida util de alimentos
perecederos como lacteos y carnes, siendo la Listeria monocytogenes y
Pseudomonas ejemplos importantes de microorganismos que causan deterioro
en refrigeracién y que deben controlarse (Rodgers, 2001).

Generalmente las bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas
son termoresistentes, lo que les permite mantener su actividad antimicrobiana
a temperaturas similares a la pasteurizacidon y esterilizacion de la leche. Esto
sugiere que su actividad recae en estructuras pequefias y poco complejas,
probablemente sin estructura terciaria (Piard y Desmazeuau, 1992). Sin
embargo, la helveticina J y las bacteriocinas de Lb. casei y Lb. delbrueki son
muy sensibles al calentamiento, indicando que poseen una estructura proteica
mas compleja. (Toba y col., 1991).

Las bacteriocinas se inactivan al menos por un enzima proteolitico, entre los

que conviene citar los de origen pancreatico (tripsina y alfa-quimiotripsina) y
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gastrico (pepsina) (Lewus y col., 1991). Algunas bacteriocinas son sensibles a
otros enzimas como lipasas, amilasas y fosfolipasas, lo que indica Ila
heterogeneidad de las bacteriocinas y la influencia de los compuestos no
proteicos en su estructura y actividad (Jiménez y col., 1993). Las bacteriocinas
son generalmente estables a pH acido o neutro, aunque existen excepciones
interesantes; la bacteriocina aislada de Lc. /actis mostré actividad y estabilidad
a valores de pH de 2-11 hasta 10 min/10°C (Lewus y col., 1991).

Teniendo claro todos los factores involucrados, la caracterizacion
bioquimica es necesaria previa a la aplicacidon comercial e identificar el gen
codificante de la bacteriocina, lo que permite establecer las condiciones
necesarias para la aplicacién efectiva de estos productos (Elegado y col.,
2005). Fimland y col. (1996) muestran en su estudio, la secuencia de
aminoacidos para varias bacteriocinas, lo cual permite caracterizar y conocer el
porque del comportamiento diferente entre bacteriocinas o inclusive de una
misma bacteriocina a distintos microorganismos.

Diversos investigadores han utilizado el método de degradacién de Edman
para determinar la secuencia de aminoacidos de la bacteriocina, método
utilizado para caracterizar bacteriocinas, debido a que es un método de
secuenciacion de aminoacidos en un péptido. En este método, el residuo
amino-terminal se separa del péptido sin afectar a los enlaces peptidicos entre
los otros residuos. En medio basico, se provoca la reaccion del extremo amino
con fenilisotiocianato para formar un péptido feniltiocarbamilado. A
continuacion, se aplica un medio acido para que el tiocarbamoilo forme un ciclo
de 5 miembros (feniltiohidantoina) con el carbonilo del enlace peptidico
adyacente. De este modo, se obtiene un péptido mas corto, con un nuevo
extremo amino y la feniltiohidantoina del primer aminoacido. La secuencia de
aminoacido, obtenida por la degradacién de Edman de la bacteriocina
lactococcina MMFII, producida por Lactococcus lactis (Ferchichi y col., 2001),
reveld un aminodacido con dos residuos de cistina en las posiciones 9 y 14 y
una masa calculada de 4144.6 Da. El analisis de espectrometria dio una masa
molecular de 4142.6, sugiriendo la presencia de un enlace de disulfuro dentro

de la bacteriocina purificada.
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2.2.4 METODOS DE PURIFICACION

Las bacteriocinas pueden ser utilizadas como conservador de manera
purificada o semipurificada. El primer paso que se requiere para la purificaciéon
de las bacteriocinas se refiere a la concentracion del sobrenadante, asumiendo
un proceso optimizado de produccién de bacteriocinas (Svetoslav y col., 2004).
Algunas de ellas se encuentran en agregados moleculares, induciendo a
errores en la determinacion del peso molecular de la bacteriocina. Estas
macromoléculas se disgregan usando agentes que disocian las
macromoléculas, ultrafiltracion o eliminando material lipidico por la extraccion
con metanol-cloroformo o etanol-dietil éter; después las bacteriocinas del
supernadante pueden ser concentradas de acuerdo con su tamafo mediante
filtracidn, precipitacion con sales de sulfato de amonio y extraccion con
solventes organicos como butanol y etanol (Svetoslav y col., 2004).

La naturaleza catidnica e hidrofébica de las bacteriocinas, permite
recolectarlas de caldos complejos de fermentacidon que contienen altos niveles
de péptidos. La purificacién inicia desde el crecimiento de la bacteria en un
medio liquido conveniente y bajo 6ptimas condiciones, removiendo las células
por centrifugacién y precipitando la proteina con la adicion de sulfato de
amonio, seguido de varios pasos de cromatografia (Cintas y col., 2001). Se
han desarrollado otros métodos con separaciones por cromatografia y de
acuerdo al pH del medio donde logran una total liberaciéon o adsorcién de la
bacteriocinas dentro de la célula. El método mas comun utilizado es la
precipitacion con sulfato de amonio seguido de una cromatografia HPLC
(Svetoslav vy col., 2004).

Estos procedimientos dan buenos resultados en términos de rendimiento y
purificacién, pero son inconvenientes para una recoleccién y purificacion de
bacteriocinas a gran escala; para esto se han desarrollado métodos basados en
adsorcion y desorcidon. En un estudio realizado por Yang y col. (1992), se
demostré que las bacteriocinas pueden ser recolectadas por adsorcidén sobre
las células productoras a pH 6.0-6.5, seguido por una separacidon de las células

y desorcion a pH 2.0 con NaCl 0.1M. Este método fue efectivo para las
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bacteriocinas pediocina AcH, nisina, sakacina A y leuconocina Lcm1, aunque
para otras la recoleccién fue limitada (Hoover y Harlander, 1993).

Las bacteriocinas pueden ser adsorbidas con HClI y con resinas de
intercambio catidnico, como lo observaron Stoffels y col. (1993), al utilizar un
protocolo muy sencillo de purificacion que incluye la adsorcién con HCl y
resinas de intercambio catidnico, este método fue usado para purificar los
lantibidticos nisina y carnocina UI49 donde la recoleccion fue casi del 100% vy

la purificacion fue mayor para carnocina UI49 con respecto a la nisina.

2.2.5 IMPORTANCIA DE LAS BACTERIOCINAS EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

El empleo de bacterias productoras de bacteriocinas como cultivos
iniciadores para la produccién de alimentos fermentados, asi como la adicion
directa de las bacteriocinas a los alimentos y a las bebidas, ofrece una nueva
forma de conservacion y se ha facilitado en la medida en que se tiene mayor
conocimiento de sus propiedades fisicas, bioquimicas y genéticas, asi como las
caracteristicas inherentes de los alimentos en los cuales son usados. También
es posible que el espectro de actividad de estas bacteriocinas pueda ser
ampliado al combinarlas con agentes quelantes, como ha sucedido con la
nisina cuando se combina con el EDTA. Diversos estudios han mostrado la
efectividad in vitro de las bacteriocinas contra bacterias indeseables, y cuando
son producidas como parte de la fermentacion retienen su actividad
antimicrobiana (Zufiga, 2000; Rodriguez, 2003).

La bacteriocina mas conocida del grupo I es la nisina, producida por Lc.
lactis spp lactis, la cual tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana
hacia las bacterias Gram positivas, incluyendo S. aureus y L. monocytogenes.
Esta bacteriocina previene la esporulacién y células vegetativas de Bacillus spp
y Clostridium spp. (Gonzadles y col.,, 2003). Su aplicacién ha sido muy
estudiada y ya ha sido aceptada como conservador ante FDA y el Codex

Alimentarius. Algunos productos en los cuales se ha implementado el uso de
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bacteriocinas, especificamente la nisina, son especialmente productos lacteos
como el queso Gouda y queso Emmenthal donde la nisina inhibe el crecimiento
de CI. butyricum y Cl. tyrobutyricum. En el yogurt se da una inhibiciéon del
cultivo iniciador Lb. delbrueckii spp bulgaricus y S. thermophilus por la nisina
(Delves-Broughton, 1991), por lo que se comprueba que no cualquier
bacteriocina puede ser aplicada como conservador en alimentos.

Otra aplicacion de las bacteriocinas es en alimentos enlatados como
hongos, maiz, zanahoria, para el control de termofilos esporulados, por ser
productos de baja acidez que reciben un tratamiento térmico minimo (Delves-
Broughton, 1991). Para alimentos carnicos, las bacteriocinas pueden llegar a
sustituir el uso de nitritos, sin embargo es necesario determinar la bacteriocina
adecuada que no requiera de una elevada concentracién de aplicacién. En
productos maritimos, retoma importancia debido a que, tanto en empaque al
vacio como en atmoésfera modificada tienen un alto riesgo de CI. botulinum, el
uso de bacteriocinas ha demostrado ser efectivo en productos como langosta
en el control de L. monocytogenes (Delves-Broughton, 1991). Otro estudio en
el que se ha evidenciado el efecto de una bacteriocina como enterocina, es el
descrito por Grande y col. (2005), donde evidencian el control de
Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo de frutas como manzana, pera, naranja

y uvas, obteniendo una estabilidad hasta de 14 dias a temperatura de 37 °C.

2.2.6 ELEMENTOS DE EFECTIVIDAD

Existen diversos factores a considerar antes de adicionar directamente las
bacteriocinas a los alimentos, uno de ellos es su composicién. Algunos estudios
han demostrado que las bacteriocinas, incluyendo la nisina, se unen a las
grasas, interfiriendo en su actividad contra algunas bacterias. La temperatura,
el pH y la presencia de enzimas son condiciones criticas para la estabilidad de
las bacteriocinas en alimentos y bebidas. Debido a los estrechos intervalos de
pH en los cuales son activas algunas bacteriocinas, deben ser usadas en

alimentos y bebidas con valores de pH similares que aseguren maxima
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actividad. Muchas bacteriocinas de BAL son generalmente proteinas pequenas,
estables al calor, favoreciendo asi su uso en alimentos procesados
térmicamente (Nettles y Barefoot, 1993).

El cultivo de estas bacterias, denominado cultivo protector, debe sobrevivir
en productos en refrigeracion y ser capaz de crecer y ejercer un efecto
antagdnico a las temperaturas deseadas, si el producto se va a someter a
coccion, se debe considerar la resistencia al calor del cultivo protector. La
producciéon de bacteriocinas y su actividad dependen de la temperatura de
incubacién, considerando, ademads, la sensibilidad al calor de los
microorganismos de deterioro o patdégenos que se desea controlar (Rodgers,
2001).

Otro elemento importante en la efectividad del efecto antimicrobiano de la
bacteriocina, es el tamafo de inoculacidn que impacta no solo la velocidad de
desarrollo de los factores de conservacién, sino la calidad sensorial del
producto y el costo del método. Este tamafio depende a la vez del medio en el
cual se inocula, la etapa del microorganismo de deterioro y patdgenos y la
identidad del cultivo protector. La composicidon y estructura del alimento tiene
un significativo efecto dinamico y factores de interaccién importantes, los
ingredientes presentes puede favorecer o inhibir la acciéon de la bacteriocina
como la glucosa o acidos. Un valor bajo de pH puede favorecer la produccién
de bacteriocinas e incrementar su actividad (Elegado y col., 2005).

La estructura del alimento ejerce un efecto dinamico en el crecimiento de
las bacterias y la difusidn de las sustancias inhibitorias. Se ha visto para
algunas bacteriocinas que los componentes de los alimentos protegen a la
bacteriocina durante procesos de calor (Bizani y col., 2005). Es importante la
optimizacién de la concentracién de bacteriocina para el control efectivo de
bacterias patdgenas durante la conservacion de los alimentos, una
concentracidon muy baja puede tener efecto antimicrobiano al inicio de la
inoculacion pero que decaeria rapidamente, lo cual impide tener periodos de
vida atil importantes (Elegado y col., 2005). Las bacteriocinas ejercen su poder
antimicrobiano ante microorganismos relacionados o0 presentes en su

ambiente, esto hace que los microorganismos de deterioro o patégenos puedan
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presentar distintos comportamientos ante la presencia de la bacteriocina
(Grande y col., 2006). Algunos microorganismos pueden ser sensibles;
mientras que, otros, son resistentes a la accidén de las bacteriocinas, inclusive
una cepa que parece ser sensible puede tener células que presenten
resistencia a la accién de la bacteriocina, las mismas bacterias productoras de
bacteriocinas pueden ser sensibles a la accion de otra bacteriocina y por
ultimo, células de esporas que presentan resistencia a la bacteriocina, pueden
volverse sensibles después de la esporulacion (Cintas y col., 2001).

El campo de accion de las bacteriocinas se relaciona con el contenido de
cistina y de acuerdo con ello, se establecen tres grupos: bacteriocinas con un
estrecho rango de accidn, restringido a microorganismos de la misma especie;
bacteriocinas con un rango intermedio que inhibe bacterias lacticas y algunas
bacterias Gram positivas y bacteriocinas con amplio rango de accién, las cuales
inhiben una amplia variedad de Gram positivas (Cintas y col., 2001).

Ya que las bacteriocinas son proteinas, son susceptibles a proteasas
enddgenas o proteinasas presentes en el alimento y deben ser evaluadas
cuidadosamente en cuanto a la retencion de su actividad. Mientras que la
degradacion de estos compuestos es indeseable en sistemas alimenticios, la
inactivacién por enzimas digestivas, tales como quimotripsina o tripsina es
ventajosa. La inactivacién por estas enzimas proporciona bacteriocinas inertes
y puede explicar por qué no se han asociado efectos adversos a la ingestion de
bacteriocinas (Hoover y Harlander, 1993).

Las bacteriocinas pueden estar presentes en sistemas alimenticios como
productos de la fermentacion de los cultivos iniciadores. Algunos estudios
demuestran que las bacterias productoras de bacteriocinas empleadas como
cultivos iniciadores pueden ser Uutiles para controlar la contaminacién por
bacterias indeseables durante la fermentacién (Kato y col., 1994).

Una salsa preparada usando P. acidilacti H como cultivo iniciador no causé
efectos adversos para los consumidores, posiblemente debido a la inactivacion
de la bacteriocina pediocina AcH por quimotripsina y tripsina que se localizan

en el tracto digestivo. Esta informacion indica que la bacteriocina puede ser
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consumida sin efectos toxicos y, por lo tanto, puede ser adecuada para
aplicaciones en alimentos (Hoover y Harlander, 1993).

Antes de que otras bacteriocinas sean usadas como aditivos en alimentos,
seran necesarios amplios estudios toxicoldgicos, como los llevados a cabo con
la nisina. El uso de las bacteriocinas deberd ser practico, barato y no debera
afectar las caracteristicas sensoriales de los alimentos en los cuales se
adicionen (Nettles y Barefoot, 1993). El uso de cultivos iniciadores
bacteriocinogénicos o el desarrollo de cultivos iniciadores manipulados
genéticamente son alternativas potenciales para mejorar la calidad total vy
seguridad de los alimentos (Zufiga, 2000).

La demostracion de la actividad de las bacteriocinas bajo condiciones
controladas de laboratorio puede ser directa, pero probar su eficacia como

antimicrobianos en sistemas alimenticios constituye un mayor reto.
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III. JUSTIFICACION

Durante los dltimos afios, el consumidor se ha vuelto mas exigente en cuanto a
calidad y expectativas de un producto saludable y fresco. Para satisfacer al
consumidor es necesario investigar y encontrar opciones que permitan obtener
alimentos que ofrezcan ciertas caracteristicas, como es el caso de alimentos
donde la tendencia es eliminar el uso de conservadores y obtener productos mas
naturales. Las bacteriocinas han atraido la atencion como sustituto potencial de
compuestos conservadores porque son producidas por bacterias consideradas
benéficas para la salud y son empleadas en la produccion de alimentos. El
aislamiento y caracterizacion de cepas de bacterias acido lacticas (BAL)
productoras de bacteriocinas, cuya actividad fermentativa sea paralela con la
actividad para inhibir microorganismos patégenos y deterioradores presentes en el
proceso de elaboracion mediante la produccién de bacteriocinas, permitira
incrementar el conocimiento acerca del potencial de cepas de BAL autéctonas con
propiedades bacteriocinogénicas, como cultivos iniciadores para la obtencién de

productos lacteos.
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IV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.:

Purificar y caracterizar parcialmente, una proteina tipo bacteriocina,

obtenida de una cepa de Lactobacillus plantarum.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Realizar la purificacion parcial de la proteina tipo bacteriocina
2. Realizar la caracterizacién parcial de la proteina tipo bacteriocina

obtenida.
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V. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 MATERIALES Y EQUIPOS
5.1.1 MATERIAL DE VIDRIO Y DESECHABLE:

e Material propio de un laboratorio de microbiologia.
5.1.2 EQUIPOS

Incubadora (Rios Rocha, Bacterioldgica Blue M. México)
Autoclave (Yamato, TX994C. Japdn)

Bafio maria (Cole-Parmer, KH12110-00. EUA)

Centrifuga (Hermle, Z160M. EUA)

Refrigerador (Daigger, TX3346A, EUA)

Campana de Bioseguridad (Labconco, Purifier Clas II. EUA)
Micropipetas (Transferpette GSA, TX205507K. EUA)
Membranas de dialisis (Spectra/Por 3, MWCO: 3500. EUA)
Espectrofotémetro (Thermospectronic, Genesis 20. EUA)
Camara de electroforesis (Labconco, Gel Dryer 7313A. EUA)
pHmetro (Denver instrument, Ultrabasic UB-10. EUA)

5.1.3 MEDIOS DE CULTIVO
e Agar Man Rogosa y Sharpe (Merck)
e Caldo Man Rogosa y Sharpe (Merck)
e Agar y caldo MRS maodificado: los ingredientes son los mismos que se
emplearon en la preparacion del agar y caldo MRS de marca Merck,
suprimiendo el extracto de carne y el carbohidarto (D(+)-glucosa).

e Agar soya tripticaseina (Bioxon)

e Caldo soya tripticaseina (Bioxon)

5.1.4 REACTIVOS
e Sulfato de amonio (NH4)>S04 al 60% (SIGMA)
e Fosfato monoacido de sodio Na;HPOs 0.1 M (SIGMA)

e Fosfato diacido de potasio KH.PO4 0.1 M (SIGMA)
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Fosfato de sodio NazPOs 5 Mm (SIGMA)

Metanol CH;OH (SIGMA)

Polietilenglicol PEG (Hibry-Max)

Agua destilada

Cloruro de sodio NaCl 100 mM (SIGMA)
Tripsinogeno de pancreas de bobino (CIQA)

Tripsina de soya (CIQA)

Lactoalbumina de leche de bovino (CIQA)

Albumina bovina sérica BSA (CIQA)

Solucién colorante azul de Bromofenol 0.1% (Anexos)

Soluciones PAGE-SDS (Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio)

Solucion de mondmeros (30% T 2.7 Cbis) (Anexos)

Regulador de gel separador (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8) (Anexos)
Regulador del gel concentrador (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8) (Anexos)
Dodecilsulfato de sodio (SDS al 10%)

Persulfato de amonio (APS) al 10% (iniciador)

TEMED CeH16N3 (N,N,N "N "-tetrametiletilenodiamina)

Regulador de lavado (Tris-HCI 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%)(Anexos)
Regulador del tratamiento de muestras 2x(Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS
4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol al 10%)(Anexos)

Regulador de corrimiento (Tris-0.025 M pH 8.3, Glicina 0.192 M, SDS
0.1%)(Anexos)

Solucién colorante Azul de Coomassie R-250

Soluciéon madre (azul de Coomassie al 1%)

Solucién colorante para tincion (Azul de Coomassie 0.125%, metanol
50%, acido acético 10%)(Anexos)

Solucién decolorante I (metanol 50%, acido acético 10%)(Anexos)
Solucion decolorante II (acido acético 7%, metanol 5%)(Anexos)
Solucién conservadora (acido acético al 7%)
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5.2 METODOLOGIA

5.2.1 ORIGEN DE LA CEPA BAL

La cepa de Lb. plantarum, se obtuvo a partir del aislamiento de BAL de
productos lacteos en un trabajo previo realizado por Clavel (2006); fue
identificada bioquimicamente por Ortiz (2006) y posteriormente se le
realizaron pruebas en donde mostrdé capacidad inhibitoria contra
microorganismos deterioradores y patdgenos en un trabajo de investigacion
realizado por Neria (2006). Por lo anterior, se utilizd esta cepa para fines
propios del presente trabajo.

Esta cepa fue clasificada como 110 Lb. plantarum. Actualmente se
encuentra liofilizada y forma parte del banco de cepas ubicado en el
Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones Quimicas de la
Universidad Auténoma del Estado del Hidalgo (Clavel, 2006).

5.2.2 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA TIPO BACTERIOCINA

Para los estudios de la purificacién parcial de la bacteriocina fue necesaria
la reactivacion de la cepa 110 Lb. plantarum. Esto se realizé adicionando 5 mL
de caldo MRS estéril a la ampolleta de la cepa para hidratar el liofilizado; se
dejé reposar 10 min y se homogeneizd por agitacién suave durante 1 min, de
la cepa rehidratada, se tomd una alicuota de 1 mL que se inoculé en un tubo
con 10 ml de caldo MRS y se incubd a 37°C/24 h.

5.2.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO PARCIALMENTE PURIFICADO

Una vez obtenida una suspension bacteriana densa de la cepa 110 Lb.
plantarum se tomaron 5 mL de indculo que se agregaron a un frasco con 1 L

de caldo MRS, el cual se cultivd 18 h/37°C. Posteriormente se centrifugd a
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5000 rpm durante 15 min/4°C, se recuperd el sobrenadante y se deseché el
precipitado obtenido (células); a esta fraccién se le denomind extracto crudo.
En condiciones de refrigeracion y con agitacion, al extracto crudo se le afiadid
poco a poco sulfato de amonio al 60% hasta saturacién y se dejé durante toda
la noche a 4°C. Posteriormente, se centrifugd a 5000 rpm por 15 min para
separar y recuperar el precipitado, el cual fue resuspendido en
aproximadamente 100 mL de regulador de fosfatos 0.1 M a pH 7. Después se
dializé contra 2 L de regulador de fosfatos 0.1 M a pH 7 durante 24 h, haciendo
cambios cada 12 h en membranas de dialisis (Spectra/Por 3, MWCO: 3500).
Posteriormente los tubos de didlisis se colocaron sobre una capa de
polietilénglicol (PEG) a temperatura ambiente para concentrar las muestras
hasta el minimo volumen debido a la deshidracién producida por el PEG. A esta

fraccion se le denominé extracto parcialmente purificado.

5.2.2.2 ELECTROFORESIS EN GEL (PAGE-SDS) DEL EXTRACTO
PARCIALMENTE PURIFICADO

Una vez que las muestras se concentraron, se sometieron a electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (PAGE-SDS) al 10%, de
acuerdo con la técnica descrita por Laemmli (1970), en condiciones
desnaturalizantes. Se trata de un tipo de electroforesis en la que las muestras
se colocan en un gel, a través del cual se hacer pasar una corriente de 15 mA,
por 5 h en presencia de agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que
destruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina y
se separan como cadenas polipeptidicas aisladas). Se utilizaron las condiciones
descritas en la Tabla 6. La electroforesis en PAGE-SDS se realizd para la
determinacion de la pureza de las muestras parcialmente purificadas, asi como
de su peso molecular, comparando con marcadores de peso molecular
conocido, que fueron tripsindgeno de pancreas de bovino (24,000 Da),
inhibidor de tripsina de soya (20,000 Da) y lactalbumina de leche de bovino
(14,200 Da).
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Tabla 6. Condiciones del gel de electroforesis

SOLUCIONES GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
(10%T, 2.7%C) (4%T, 2.7%C)

Solucién de mondmeros 6.7 ml 0.9 ml

Tris 1.5 M pH 8.8 5m | -----

Tris0.5MpH6.8 | ------ 1.7 mi

SDS 10% 0.2 ml 0.07 ml

Agua bidestilada 7.9 ml 4.1 ml

Persulfato de amonio 10% | 200 pL 35 puL

TEMED 8 uL 4 uL

Las placas de vidrio se enjuagaron con agua destilada y se limpiaron con
metanol, ya secas se colocaron en la base de la cdmara de electroforesis y se
sujetaron con las pinzas. Se adiciond lentamente la mezcla del gel separador,
evitando la formacién de burbujas. Cuando la mezcla gelificd, se adiciond el gel
concentrador colocando posteriormente el peine. Una vez gelificada la mezcla,
el peine se removid con cuidado. Las placas asi preparadas se colocaron en la
camara, la cual se llené con regulador de corrimiento. Se colocaron 200 pl de
cada muestra con 200 uL del regulador de tratamiento de muestras y se
calentaron a ebullicion durante 1 min. Posteriormente se les adiciond 10 uL de
solucién colorante de azul de bromofenol al 0.1%. Las muestras se colocaron
con micropipeta, colocandose 40 uL de cada muestra por duplicado y 15 pL de
los marcadores de peso molecular. El corrimiento del gel se realizé en una
camara de electroforesis vertical. Al inicio la corriente fue de 0.017 A, cuando
las muestras entraron al gel separador la corriente se incrementdé a 0.124 A,
hasta terminar la corrida (aproximadamente 2 h). El corrimiento se detuvo
cuando las muestras llegaron a medio centimetro del final de la placa.
Posteriormente se procedid a la tincién del gel, utilizando azul de Coomassie
como se describe a continuacion: El gel se colocdé en un recipiente con la
cantidad suficiente de solucién colorante de azul de Coomassie al 0.125% para

cubrir toda su superficie durante 12 h aproximadamente. El colorante fue
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removido y se adiciond solucion decolorante I (metanol 50%, acido acético
10%) durante 90 min, agitando un poco y haciendo los cambios necesarios de
la solucién para eliminar el colorante. Posteriormente se adiciond la solucion
decolorante II (acido acético 7%, metanol 5%) dejandola el tiempo suficiente
hasta poder observar las bandas. Finalmente, el gel se colocd en la solucion
conservadora (acido acético 7%).

Después de la electroforesis a 0.124 A, por 2 h, se identificd la banda con
actividad inhibitoria usando el método descrito por Bhunia (1988), que
consistié en cortar verticalmente el gel después de la electroforesis, colocando
solo una mitad en una placa de agar MRS conteniendo 10%® UFC/ml de la cepa
indicadora, que para este ensayo fue Salmonella Typhimurium. Se incubd a

37°C, 18 h y se identificé la zona de inhibicién.

5.2.3. SEPARACION DE LA PROTEINA TIPO BACTERIOCINA POR
ADSORCION-DESORCION

También se semipurificd la bacteriocina producida por la cepa BAL 110 Lb.
plantarum, mediante el método de adsorcién-desorcidon celular propuesto por
Yang y col. (1992). El método consiste en que, después de la produccién de la
bacteriocina en un medio liquido, éste se ajustd al valor de pH de maxima
adsorcion de la bacteriocina sobre la superficie de la célula blanco (pH 6.5).
Posteriormente, la bacteriocina se separd de las células incubando al valor de

pH de maxima desorcidén de la bacteriocina a la superficie de la célula (pH 2).

La cepa de Lb. plantarum se incubd durante 24 h/37°C en caldo MRS. El
cultivo se ajustd a pH 6.5, que fue el valor de maxima adsorcidn, se calentd a
70°C por 5 min para destruir las células y se centrifugd 15000 rpm 15 min. Las
células se lavaron con regulador de fosfatos 5 mM (fosfato de sodio pH 6.5) y
se resuspendieron en 50 mL de solucién de cloruro de sodio 100 mM pH 2,
para separar la proteina tipo bacteriocina de las células. Se agitd durante 1
h/4°C. Se centrifugd el paquete celular 29000 rpm por 20 min y en el

sobrenadante se obtuvo la proteina tipo bacteriocina parcialmente purificada,
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el sobrenadante se dializ6 en membranas de didlisis de 1000 de valor de corte
a 4°C durante 24 h. En el dializado se determind concentracidon de proteinas y

actividad inhibitoria.

En cada paso del proceso de purificacidon se determind:

> titulo de actividad inhibitoria en unidades de actividad por mililitro
(UA/mL)

> concentracion de proteinas por el método de Bradford (1976) en
mg/mL

> actividad especifica expresada como el titulo de actividad

inhibitoria en UA/mL dividido entre la concentracién de proteinas en mg/mL

o Determinacion de la concentracién de proteinas, por el método de
Bradford (1976). Se utiliza para la determinacion de la concentracién de la
proteina en soluciones, el cual se basa en la saturacién de la proteina al
colorante Coomassie G-250 (Reactivo de Bradford). El colorante libre
puede existir en cuatro diversas formas idnicas para las cuales los valores
del pKa sean 1.15, 1.82, y 12.4. De las tres formas cargadas del colorante
gue predominan en la solucién acida del reactivo de analisis, las formas
rojas tienen maximos de absorbancia en 470 nm vy las verdes mas
cationicas tienen maximos de la absorbancia en 650 nm. En contraste, la
forma azul mas anidnica del colorante, que ata a la proteina, tiene un
maximo de la absorbancia en 590 nm., por lo cual la cantidad de proteina
puede ser estimada determinando la cantidad de colorante en la forma
idnica azul. Esto es generalmente midiendo la absorbancia de las muestras
en 595 nm. Después se interpolan en una curva de calibracién realizada
previamente con Albumina bovina serica (BSA) y se determina Ia

concentracion de proteina.
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% Actividad inhibitoria: se probd la capacidad de la proteina tipo
bacteriocina para inhibir a la cepa indicadora, ésta se determind con la técnica
de la doble capa descrita por Lewus y Montville (1991), método de botén en
un medio soélido, observando la formacion de halos de inhibicion cuando la
cepa de BAL produce compuestos que inhiben a la cepa de prueba.

Se obtuvo un cultivo puro de la cepa en caldo MRS a 30°C durante 18 h. Se
colocod 10 mL del medio MRS (0.8% agar) sin glucosa, en una caja de Petri, se
dejo secar y se colocaron porciones de 2 pL del cultivo de la cepa. Las placas
se incubaron a 30°C durante 18 h. Posteriormente se colocaron 8 mL del
mismo medio con 20 pL del microorganismo indicador (S. Typhimurium
ATCC6539). Las cajas se incubaron a la temperatura 6ptima de crecimiento de
la cepa indicadora durante 18 h. El efecto antibacteriano se detectd por la
presencia de halos de inhibicion alrededor de botones. Tomando como
positivas las zonas de inhibicion mayores de 1 mm alrededor de los halos de
inhibicion.

El indculo del microorganismo indicador (S. Typhimurium ATCC6539) se obtuvo
a partir del crecimiento en agar soya tripticaseina el cual se pasd a un tubo con

caldo soya tripticaseina que se incubd por 24 hrs a 37°C (Neria, 2006).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccioné la cepa 110 Lb. plantarum, para los fines que se persiguen
en este proyecto de realizar la etapa de purificacion parcial de la bacteriocina.
Con respecto a resultados de pruebas anteriores la cepa BAL 110 Lb.
plantarum mostré actividad inhibitoria en agar MRS modificado contra los
microorganismos de prueba (Neria, 2006), ya que inhibié a S. typhimurium y
tubo mayor capacidad de inhibicion frente a microorganismos que con mayor
frecuencia contaminan los productos lacteos, en comparacion con las otras
cepas de estudio. Lo cual es interesante, puesto que S. typhimurium es una
bacteria de particular interés en la salud publica, debido a que es un
microorganismo patoégeno de alto riesgo para el hombre y puede transmitirse a
través del consumo alimentos contaminados generando diversos brotes y que
tiene la capacidad de sobrevivir y desarrollarse a temperaturas de refrigeracién
(Fernandez, 2000).

La purificacidon parcial de la proteina tipo bacteriocina contenida en 1 litro
de caldo MRS se realiz6 comenzando con la precipitacién con sulfato de amonio
y didlisis subsecuente. Asi también, se purificé parcialmente por el método de
Yang y col. (1992). En general, los protocolos de laboratorio que han sido
utilizados para la purificacion total de las bacteriocinas, usualmente inician con
una precipitacién con sulfato de amonio seguido de una combinacién de
cromatografia por intercambio idénico, en algunos casos utilizan la
ultrafiltracion, y por ultimo un paso final de HPLC (Carolissen-Mackay y col.,
1997; Parente y Ricciardi, 1999). Por tanto, la metodologia llevada a cabo en
el presente trabajo fue establecida solo para purificar parcialmente Ia

bacteriocina ya que no se realizé cromatografia y HPLC.

La determinacién de proteinas se llevé a acabo por el método de Bradford
debido a que es rapido y elimina muchos problemas que presentan otros
métodos con el mismo fin. El método establecido por Bradford se basa en la

reaccion entre el colorante Azul de Coomassie G-250 y la proteina presente, ya
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que el colorante al formar el complejo con la proteina cambia de color rojo a
azul. La determinacion de proteinas se realizé en dilucion 1:100 debido a la

alta concentracién de proteinas presentes en los extractos.

Los resultados del proceso de purificacién parcial se muestras en la tabla 6,
comparando el extracto crudo con respecto al extracto parcialmente purificado
y a la proteina tipo bacteriocina parcialmente purificada por el método de

adsorcion-desorcion celular.

Tabla 7. Purificacién de la proteina tipo bacteriocina producida por la cepa
110 Lb. plantarum

Actividad
Paso de purificacion Titulo Proteinas | especifica
(UA/ml) (mg/ml) | (UA/mg de
proteina)*
Extracto crudo 64 7.8 8
Extracto Parcialmente 128 1.34 95
Purificado
Adsorcion-desorcion 128 0.87 147
celular

*(UA/mg) =(UA/ml)/(mg/ml)

La actividad especifica detectada en la proteina tipo bacteriocina parcialmente
purificada por el método de adsorcidn-desorcién es de 147 UA/mg de proteina.
A partir del extracto crudo de un cultivo de 18 h y con base en la actividad
especifica detectada, la bacteriocina se concentré mas veces por el método de
adsorcion-desorcién. Estos valores determinan que mediante el método de
adsorcion-desorcién celular se favorece la obtencion de la proteina tipo
bacteriocina lo cual representa una mejor alternativa a los métodos de

purificacién de bacteriocinas utilizados tradicionalmente.

El método de adsorcidon-desorcion celular tiene como principio la afinidad de

las bacteriocinas, por la pared celular de la cepa productora hacia receptores
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especificos y la posterior liberacion de los mismos, dependiendo de la variacion
del pH del medio (Yang y col., 1992). Este método, ya ha sido utilizado para la
purificacién de bacteriocinas (Jiménez y col., 2001). Al evaluar la actividad
antimicrobiana de la bacteriocina producida por L. acidophilus, se determind
que los valores de pH acidos (2-6) favorecieron la adsorcién de la bacteriocina
a las células productoras en un 60%, en los valores de pH basicos (7-9) se
estimdé una adsorcion del 100% y a pH 10 se adsorbid el 90% de la

bacteriocina a las células productoras.

Una metodologia similar a la que se describe en este trabajo fue aplicada por
Ji-Woon y col. (2000), al estudiar la bacteriocina lacticina BH5 producida por
Lactococcus lactis BH5; para su purificacion parcial primero centrifugaron el
medio de cultivo, separando el sobrenadante el cual fue esterilizado por
filtracién. Anadieron sulfato de amonio lentamente a una temperatura de 4°C
agitando por 5 horas, las proteinas precipitadas fueron separadas por
centrifugacién a 12,000 g durante 20 min a 4°C, resuspendidas y dializadas
contra 2 L de regulador de fosfatos 0.1 M, recuperando el 97.6% de la

actividad de la bacteriocina purificada.

También se probd la capacidad de la proteina tipo bacteriocina para inhibir a la
cepa S. typhimurium, ésta se determind con la técnica de la doble capa
descrita por Lewus y Montville (1991), observando la formacién de halos de
inhibicion cuando la cepa de BAL produce compuestos que inhiben a la cepa de
prueba (figura 2).

Se elimind la glucosa de la féormula del caldo y agar MRS para evitar la
produccion de acido lactico, el cual tiene amplio espectro de inhibicién cuando
se encuentra sin disociar; sin embargo, la eliminacion de este metabolito no
impide la formacion de otros compuestos inhibitorios. Por lo tanto, puede
suponerse que la inhibicion de las BAL no se debid a produccidon del acido
lactico sino a la accién de una bacteriocina u otro metabolito (Gonzalez y col.,
2003).
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Figura 2. Sensibilidad de S. typhimurium a la proteina tipo bacteriocina
producida por la cepa 110 Lb. plantarum en medio MRS sin glucosa.

La electroforesis se llevd a cabo en geles de PAGE-SDS al 10% con el extracto
crudo, el extracto parcialmente purificado y con replicas de la proteina tipo
bacteriocina parcialmente purificada por el método de adsorcidon-desorcion
celular. Mediante el uso de marcadores de peso molecular se pudo determinar
el peso molecular aproximado de la proteina tipo bacteriocina obtenida,
comparando las bandas obtenidas de los extractos contra las bandas de cada
marcador que fueron: tripsindgeno (24,000 Da), inhibidor de tripsina (20,000
Da) y lactalbumina (14,200 Da).

Si el SDS no fuera utilizado en la separacion, las proteinas con los pesos
moleculares similares emigrarian de forma diferente en el gel debido a las
diferencias en su masa, pues las proteinas se separan usando la corriente
eléctrica y por talla de la matriz del gel, las diferencias en cargas (ademas de
masa) desempeiarian un papel en la separacion.

En el gel obtenido una vez realizada la PAGE-SDS de los extractos y de la

proteina tipo bacteriocina parcialmente purificada, se detectarén bandas de
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peso molecular de aproximadamente 12,000 Da (Figura 3). De la cual se probd

su actividad inhibitoria (Figura 4).

Figura 3. Electroforesis en gel de PAGE-SDS

£4.0K0a

$0.0KDa

142 Kla
vateina tipo bacteriocina
parcialmente puriicada

1 Extracto parcialmente purificado

2 Marcadores de Peso Molecular: tripsinégeno 24 K Da, inhibidor de tripsina
20 KDa vy lactoalbumina 14.2 KDa.

3 Proteina tipo Bacteriocina Parcialmente Purificada (PBPP por adsorcion-
desorcion)

4 PBPP por adsorcién-desorcion

5 Extracto crudo

6 Marcadores de Peso Molecular: tripsindgeno 24 K Da, inhibidor de tripsina
20,000 KDa y lactoalbumina 14.2 KDa.

7 PBPP por adsorcidon-desorcion
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Figura 4. Deteccién de Actividad inhibitoria en el gel

zona de inkibicion

Gel recubierto con agar MRS conteniendo S. Typhimurium

Diversos investigadores han empleado la electroforesis para determinar el
peso molecular de las bacteriocinas que purifican. En un estudio realizado por
Ji-Woon y col. (2000) estimaron el peso molecular de la bacteriocina lacticina
BH5, mediante electroforesis en PAGE-SDS al 16%, utilizando 20 ul de muestra
y de cada uno de los estdndares de peso molecular como ovoalbimina,
lactoglobulina, lisozima e insulina, con un tratamiento térmico previo de la
muestra. Al final del corrimiento electroforético, el gel fue tefiido con azul de
Coomassie, obteniendo como resultado un peso molecular aproximado de 3000
a 3500 Da. De acuerdo a la literatura diversos investigadores han demostrado
gue no todas las bacteriocinas se pueden tefir con el colorante azul de
Coomasie ya que no observaron la presencia de bandas al realizar la tincién,
sin embargo al ser tefiidas con nitrato de plata si se pudieron observar (Hoover
y Harlander, 1993).

Al purificar y caracterizar bacteriocinas aisladas de una cepa de
Enterococcus a partir de leche fermentada (Batdori y col., 2006), se identifico
gue la bacteriocina enterocina A5-11, fue estable al calor y no sensible a las

condiciones de pH 2-10, pero sensible a varias enzimas proteoliticas. Su
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actividad inhibitoria fue eliminada completamente después del tratamiento con
proteinasa K vy alfa-quimotripsina. La actividad sin embargo no fue
completamente desactivada por otras proteasas incluyendo tripsina y pepsina.
Los anadlisis SDS-PAGE revelaron que la enterocina A5-11 tiene una masa
molecular de 5000 Da y los andlisis de espectrometria de masas demuestra
masas moleculares de 5206 y 5218 Da para las fracciones A5-11A y A5-11B,
respectivamente. El andlisis de aminoacidos de ambas enterocinas indicarén
diferencia cuantitativa significativa en su contenido en treonina, alanina,
isoleucina y leucina. Concluyendo dicha investigacion las bacteriocinas A5-11A
y A5-11B de Enterococcus pertenecen a la clase II de bacteriocinas y muestran
alto grado de similitud con enterocinas L50A y L50B aisladas de Enterococcus
faecium (Cintas y col., 2001) y con la enterocina producida por E. faecium
JCM 5804T que inhibe el crecimiento de Lactobacillus spp., Enterococcus spp.,
Clostridium spp., Listeria monocytogenes y es resistente a vancomicina (Park y
col. 2003). Sin embargo, no fue efectiva contra cepas Gram negativas,
Weisella spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp. 0 S. aureus resistente a la
meticilina. La actividad inhibitoria de E. faecium JCM 5804T fue desactivada
por proteinasa K, tripsina, alfa-quimotripsina y papaina, pero no por la
lisozima, lipasa, catalasa o beta-glucosidasa. La actividad inhibitoria era
estable a 100°C durante 30 minutos y tenia un rango de pH de 2 a 10. El peso
molecular de la bacteriocina parcialmente purificada fue 4500 Da. La reaccion
en cadena de la polimerasa y métodos de secuenciacion directa identificaron
tres tipos diferentes de bacteriocinas producidos por E. faecium ]JCM 5804T,

enterocina A, By P.

La realizacién de estos ensayos demostrarén que el compuesto inhibitorio,
probablemente la bacteriocina, se encuentra presente no solo en el extracto
crudo, sino en el extracto parcialmente purificado. Asi se demuestra que con la
metodologia descrita en este trabajo, el compuesto con actividad inhibitoria se
ha recuperado después de la precipitacion con sulfato de amonio y didlisis; sin
embargo esta investigacion y demas realizadas aparte de las mencionadas
anteriormente dan pauta para hacer uso de otros métodos que ayuden a

caracterizar bacteriocinas de BAL e identificarlas completamente.
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VII. CONCLUSIONES

Se logré la purificacidon parcial de una proteina tipo bacteriocina que

mostro actividad inhibitoria.

Se caracterizé parcialmente una proteina tipo bacteriocina producida por

Lactobacillus plantarum.

En funcidn de los resultados obtenidos hasta el presente, podemos
inferir que el compuesto responsable de la inhibicién de la cepa de
prueba, es una proteina tipo bacteriocina; sin embargo, se requiere
realizar pruebas adicionales para demostrar su identificacién bioquimica

completa.
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VIII. ANEXOS

e Solucidn colorante azul de Bromofenol 0.1%

Féormula Cantidad
Azul brillante de Bromofenol 100 mg
Etanol 95 % 50 ml

Acido fosférico al 85% 100 ml
Agua destilada Aforara 1L

e Soluciones PAGE-SDS (Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio)

Solucién de monédmeros (30% T 2.7 Cuis)

Féormula Cantidad
Acrilamida 24.2 g
Bisacrilamida 0.8g
Agua destilada 100 ml

Regulador de gel separador (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8)

Férmula Cantidad

Tris 36.3 g

Agua bidestilada 200 ml

HCI Ajustar pH a 8.8

Regulador del gel concentrador (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8)

Férmula Cantidad

Tris 39

Agua bidestilada 50 ml

HCI Ajustar pH a 6.8

Regulador de lavado (Tris-HCI 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%)

Férmula Cantidad

Tris 12.5 ml de la solucién 2
SDS 0.5 ml de la solucién 4
Agua bidestilada Aforar a 50 ml
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Regulador del tratamiento de muestras 2x(Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS

4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol al 10%)

Férmula Cantidad

Tris 2.5 ml de la solucién 3
SDS 4 ml de la solucion 4
Glicerol 2 ml

2-mercaptoetenol

1 ml

Agua bidestilada

Aforar a 10 ml

Regulador de corrimiento (Tris-0.025 M pH 8.3, Glicina 0.192 M, SDS 0.1%)

Férmula Cantidad

Tris 12 g

SDS 40 ml de la solucién 4
Glicina 57.6 g

Agua bidestilada Aforara 4 L

e Solucién colorante Azul de Coomassie R-250

Solucion madre (azul de Coomassie al 1%)

Solucién colorante para tinciéon (Azul de Coomassie 0.125%, metanol 50%,

acido acético 10%)

Férmula Cantidad

Azul de Coomassie 62.5 ml de solucién 1
Metanol 250 ml

Acido Acético 50 ml

Agua bidestilada Aforar a 500 ml

Solucion decolorante I (metanol 50%, acido acético 10%)

Férmula Cantidad
Metanol 500 ml
Acido acético 100 ml
Agua bidestilada Aforara 1L

Solucién decolorante II (acido acético 7%, metanol 5%)

Férmula Cantidad
Metanol 100 ml
Acido acético 140 ml
Agua bidestilada Aforara 2 L
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