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RESUMEN

Las bacterias lacticas producen una serie de sustancias antimicrobianas
responsables de la estabilidad de los alimentos fermentados. La capacidad de estas
bacterias para producir 4cidos organicos, con el consiguiente descenso de pH, es el
principal factor de inhibicién de contaminantes en los productos fermentados. Otros
componentes del metabolismo de las lactobacterias, como lo son el perdxido de
hidrégeno, el diacetilo y la reuterina, pueden contribuir de forma general a la
conservacion de estos productos. Ademas, estas bacterias pueden producir
sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica, conocidas como bacteriocinas,
que cuentan con la notable ventaja de ser potenciales bioconservantes producidos
por microorganismos que gozan del status de GRAS (generalmente reconocidas
como seguras), otorgado por la Organizacion Mundial de la Salud.

En los ultimos quince o veinte anos, las bacteriocinas producidas por las
bacterias lacticas han despertado un gran interés cientifico e industrial debido a su
potencial como bioconservantes alimentarios, sobre todo aquellas que poseen un
amplio espectro inhibitorio frente a bacterias Gram (+) y Gram (-), agentes
etiolégicos de enfermedades de transmisién alimentaria (ETAs) y / o alterantes de
alimentos. Estos compuestos en general son resistentes a elevadas temperaturas,
estables en un amplio rango de pH, y normalmente se seleccionan aquellos
sintetizados por cepas bacterianas no hemoliticas y sensibles a antibi6ticos tales
como la vancomicina. Ademas son inactivados por una o mas enzimas proteoliticas,
incluyendo aquellas de origen pancreatico (tripsina y a-quimotripsina), y algunas de
origen gastrico, como la pepsina. Estas caracteristicas los hacen muy interesantes

para ser utilizados en productos alimentarios, puesto que serian inactivados durante
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su paso por el tracto gastrointestinal humano, sin ser absorbidos como compuestos
activos y sin causar, por lo tanto, los riesgos relacionados con el uso de antibioticos.

La accién sinérgica de las bacteriocinas con otras barreras (temperatura,
atmdésferas modificadas, NaCl, nitratos, etc.), podria contribuir tanto a la obtencién
de alimentos con una calidad higiénica éptima, como a una reduccién en ciertos
aditivos quimicos o en la intensidad de algunos tratamientos tecnolégicos aplicados
en procesos de conservacién alimentaria.

La contribucién de cepas seleccionadas del género Enterococcus a las
propiedades sensoriales de productos alimentarios fermentados, junto a su
capacidad para producir bacteriocinas (enterocinas), son caracteristicas importantes
para su aplicacién en tecnologia de alimentos. Es por ello que en los ultimos afos se
ha incrementado considerablemente el uso de representantes de Enterococcus
como co-cultivos iniciadores o starters secundarios para la elaboracién de distintos
alimentos fermentados.

Por estas razones es que el presente trabajo se focalizd en investigar la
capacidad bacteriocinogénica de este género bacteriano, y mas especificamente de
la cepa de Enterococcus faecalis DBFIQ E24, aislada a partir de leche cruda
producida en la region Santa Fe.

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados en la presente investigacién,
se realizaron los siguientes estudios experimentales:

e Se obtuvo el sobrenadante libre de células (SLC) de la cepa de Enterococcus
faecalis DBFIQ E24, el cual fue concentrado 10 veces.
e Se estudiaron algunas propiedades del SLC para proceder a su

caracterizacion primaria, tales como:
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* Actividad inhibitoria frente a distintos microorganismos [bacterias Gram (+) y
Gram (-), hongos filamentosos y levaduras].
* Caracterizacion mediante ensayos enzimaticos.
* Caracterizacion mediante la determinacibn de algunos parametros
fisicoquimicos tales como resistencia a las altas temperaturas, actividad en
un rango determinado de valores de pH, PM aparente de la fraccion activa,
influencia del tiempo y temperatura de almacenamiento y accién de
surfactantes sobre la actividad inhibitoria del SLC.
* Determinacion del titulo del sobrenadante.
* Determinacién del modo de accion y de la capacidad litica.
También se realizaron ensayos para determinar la potencial existencia de
aspectos negativos para la salud humana en la cepa bacteriocinogénica:
* Ensayos de citotoxicidad mediante lisis de eritrocitos.
* Determinacion de resistencia a vancomicina.
Se realizd la purificacion parcial de la sustancia antimicrobiana, mediante la
ejecucién de dos protocolos de purificacion:
* El primero se realizd en tres pasos, utilizando las siguientes técnicas
cromatograficas: 1) Intercambio catiénico; 2) Fase reversa; 3) Liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC).
* El segundo se realizé en cinco pasos: 1) Precipitacién salina con sulfato
de amonio; 2) Cromatografia de filtraciéon por geles; 3) Cromatografia de
intercambio cati6nico; 4) Cromatografia en fase reversa; 5) Cromatografia

liguida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC).
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e Se determiné el PM aproximado y se procedidé a la deteccion directa de la
actividad antimicrobiana, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida,

utilizando Tricina y Dodecil Sulfato Sédico (Tricina-SDS-PAGE).

Los resultados obtenidos en las diferentes experiencias llevadas a cabo

permiten formular las siguientes apreciaciones:

% Del examen de Ila capacidad de generacion de compuestos
antimicrobianos surge que la cepa estudiada presenta un amplio espectro
inhibitorio frente a bacterias Gram (+) (cepas de Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus y Bacillus subtilis), bacterias Gram (-) (cepas de
Pseudomonas sp., Escherichia coli, Vibrio cholerae O1 EL Tor serotipo
Inaba y Salmonella Enteritidis), hongos filamentosos (cepas de Aspergillus
clavatus, Aspergillus flavus, Fusarium chlamydosporum, Mucor
circillenoides, Penicillium camemberti, Penicillium islandicum 'y Penicillium
roquefortii) 'y levaduras (cepas de Candida albicans, Candida tropicalis,
Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe) .

% Los ensayos enzimaticos demostraron que la tripsina inhibié totalmente la
actividad antimicrobiana del SLC frente a todas las cepas bacterianas
indicadoras, excepto E. coli. Por otra parte, Pronasa E y Proteinasa K
produjeron una sensible disminucion de la actividad antagdnica, mientras
que catalasa no afect6 esta actividad y el resto de las enzimas ensayadas
(no proteoliticas) produjeron sélo una disminucién parcial de la capacidad

antibacteriana.
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% Con la determinacién de algunos parametros fisicoquimicos del SLC se
demostré que:
- La sustancia antimicrobiana presenta una amplia resistencia térmica, no
perdiendo su actividad cuando se la somete a tratamiento en autoclave a
121 °C durante 15 min.
- En lo que respecta a la influencia de un rango predeterminado de valores
de pH sobre la capacidad antibacteriana, se comprobd que la misma
resultdé conservada en un amplio rango de valores, comprendido entre la
acidez neta (pH 4.50) y la alcalinidad (pH 9.0), aunque la méaxima actividad
se manifestd a valores de pH comprendidos entre 6.0y 7.0.
El PM aparente fue determinado por ultrafiltraciéon y didlisis, técnicas que
indicaron un valor mayor a 1000 Da pero menor a 2000 Da.
- Del andlisis del tiempo y temperatura de almacenamiento se dedujo que
el sobrenadante puede ser almacenado a 4, 25 6 —-20 °C, al menos
durante 1 mes, sin perder su actividad antimicrobiana.
- Con respecto a la respuesta del SLC al ser expuesto a agentes
surfactantes, la accion de éstos sobre la actividad inhibitoria depende
mucho de la cepa indicadora y del tipo de surfactante ensayado.
Tween 20, Tween 80, dodecil sulfato de sodio (SDS), acido célico y acido
taurocolico, no afectaron significativamente la actividad del SLC. Sin
embargo, por accién del detergente no idnico Tritbn X-100 y del
detergente aniénico acido desoxicolico, el titulo del SLC se duplicd, sin
que ambos surfactantes mostrasen accién inhibitoria del crecimiento

bacteriano por si mismos.
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X/
o

El titulo del extracto fue de 266 AU/mL, y se comprobd que el mismo
depende mucho de la cepa indicadora.

Los resultados obtenidos al analizar el modo de acciéon de la sustancia
inhibitoria, permiten aseverar que el efecto que provoca el agregado del SLC
a poblaciones celulares de E. coliy B. cereus es netamente bactericida. Se
verific6 ademas que tuvo un efecto litico marcado frente a E. coli, y de
menor intensidad frente a B. cereus.

El ensayo de citotoxicidad mediante lisis de eritrocitos no mostr6 reaccion
de hemodlisis (y-hemodlisis) alrededor de la colonia de E. faecalis DBFIQ
E24, cuando la misma fue sembrada en agar base sangre.

El ensayo para determinar resistencia a vancomicina indicé que la cepa
de E. faecalis DBFIQ E24 es sensible a este antibiotico.

En la etapa de purificacion se observd que, en el primer protocolo, la
cromatografia de intercambio catidénico produjo una recuperacion del 2%,
mientras que la misma fue del 2.5% en el segundo protocolo, por lo que
este parametro resulté similar en ambos métodos. La actividad especifica
aumentd 10.2 veces en el primero y sélo 3.6 veces en el segundo. Con
respecto a la cromatografia en fase reversa, el porcentaje de recuperacion
fue del 0.3% para el primer protocolo y del 0.8% para el segundo. La
actividad especifica aumenté 7.3 veces para el primero y 14.8 veces para
el segundo. Los perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC en las
muestras provenientes de los diferentes protocolos resultaron
practicamente idénticos.

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, utilizando Tricina y

Dodecil Sulfato Sédico, se determind el PM aproximado, el que resultd
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estar entre las bandas correspondientes a patrones de PM de 3.5y 1.06

kDa. Por ultimo, por deteccidn directa de la actividad antimicrobiana, se

constatd igualmente que la banda activa estaba entre las bandas de 3.5y

1.06 kDa.

En funcién de estos resultados generales expuestos en forma resumida, es

posible formular las siguientes conclusiones:

X/
°e

La cepa de Enterococcus faecalis DBFIQ E24 produjo una sustancia
antimicrobiana de naturaleza proteica o peptidica, puesto que su
actividad fue anulada en forma total por accién de tripsina y, al menos

parcialmente, por otras enzimas proteoliticas.

El compuesto activo posee propiedades tecnoldgicas interesantes
para ser utilizado como conservante natural de alimentos. Asi lo
demuestran su resistencia térmica, su amplio espectro inhibitorio y su
gran estabilidad en un extenso rango de valores de pH y en funcién del

tiempo y temperatura de almacenamiento.

Las dos condiciones con que cumple la cepa bacteriocinogénica, ser
sensible al antibiético vancomicina y carecer de capacidad hemolitica,
agregan otro aspecto favorable relativo a la seguridad del uso
tecnoldgico alimentario de sus metabolitos en general, y de sus

péptidos antimicrobianos en particular.

Los dos protocolos de purificacion fueron comparables en sus
resultados, ya que las fracciones activas finales obtenidas mediante
ambos presentaron perfiles cromatograficos en RP-HPLC muy

similares. Sélo se pudieron obtener cuatro fracciones provenientes de
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RP-HPLC del primer protocolo, siendo activas las fracciones | y IV;
posiblemente la fraccidén | contenga el péptido antimicrobiano en forma
de agregado, lo que hizo que saliera con las primeras fracciones, de
comportamiento hidrofilico. En el presente trabajo se ha logrado un
importante nivel de purificacion de la sustancia activa, si bien debe

hacerse notar que la misma ha sido sélo parcial.

% La electroforesis en geles de poliacrilamida constituyé una herramienta
importante de trabajo, ya que permiti6 determinar que el PM
aproximado de la sustancia activa parcialmente purificada se encuentra

entre 3.5y 1.06 kDa.

Por ultimo y a modo de conclusién general, es posible afirmar que la cepa
estudiada presenta un futuro promisorio para ser usada como preservador natural de
alimentos. Si bien es necesario profundizar la investigacion, los resultados logrados
demuestran inequivocamente su potencial tecnoldgico. El mismo puede ser
aprovechado ya sea a través de su incorporacion a cultivos starters para elaborar
distintos alimentos fermentados, como también mediante su utilizacion
biotecnoldgica para producir sobrenadantes parcialmente purificados o una
bacteriocina pura, los cuales podran ser utilizados como aditivos especificos para la

biopreservacion en diferentes tecnologias alimentarias.
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1.- GENERALIDADES SOBRE LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO (BAL)

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un grupo de bacterias Gram (+)
unidas por un conjunto de caracteristicas fisiolégicas, metabdlicas y morfolégicas.

La descripcion general de las bacterias incluidas en el grupo es la de cocos o
bacilos Gram (+), no méviles y no formadores de esporos, los cuales producen
acido lactico como el principal producto final de la fermentacién de carbohidratos.

Estos son quimiorganotrofos y sélo crecen en medios de cultivos complejos.
Se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes ecosistemas y son
comunmente encontrados en alimentos, plantas y también en los tractos genital,
respiratorio e intestinal del hombre y los animales. Los limites de este grupo han
estado sujetos a muchas controversias, pero ha existido aceptacion general acerca
de que los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus y Enterococcus forman el nucleo del grupo.

Revisiones taxon6micas mas recientes de este grupo sugieren que las
bacterias del acido lactico comprenden los siguientes géneros: Aerococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus y Vagococcus. La clasificacion de las
bacterias del acido lactico en diferentes géneros ha estado tradicionalmente basada
en la morfologia, modo de fermentacién de la glucosa, crecimiento a diferentes
temperaturas, configuracién del acido lactico producido, habilidad de crecer a altas
concentraciones salinas y tolerancia a los acidos y alcalis. Para algunos de los
géneros recientemente descritos, se usan en la clasificacion caracteristicas

adicionales, como composicién de acidos grasos y movilidad. Las medidas de las
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verdaderas relaciones filogenéticas a través del secuenciamiento del rRNA han
ayudado a la clasificacion de las bacterias del acido lactico y clarificaron la filogenia
del grupo (Axelsson, 1993). En reemplazo de los métodos bioquimicos
tradicionalmente usados en la clasificacion, que resultan tediosos, lentos y poco
seguros, se han desarrollado y se utilizan en la actualidad métodos moleculares
tales como las ya mencionadas pruebas de hibridizacién del rRNA, asi como PCR en
tiempo real, etc. (Ammor, S. et al., 2006; Aymerich, et al., 2006; Bernardeau et al.,
2008).

Las BAL gozan de gran importancia econémica ya que, bien de forma natural
o afadidas intencionadamente, desempenan un papel importante en la fermentacion
de una gran variedad de productos lacteos, carnicos y vegetales. En ellos, sus
actividades metabdlicas no sélo contribuyen al desarrollo de caracteristicas
organolépticas y reolégicas deseables, sino que, ademas, permiten conservar o
aumentar el valor nutritivo y la salubridad de la materia prima, previniendo el
desarrollo de microorganismos contaminantes no deseables en tales productos
(Martinez Magro et al., 2000).

La reduccién del pH y la eliminacion de significativas cantidades de
carbohidratos por fermentacién son las acciones preservadoras primarias de estas
bacterias en los productos alimentarios fermentados antes citados. Por lo tanto, la
accion antimicrobiana de las BAL ha sido primariamente atribuida a la acumulacion
de los productos finales de fermentacién, tales como &acidos organicos (lactico,
acetico), dioxido de carbono, peroxido de hidrogeno, diacetilo, etc., que juegan un
papel fundamental en el aseguramiento de la calidad e inocuidad y en la extension

de la vida util (shelf-life) de los productos alimentarios, en cuyo proceso de

10
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fermentacién participan activamente (Piard and Desmazeaud, 1991; Ray and
Daeschel, 1992; De Vuyst and Vandamme, 1994).

En afnos mas recientes se ha demostrado la capacidad de las BAL de
producir, ademas de los productos finales de fermentacion antes mencionados, otras
sustancias inhibitorias del desarrollo microbiano: las bacteriocinas y sustancias tipo
bacteriocinas (bacteriocin-like substances) (Tagg et al., 1976; Klaenhammer, 1988;
Schillinger, 1990; Roller, 1991; Piard and Desmazeaud, 1992; Ray and Daeschel,
1992; De Vuyst and Vandamme, 1994; Malik et al., 1994).

En las ultimas dos décadas, el estudio de este aspecto tecnoldgico de las BAL
se ha visto fuertemente incrementado como respuesta a la tendencia del mercado
consumidor, que ha demostrado una preferencia cada vez mas marcada por los
alimentos denominados “naturales”, es decir “libres de aditivos quimicos”, y por lo
tanto, libres de los compuestos quimicos tradicionalmente utilizados como
preservadores en la industria alimentaria.

Como resultado del notable interés suscitado en el campo de la investigacion
cientifico-tecnolégica por este aspecto de las bacterias lacticas, se han descrito
cientos de bacteriocinas y sustancias tipo-bacteriocinas producidas por cepas
seleccionadas de diverso origen (alimentos fermentados, materias primas
alimentarias, medio ambiente, starters artesanales y comerciales, intestinos de
animales, etc.) (Tagg et al., 1976; Barefoot and Klaenhammer, 1983; Talarico et al.,
1988; Klaenhammer, 1988; Schillinger, 1990; Sobrino et al., 1991; Toba et al.,1991;
Roller, 1991; Piard and Desmazeaud, 1992; Ray and Daeschel, 1992; Vignolo et al.,
1993; Larsen et al., 1993; Vaughan et al., 1994; Malik et al., 1994; De Vuyst and
Vandamme, 1994; Kelly et al.,, 1996; Tahara et al., 1996a; Revol-dunelles, 1996;

Manca de Nadra et al., 1998, Yanagida, et al., 2005).

11
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Algunas de estas sustancias han demostrado poseer un amplio espectro de
accion antibacteriana, incluyendo a especies alteradoras de los alimentos o
causantes de enfermedades de transmisién alimentaria, tales como: Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Vibrio
cholerae, Pseudomonas, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Clostridium tyrobutyricum, Clostridium sporogenes, etc.

También se ha demostrado que las BAL producen compuestos con capacidad
antifangica, ya que pueden inhibir a especies de hongos y levaduras alterantes de
alimentos, tales como algunos géneros de hongos productores de micotoxinas:
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, y a géneros de levaduras tales como:
Rhodotorula, Pichia y Kluyveromyces (Magnusson et al., 2003; Savadogo et al.,
2006; Russell-White, 2005).

Todo esto, sumado a que las mencionadas sustancias generalmente son
inocuas para el consumidor, pueden ser hidrolizadas en el tracto intestinal humano,
son resistentes al calentamiento, activas a pH bajo, resistentes a la acciéon de
algunas enzimas y estables en los alimentos. Por otra parte, tanto las BAL como los
productos de su metabolismo han sido consumidos desde tiempos inmemoriales a
través de alimentos fermentados y raramente han sido asociados a procesos
patologicos. Todo esto ha contribuido a su designacion como bacterias “seguras” o
GRAS (es decir como generalmente inocuas para su incorporacion en alimentos de
consumo humano) por la Organizacién Mundial de la Salud. Esto determina que las
mismas presenten un gran interés para su utilizacion como “biopreservadores
naturales” en la industria alimentaria (De Vuyst and Vandamme, 1994; Racach and

Geshell, 1995; Roller, 1991; Ray and Daeschel, 1992).

12
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1.1.- Género Enterococcus

El género forma parte de la microbiota de vegetales fermentados y de la
mayoria de los quesos, no sélo de fabricacién artesanal sino también de los
elaborados industrialmente con leche pasteurizada. Estas bacterias juegan un rol
fundamental en la maduracién de dichos alimentos a través de diversos mecanismos
metabdlicos tales como la protedlisis, lipdlisis y la degradacion de citrato,
contribuyendo, por lo tanto, a su gusto y flavour tipico (Foulquié Moreno et al., 2006).

Por otro lado, su presencia en los alimentos y su uso como probiéticos estan
siendo fuertemente debatidos desde el punto de vista clinico, ya que se los ha
asociado e identificado como agentes patdgenos en ciertas enfermedades humanas
y animales, entre las que podemos mencionar: endocarditis e infecciones del tracto
urinario, del sistema nervioso central, intra-abdominales y pélvicas. Ademas, se han
caracterizado numerosos factores de virulencia asi como también numerosos
Enterococcus antibiético-resistentes, especialmente vancomicina-resistentes, lo que
ha convertido a este género en el grupo mas controversial de BAL (Franz et al.,
2003).

La resistencia de los enterococos a las temperaturas de pasteurizacion, y su
adaptabilidad a diferentes sustratos y condiciones de crecimiento (alta y baja
temperatura, pH extremos y salinidad), implican que pueden ser encontrados tanto
en productos alimentarios manufacturados como en materiales crudos (leche o
carne, por ejemplo) y en productos alimentarios tratados por calor. Esto significa que
esta bacteria puede soportar las condiciones usuales de produccion de un alimento.
Ademas, puede contaminar productos terminados durante el procesado del alimento.
Por ende, los enterococos pueden convertirse en una parte importante de la

microbiota del alimento fermentado, especialmente en quesos y carnes fermentados.

13
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La contribucion de los enterococos a las propiedades organolépticas de los
productos alimentarios fermentados y su habilidad de producir bacteriocinas
(enterocinas), son caracteristicas importantes para su aplicacion en tecnologia de
los alimentos. Sin embargo, el hecho de que ciertas cepas puedan poseer ciertos
factores de virulencia, multirresistencia a antibiéticos y rasgos patogénicos, hace
fundamental la adecuada seleccién de la cepa a ser utilizada como probiético o
como cultivo starter en la elaboracién de determinados productos fermentados (De

Vuyst et al., 2003; Foulquié Moreno et al., 2006).

2.- EFECTO BENEFICIOSO DE LAS BACTERIAS LACTICAS EN LOS

ALIMENTOS

2.1.- Extension de la vida util

Un aspecto interesante de las bacterias lacticas es su capacidad de prolongar
la vida util de determinados alimentos, al inhibir el desarrollo de los microorganismos
causantes de alteraciones. Elliker, et al. (1964) observaron en el queso Cottage,
gue el aumento de su vida Util se debia a la inhibicion de las bacterias alterantes por
el desarrollo de las bacterias lacticas; la inhibicién estaba directamente relacionada
con la concentracion de Lactococcus lactis subsp. diacetilactis en el producto final.
Gillland and Speck (1975) confirmaron y ampliaron estas observaciones,
demostrando que en un medio a base de leche desnatada, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus inhibia rapidamente el desarrollo de P. fragi y de otras bacterias Gram (-)
psicrotrofas.

Otros investigadores han estudiado también la inhibicion y el retraso de la
alteracién de las carnes, especialmente de las frescas, por la accion de las bacterias

lacticas. Reddy et al., (1970; 1975) han demostrado una prolongacién de la vida util
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de la carne vacuna picada inoculada con L. lactis y Leuconostoc citrovorum, 'y
almacenada a 7 °C. Gillland and Speck (1975) han descrito fendbmenos de
antagonismo frente a P. fragi, incluso cuando el in6culo de bacterias lacticas
(L. delbrueckii subsp. bulgaricus y Pediococcus cerevisiae) no se desarrollaba
activamente. Roth and Clark (1975) observaron que las bacterias lacticas inhibian el
crecimiento de Brochothrix thermosphacta en las carnes envasadas al vacio.

Raccach et al., (1979) demostraron que los cultivos iniciadores comerciales
de P. cerevisiae y Lactobacillus plantarum incrementaban la vida util de la carne de
pollo. No obstante, Smith et al., (1980) han sefalado que la inoculaciéon con
bacterias lacticas no mejoraba ni extendia la conservacion durante el
almacenamiento de la carne vacuna.

Las bacterias lacticas prolongan la vida util de las carnes y productos carnicos
debidos, principalmente, a la acidificacion que originan. La acidez del medio inhibe el
desarrollo de microorganismos indeseables y permite una buena deshidratacién del
alimento, con lo que su vida util no se ve limitada por el deterioro bacteriano, sino por
otras alteraciones de naturaleza quimica o fisica (Bacus and Brown, 1981).
Actualmente se admite que las bacterias lacticas tienen gran interés como agentes
que colaboran en asegurar la calidad y en prolongar la vida Gtil de los alimentos en
los que estan presentes (Gibbs, 1987).

El crecimiento activo de las bacterias lacticas en los alimentos en que se lleva
a cabo una fermentacion, asociado con la utilizacion metabédlica de determinados
componentes de los mismos, son en parte los responsables de la produccién de
gran variedad de productos fermentados. Por otra parte, estos microorganismos

actuan inhibiendo el crecimiento de bacterias patégenas y alterantes, dando lugar a
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productos estables y relativamente mas seguros (Piard and Desmazeaud, 1992; Ray
and Daeschel, 1992).

Las primeras investigaciones sobre la estabilidad de alimentos fermentados
confirmaron que la acidificacion provocada por la conversion de los azlcares en
acidos organicos por las bacterias lacticas era la principal responsable de su accion
antimicrobiana, debido al efecto combinado del descenso de pH y al consumo de
carbohidratos (Lindgren and Dobrogosz, 1990). Ademas de la formacién de acidos
organicos (principalmente lactico y acético), las bacterias lacticas producen otras
sustancias antimicrobianas, como lo son los metabolitos del oxigeno (perdxido de
hidrogeno) y también algunos productos finales del catabolismo celular (diacetilo,
alcoholes, diéxido de carbono, reuterina, etc.). Por otro lado, se ha descrito que
algunas especies de bacterias lacticas son capaces de sintetizar y secretar al medio
sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica, conocidas como bacteriocinas

(Tagg et al., 1976).

2.2.- Sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas

2.2.1.-Acidos Organicos

Las bacterias lacticas fermentan los carbohidratos por diferentes vias
metabdlicas y durante este proceso se obtienen &cidos organicos (principalmente
lactico y acético), que no son utilizados por las células y, por lo tanto, son excretados
al exterior (Kandler, 1983). Los acidos organicos contribuyen al desarrollo de sabor,
aroma y textura de los alimentos, pero también a su estabilidad mediante la
inhibicion de microorganismos alterantes. EI mecanismo de inhibicién se basa, en
parte, en la disociacion molecular de los acidos organicos en el medio, lo cual da

lugar a la aparicidon de protones y aniones. Se produce un aumento en el gradiente
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de protones y las células tienden a transportarlos a su interior mediante bombeo de
protones, para evitar la desnaturalizacion de las enzimas presentes en las
estructuras celulares expuestas (pared celular, membrana y espacio periplasmico),
pudiendo también ocasionar alteraciones en la permeabilidad de la membrana
(Konings and Otto, 1983).

Ademas, los acidos acético y lactico en forma no disociada, debido a su
naturaleza lipofilica, pueden atravesar la membrana celular y disociarse en el
citoplasma. Estas moléculas pueden ejercer dos efectos: por un lado, interfieren con
funciones celulares, como puede ser la translocacion de sustrato y la fosforilacién
oxidativa (Baird-Parker, 1980); por otro lado, la disociacion de los acidos organicos
provoca el incremento de protones en el interior celular. Cuando la concentracién de
protones excede la capacidad tampon del citoplasma se transportan hacia el exterior
mediante bomba de protones, reduciendo de esta manera las reservas energéticas
de la célula. Cuando estas reservas se agotan, la bomba de protones se detiene y
se produce el descenso del pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalizacién de
proteinas y desestabilizacién de otros componentes estructurales y funcionales de
las células, interfiriendo asi con la viabilidad (Piard and Desmazeaud, 1991).

Las bacterias lacticas pueden vivir y desarrollarse en presencia de un pH
relativamente bajo, a diferencia de otros grupos microbianos con metabolismo
respiratorio (Smulders et al., 1986). Poseen también un sistema de transporte
simultaneo de acido lactico y de protones al exterior celular, que ademas de
contribuir a la homeostasis del pH interno, origina energia (Michels et al., 1979;

Tseng and Montville, 1993).
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2.2.2.-Peroéxido de Hidrégeno

Las bacterias lacticas producen peréxido de hidrogeno como mecanismo de
proteccién frente al oxigeno, mediante la accion de oxidasas o NADH peroxidasas
(Condon, 1987). El H,O, se acumula en el medio de crecimiento debido a que estos
microorganismos son incapaces de producir catalasa. La accién bactericida del H,O»
se atribuye a su efecto altamente oxidante, mediante peroxidacién de los lipidos de
la membrana y la destruccién de la estructura basica molecular de las proteinas
celulares (Haugaard, 1968; Dahl et al., 1989).

En la leche cruda, el H.O, generado por las bacterias lacticas puede
reaccionar con tiocianato endégeno, reaccion catalizada por la lactoperoxidasa, para
formar productos de oxidacion intermedios como hipotiocianato (OSCN’) u otros
oxiacidos (O>.SCN’, O3zSCN’) (Pruitt et al.,, 1982). El principal efecto de estos
metabolitos es la oxidacion de grupos sulfhidrilos de enzimas metabdlicas, tales
como las hexoquinasas, las aldolasas y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa

(Thomas and Aune, 1978).

2.2.3.-Diacetilo

El diacetilo (2,3-butanodiona) es un compuesto producido por bacterias
lacticas fermentadoras del citrato (Hugenholtz, 1993). Posee efecto antimicrobiano a
elevadas concentraciones; en cambio, en bajas concentraciones puede ser
metabolizado por algunos microorganismos. Su accién antimicrobiana es mayor
frente a microorganismos Gram (-), levaduras y mohos (Jay, 1982a, 1982b). El grupo
«, x-dicarbonilico de la molécula reacciona con la porcién guanido del aminoacido

arginina en enzimas microbianas (alcohol deshidrogenasa, adenilato ciclasa,
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glutamato deshidrogenasa, transcetolasa), desactivandolas por bloqueo o por
modificacién de la zona catalitica (Lindgren and Dobrogosz, 1990).

Aunque el diacetilo se considera sustancia GRAS (generalmente reconocido
como seguro), su utilidad es reducida debido a que se requieren cantidades
demasiado elevadas para que ejerza un efecto inhibitorio, y a que, ademas, posee

un aroma intenso.

2.2.4.-Compuestos antimicrobianos no proteicos

2.2.4.1.- Reuterina

Algunos estudios han destacado la importancia de ciertas moléculas
pequenas, no proteicas, producidas por bacterias lacticas, para el control de los
microorganismos alterantes de los alimentos. Asi por ejemplo, Pulusani et al.,
(1979), senalan que Streptococcus thermophilus produce un compuesto, de unos
700 Daltons, que es un antagonista de las bacterias Gram (+) y Gram (-), mientras
que Abdel-Bar et al., (1987), han descripto un compuesto similar en L. delbrueckii
subsp. bulgaricus.

De las sustancias hasta ahora descriptas se destaca la reuterina
(B-hidroxipropionaldehido), que es una sustancia antimicrobiana producida por
Lactobacillus reuterii, microorganismo presente en el tracto gastrointestinal, asi como
en los productos carnicos. Es un metabolito neutro asociado directamente con el
metabolismo anaerodbico del glicerol; inhibe la actividad de la enzima ribonucleétido
reductasa (Talarico and Dobrogosz, 1989), que esta involucrada en el primer paso
de la sintesis del ADN, lo que determina su amplio espectro antimicrobiano. Algunas
especies del género Klebsiella producen también reuterina como metabolito

intermedio. Sin embargo, L. reuterii se caracteriza por producir mas reuterina de la
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que es capaz de reducir, excretando el exceso al medio (Chung et al., 1989). Este
compuesto presenta un amplio espectro de inhibicién, ya que es activo frente a
microorganismos como Samonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria,
Candida, y algunos protozoos como Trypanosoma (Axelsson et al., 1989). Sin
embargo, todavia no se ha estudiado su potencial téxico, pero dada su naturaleza
quimica existen dudas razonables acerca de su posible utilidad en la industria

alimentaria (Talarico and Dobrogosz, 1989).

2.2.4.2.- Acido fenilacético

Este y su derivado, el 4cido 4-hidroxifenilacético, son compuestos que poseen
actividad antifangica (Magnusson et al., 2003). Ademas, existen muchos otros
compuestos de bajo peso molecular ya caracterizados, que poseen este tipo de

capacidad antimicrobiana (Niku-Paavola et al., 1999).

2.2.5.- Compuestos antimicrobianos proteicos

De las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las
bacteriocinas son las mas interesantes tecnolégicamente. Debido a su naturaleza
proteica (Tagg et al., 1976) son inactivadas por las enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal, y ademas no son toxicas ni inmundégenas en animales de
experimentacion (Bhunia et al., 1990), lo que las convierte en candidatas muy
adecuadas para ser empleadas como bioconservadores de los alimentos. Debido a
la preocupacién constante que a la sociedad actual plantea el empleo de
conservadores quimicos por parte de la industria alimentaria, las bacterias
productoras de bacteriocinas o las propias bacteriocinas producidas podrian

desempefiar un papel importante en el procesado y conservacion de los alimentos.
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Tampoco conviene olvidar el buen efecto nutricional derivado de la ingestion de
bacterias lacticas viables; se ha hipotetizado, y algunas veces demostrado, que las
bacterias lacticas incrementan la calidad nutritiva de los alimentos, controlan las
infecciones intestinales, facilitan la digestién de la lactosa, son antimutagénicas,
inhiben el desarrollo de algunos tipos de cancer y reducen el colesterol sanguineo
(Gilliland, 1990).

Es importante aclarar que las bacteriocinas no son las Unicas sustancias
peptidicas producidas por las bacterias lacticas. Ciertas cepas producen péptidos
ciclicos con caracteristicas antifungicas, tales como los dipéptidos ciclo (.-Phe-_-Pro)

y ciclo (.-Phe-trans-4-OH-_-Pro) (Magnusson et al., 2001).

2.2.6.- Bacteriocinas

Como ya se ha expresado, la produccion de bacteriocinas por bacterias
lacticas es un factor importante en la accién inhibitoria frente a microorganismos
indeseables, ya sean alteradores o agentes etiolégicos de enfermedades. Las
principales bacteriocinas caracterizadas procedentes de bacterias lacticas son
producidas por cepas pertenecientes a los géneros Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Enterococcus y Pediococcus.

Las bacteriocinas son péptidos bioactivos, simples o complejos, sintetizados
ribosomalmente y que ejercen su accion de modo extracelular, inhibiendo
tipicamente el crecimiento de bacterias proximas desde el punto de vista
taxonomico. Sin embargo, estudios més recientes han demostrado la existencia de
bacteriocinas que impiden la proliferacibn de otras bacterias Gram (+) no
relacionadas estrechamente desde un punto de vista taxondmico con la cepa

productora (Tagg et al.,, 1976; Sobrino et al., 1991; Okereke and Montville, 1991;
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Laukova et al., 1993; Vignolo et al., 1993; De Vuyst and Vandamme, 1994; Racach
and Geshell et al., 1995; Susani et al., 1995).

Las anteriormente  denominadas  “sustancias tipo  bacteriocinas”
(denominacion ya practicamente caida en desuso) se diferenciaron de las
bacteriocinas por tener un espectro de accion antibacteriano mucho mas amplio que
éstas, que alcanza también a especies bacterianas Gram (-). La literatura
especializada indica que este ultimo tipo de actividad antagdénica puede ser la
resultante del efecto combinado de varios inhibidores diferentes producidos por las
bacterias lacticas, tales como acidos organicos, peréxido de hidrégeno, diacetilo,
sustancias de tipo antibiotico y bacteriocinas; sin embargo, muchos trabajos de
investigacién también informan acerca de bacteriocinas que son activas por si
mismas frente a bacterias Gram (-) (Tagg et al., 1976; Wiseman and Marth, 1981;
Coallier-Ascah and Idziak, 1985; Piard and Desmazeaud, 1992; Ray and Daeschel,
1992; Laukova et al., 1993; Vignolo et al., 1993; De Vuyst and Vandamme, 1994).

También se ha comprobado su accién, no s6lo como biopreservadores de
alimentos, sino también como complemento de antibiéticos en el tratamiento de
enfermedades infecciosas, como la mastitis (Broadbent et al., 1989), y como agentes
antivirales (Drider et al., 2006 y Wachsman et al., 1999).

Las primeras bacteriocinas descriptas fueron las colicinas (1925), producidas
por cepas de Escherichia coli.

Las producidas por BAL comienzan a estudiarse en 1928, pero el interés
investigativo por ellas data de la década del 70, incrementdndose notablemente

desde los 90 hasta hoy, por su valor potencial como biopreservadores alimentarios.
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2.2.6.1.- Biosintesis y produccion optima de bacteriocinas

La biosintesis de bacteriocinas ocurre en la fase logaritmica del desarrollo
bacteriano o al final de la misma, y en la mayoria de los casos guarda relacién con la
biomasa producida (Piard and Desmazeaud, 1992), si bien la produccidon maxima en
los medios de cultivo puede ocurrir en diferentes fases del ciclo de crecimiento (Tagg
etal.,, 1976).

Algunos investigadores han senalado que ciertos componentes especificos
del medio de cultivo interfieren sensiblemente en la produccion de alguna
bacteriocina individual. Asi, varios trabajos indican la necesidad de algunos
nutrientes, como extracto de levadura, aminoacidos, manganeso y manitol, para
aumentar, disminuir o suprimir la produccién de diversas bacteriocinas (Rogers,
1972; Clarke et al., 1975; Hale and Hinsdill, 1973 y Tagg et al., 1975).

Las variaciones de las condiciones de cultivo, como por ejemplo temperatura,
tiempo y pH, ejercen un profundo efecto en la produccion de bacteriocinas activas.
Generalmente, se produce mas bacteriocina cuando la cepa productora se cultiva a
su temperatura oOptima de crecimiento y, ademas, cuando el pH se mantiene
constante (Tagg et al., 1976). Aquellas condiciones que favorezcan la alta densidad
celular permitiran, de igual modo, un aumento en el rendimiento de bacteriocina. Es
por ello que la utilizacién de fermentadores, especialmente del tipo batch y batch
alimentado, que admiten realizar controles constantes de temperatura, pH vy
agregado de nutrientes, conduce a la optimizacion de las condiciones
experimentales que posibilitan obtener una maxima densidad celular y, por lo tanto,
un maximo titulo bacteriocinogénico. El desarrollo de la cepa productora a
temperaturas elevadas puede suprimir completamente la produccidén de bacteriocina

(Dajani and Taube 1974; Tagg et al, 1975), y algunas veces eliminar
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irreversiblemente esta propiedad (Dajani and Tube 1974; Jetten and Vogels, 1973).
Schlegel and Slade (1973) demostraron que la produccion de estreptocina era
maxima en la fase logaritmica, descendiendo algo cuando el cultivo entraba en la
fase estacionaria. Por otro lado, Tagg et al., (1976) observaron que la produccion de
estreptocina A se iniciaba al final de la fase logaritmica del desarrollo de la cepa
productora, y que dicha actividad disminuia lentamente tras un periodo de
incubaciéon prolongado. De modo similar, la produccion de estafilococcina C55
comienza en la fase exponencial de desarrollo, alcanzando su maximo entre las 24 y
48 h de crecimiento, para después declinar gradualmente (Dajani and Wannamaker,
1969). Otras investigaciones también han descrito pérdidas sustanciales en la
actividad de las bacteriocinas de cultivos incubados durante mucho tiempo. Este
efecto puede deberse a la existencia de inactivadores especificos de las mismas, o
bien a la digestién enzimatica o a la reabsorciéon de la bacteriocina por la cepa
productora, especialmente a su membrana (Tagg et al., 1976).

La mayoria de las bacteriocinas son sintetizadas como prepéptidos
biolégicamente inactivos que transportan un péptido sefal N-terminal, de entre 14 y
30 aminoéacidos (Nes et al., 1996), que esta unido al propéptido C-terminal. Para los
lantibidticos, los residuos de serina, treonina y cisteina en su propéptido
experimentan modificaciones post-traduccionales extensivas para formar lantionina y
metil-lantionina. La via biosintética ocurre segun el siguiente esquema: formacion del
prepéptido, reacciones de maodificacion, clivaje proteolitico del péptido lider (puede
ocurrir antes, durante o luego de su exportacion de la célula) y translocacién del
prepéptido modificado o propéptido maduro a través de la membrana citoplasmaética.

Las bacteriocinas de clase |l son sintetizadas como prepéptidos que poseen

una secuencia sefial N-terminal y un sitio de procesamiento proteolitico doble glicina

24



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

INTRODUCCION

caracteristico, que se encuentra en el extremo C-terminal del péptido senal
(Havarstein et al., 1994 y 1995). Luego de la formacion del prepéptido, el péptido
lider es removido concomitantemente a su exportacion fuera de la célula a través del
transportador ABC dedicado y su proteina accesoria (Nes et al.,, 1996; Ennahar et
al., 2000a). Por otro lado, las bacteriocinas de la clase ll; (acidocina B, enterocina
31, divergicina A, enterocina P), poseen una secuencia sefal N-terminal tipica del
tipo “sec”, y son procesadas y secretadas a través de la via secretoria general (Leer
et al., 1995; Worobo et al., 1995; Tomita et al., 1996; Cintas et al., 1997).

Se han propuesto varias funciones que ejerceria el péptido lider. Este serviria
como sitio de reconocimiento que dirige al prepéptido hacia su maduracion y hacia
las proteinas de transporte; protege a la cepa productora manteniendo a la
bacteriocina en un estado inactivo e interactia con el dominio propeptidico para
asegurar una adecuada conformacién, la cual es esencial para la interaccion
enzima-sustrato (Sablon et al., 2000; McAuliffe et al., 2001).

Los determinantes genéticos de la biosintesis de una bacteriocina se pueden
localizar a nivel plasmidico o cromosémico (Jack et al., 1995). Ademas, pueden
residir en transposones insertados de forma estable en el cromosoma de las células
hospedadoras, como sucede en el caso de la nisina (Rodriguez and Dodd, 1996).

En lo que respecta a los lantibidticos, sus determinantes genéticos suelen
disponerse en forma de agrupaciones de genes organizados en tres operones
(Rodriguez and Dodd, 1996); estos contienen genes que codifican para el
prepéptido (LanA; esta abreviacidén se refiere a los genes homdlogos de diferentes
grupos de genes de lantibidticos), para enzimas responsables de las reacciones de
modificacién (LanB, C/LanM), para proteasas responsables de la remocion del

péptido lider (LanP), para el ABC, para la superfamilia de proteinas de transporte
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involucradas en la translocacion del péptido (LanT), para las proteinas regulatorias
(LanR, K) y para las proteinas envueltas en la autoproteccién o inmunidad (Lanl,

FEG) (Chen and Hoover, 2003) (Figura N° 1).

Prehacteriocin

lals|T]c|1]e|r][k][F[E]|G]

Figura N2 1. Diagrama esquematico de la biosintesis de lantibiéticos: (1) formacién de la
prebacteriocina; (2) la prebacteriocina es modificada por LanB y LanC, translocada a través
del transportador ABC dedicado LanT y procesado por LanP, resultando en la liberacion de la
bacteriocina madura; (3) la proteina histidin-quinasa (HPK) sensa la presencia de la
bacteriocina y se autofosforila; (4) el grupo fosforil es subsecuentemente transferido al
regulador de respuesta (RR); (5) RR activa la transcripcién de los genes regulados; y (6)
inmunidad del productor mediada por proteinas de inmunidad, Lanl, y proteinas del

transportador ABC dedicado, LanFEG (Extraido de Chen and Hoover, 2003).

La biosintesis de las bacteriocinas de la clase Il no inducibles se basa en una
estructura genética general que comprende cuatro 0 cinco genes organizados en
uno o dos operones (Nes et al., 1996; Nissen-Meyer and Nes, 1997). En primer

lugar, el gen estructural que codifica la prebacteriocina (dos genes estructurales para
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las bacteriocinas que constan de dos péptidos); en segundo lugar, un gen de
inmunidad que codifica la proteina que protege a la célula productora frente a su
propia bacteriocina. Este gen se localiza préximo al gen estructural y en la misma
unidad de transcripcion. En tercer lugar, un gen que codifica el transportador ABC,
dedicado a la secrecién de la bacteriocina en un proceso concomitante con la
separacion del lider. Finalmente, un gen que codifica una proteina accesoria,
esencial para el transporte y exportacion de la bacteriocina a través de membrana,

pero cuyo papel especifico no se conoce todavia (Franke, 1998) (Figura N¢ 2)

{E] Bacteriocm  IF 'EI
o]

@

= Prebacteri ooin Ml
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|51tru|-:ture immunity | trans porter E|'|ag|1!aal:::-t':.,- prn‘tein4 ACCERIONY proteit fﬂi“}

Genes

Figura N2 2. Diagrama esquematico de la biosintesis de las bacteriocinas de clase II: (1)
formacién de la prebacteriocina y del prepéptido del factor de inducciéon (IF); (2) la
prebacteriocina y el pre-IF son procesados y translocados por el transportador ABC,
desembocando en la liberacién del IF y la bacteriocina maduros; (3) la proteina histidin-
quinasa (HPK) sensa la presencia del IF y se autofosforila; (4) el grupo fosforilo (P) es
transferido subsecuentemente al regulador de respuesta (RR); (5) RR activa la transcripcién

de los genes regulados; y (6) inmunidad del productor (Extraido de Chen and Hoover, 2003).
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La actividad de ciertas bacteriocinas de la clase Il depende de la accién
complementaria de dos péptidos. Ambos poseen un lider doble glicina y estan
codificados en genes individuales, aunque contiguos y pertenecientes a un mismo
operén. En algunos casos, es necesaria la presencia de ambos para que exista
actividad, como ocurre con la lactococina G (Moll et al., 1996). En otros, aunque uno
de los péptidos posee cierta actividad, ésta se ve notablemente aumentada por la
presencia del segundo, como sucede con la plantaricina S (Jiménez-Diaz et al.,
1995).

La produccién de muchos lantibidticos y de algunas bacteriocinas de la
clase ll, esta regulada transcripcionalmente mediante un sistema de transduccion de
senal que consta de tres componentes (Figuras N2 1 y N 2):

» una proteina histidin-quinasa unida a la membrana (HPK);

> un regulador de respuesta citoplasmatico (RR);

» un péptido inductor (Diep et al., 1995; Nes et al., 1996; Nissen-Meyer
and Nes, 1997).

Los genes que codifican estos tres componentes se transcriben en una misma
molécula de ARNy, y estan sujetos a un fendmeno de autorregulacién mediado por el
péptido inductor y que depende, en ultima instancia, de la densidad celular
(Kleerebezem et al., 1997).

En esta via de transduccion de sefal, la HPK autofosforila el residuo de
histidina conservado en su dominio intracelular cuando sensa una determinada
concentracion de bacteriocina en el medio ambiente. Este grupo fosforil es
subsecuentemente transferido al residuo conservado de acido aspartico en el
dominio receptor del RR; el cambio intramolecular resultante activa al regulador de

respuesta, el que activa la transcripcion de los genes regulados. Estos genes
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regulados incluyen: los genes estructurales, los genes de exportacion, los genes de
inmunidad y, en ciertos casos, los propios genes reguladores (Kuipers et al., 1998).

Para la nisina y subtilina, la bacteriocina en si actia como una senal externa
para autorregular su propia sintesis a través de la transduccién de senal (Kuipers et
al., 1995; Guder et al., 2000). En oposicion a esto, la mayoria de las bacteriocinas de
la clase Il producen un péptido tipo bacteriocina sin actividad antimicrobiana y lo
usan como factor de induccion (IF) para activar la transcripcion de los genes
regulados. El IF es un péptido pequero, estable al calor, catidnico e hidrofébico, que
es primariamente sintetizado como un prepéptido con una secuencia lider doble
glicina. EL transportador ABC dedicado cliva especificamente el péptido lider del IF
simultaneamente con su exportacion de la célula. El IF actia como una senal
externa que activa la transcripcion de los genes involucrados en la produccién de la
bacteriocina (Nes et al., 1996; Ennahar et al., 2000a).

Actualmente se sabe que una misma cepa de origen natural puede producir
mas de una bacteriocina, fenotipo que parece relativamente comuin entre las
bacterias lacticas bacteriocinogénicas (Nes et al., 1996). En este sentido se han
aislado diversas cepas (Lactobacillus plantarum C11, Carnobacterium piscicola
LV17B, C. piscicola VI y Enterococcus faecium T136), capaces de producir mas de
una bacteriocina de la clase Il (Quadri et al., 1994; Quadri et al., 1995; Bhugaloo-Vial

et al., 1996; Casaus et al., 1997).

2.2.6.2.- Inmunidad de la cepa productora

Las bacterias lacticas productoras de bacteriocinas poseen un mecanismo
especial de defensa que las protege de la toxicidad de sus propias bacteriocinas.

Este mecanismo depende principalmente de una proteina de inmunidad especifica
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de cada bacteriocina, la cual se expresa concomitantemente a la misma, pero no
requiere el sistema de procesamiento y transporte necesario para la liberacién al
medio exocelular de la bacteriocina (Nes et al., 1996). También, la inmunidad podria
estar mediada por la accién de proteasas intracelulares que inactivarian la
bacteriocina en la célula productora (Abee, 1995; Jack et al., 1995; Allison and
Klaenhammer, 1996).

Se han identificado dos sistemas de la inmunidad hacia los lantibiéticos: la
proteccion puede estar mediada por proteinas de inmunidad (Lanl) y por proteinas
de transporte asociadas al ABC (LanFEG). Ambas trabajan sinergisticamente para
proteger a las células productoras contra su propia bacteriocina. Lanl, principalmente
asociada al exterior de las membranas citoplasmaticas, probablemente confiere
inmunidad previniendo la formacion de poros por la bacteriocina. LanFEG
aparentemente actla transportando las moléculas de bacteriocinas que se han
insertado en la membrana de regreso al medio exocelular y, por tanto, manteniendo
la concentracion de la bacteriocina en la membrana por debajo de un valor critico
(Klein and Entian, 1994; McAuliffe et al., 2001). Para las bacteriocinas de clase I, el
gen que confiere la inmunidad usualmente codifica para una proteina que esta
débilmente asociada con la membrana citoplasmatica; la interaccion de esta proteina
con la membrana es suficiente para proteger a la cepa productora contra su propia

bacteriocina (Venema et al., 1994; Nes and Holo, 2000).
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2.2.6.3.- Clasificacion, estructura y propiedades de las bacteriocinas. Criterios

para definirlas (segun Tagg, 1976).

» Poseer en su estructura un componente proteico o peptidico activo
biolégicamente.

» Poseer reducido espectro inhibitorio, especialmente sobre bacterias
relacionadas taxonémicamente con la productora.

» Poseer capacidad bactericida frente a cepas sensibles.

Las bacteriocinas (como colicinas) fueron originalmente definidas como
proteinas bactericidas caracterizadas por una biosintesis letal, un rango de actividad
inhibitoria muy pequefo, una adsorcion a la membrana plasmatica especifica
dependiente de receptores y una biosintesis mediada por plasmidos.

Cabe aclarar que actualmente se conoce como colicinas a bacteriocinas
producidas por variedades de E. coli y otras enterobacterias. En orden de incluir a
las bacterias Gram (+), Tagg et al. (1976) ampliaron la definicién, aclarando que las
bacteriocinas de bacterias Gram (+) no poseen un receptor especifico por el cual se
adsorban, son de menor peso molecular que las colicinas, tienen un mayor espectro
inhibitorio con diferentes modos de liberacién y transporte intracelular, y poseen
secuencias lider clivadas durante la maduracion.

Si bien la definicién establecida por Tagg et al., (1976) es valida para muchas
de las bacteriocinas estudiadas, los resultados obtenidos en la caracterizacién de
estos compuestos han mostrado una gran heterogeneidad en cuanto a propiedades
bioquimicas, peso molecular, espectro de actividad, mecanismo de accion, sistemas
de produccién y secrecidn, asi como la organizacién genética de los operones que

codifican estas funciones.
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2.2.6.4.- Criterios para definirlas (segun Klaenhammer, 1993).

Define cuatro clases diferentes de bacteriocinas de bacterias lacticas:

» Clase I: Lantibidticos, péptidos pequenos (menos de 5000 Da, que
contienen en su estructura aminoacidos atipicos), como por ejemplo
nisina, lacticina 481 y lacticina S. Son termoestables, con amino&cidos
modificados, de los cuales los mas comunes son dehidroalanina (DHA) y
dehidrobutirina (DHB), originados por deshidratacién post-traduccional
de la serina y la treonina, respectivamente. La condensacién de los
residuos DHA y DHB con el grupo sulfidrilo de las cisteinas presentes en
la molécula, origina los aminoacidos lantionina y B-metil-lantionina,
respectivamente (de Vos et al., 1995). Esta clase es, a su vez,
subdividida en lantibiético tipo A y tipo B, de acuerdo a sus estructuras
quimicas y a sus propiedades antimicrobianas. Los lantibi6ticos de tipo A
(nisina y lactocina S, por ejemplo) son péptidos formadores de poros,
catibnicos y elongados que en algunos casos, como el de la
lacticina 3147, constan de dos componentes. El prototipo de esta clase
es la nisina, la mas estudiada hasta la fecha. Los lantibi6ticos de tipo B
(mersacidina y aconvenina, por ejemplo) son péptidos globulares
pequefios con carga neta negativa o neutra, e inmunolégicamente
activos; su actividad antimicrobiana esta asociada a la inhibicion de

enzimas especificas (Moll et al., 1999).

» Clase Il: Péptidos pequerios (menos de 10000 Da), termoestables, y sin

aminoacidos modificados en su estructura primaria. La molécula
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precursora es procesada después de los residuos de glicina. A su vez,

se pueden clasificar en cuatro subclases:

Subclase Il,: Se caracterizan por ser particularmente activas frente a
los microorganismos del género Listeria. Sus secuencias
aminoacidicas muestran un elevado grado de homologia (38-55%),
que es mucho mas pronunciado en la parte N-terminal de los
péptidos, la cual es altamente hidrofilica y cargada (Aymerich et al.,
1996). Todos los miembros de esta subclase comparten la secuencia
consenso N-terminal Y-G-N-G-V-X-C Esta subclase se conoce como
“familia pediocina”, en alusion a la bacteriocina méas estudiada de

este grupo, la pediocina PA-1.

Subclase Ily: Contiene bacteriocinas cuya actividad requiere de la
accion complementaria de dos péptidos, como la lactococina G

(Nissen-Meyer et al., 1992; Moll et al., 1996).

Subclase ll;: Incluye a las bacteriocinas de la clase Il que se
transportan utilizando un sistema sec-dependiente, a pesar de que
algunas, como la enterocina P (Cintas et al., 1997), muestran ciertas

caracteristicas propias de las bacteriocinas de la subclase ll..

Subclase ll4: Son las bacteriocinas de la clase Il que, como sucede
con la lactocina A, no se pueden clasificar en ninguno de los
subgrupos anteriores. Algunos autores han sugerido la creacion de
otra subclase para las bacteriocinas que requieren cisteinas
reducidas para su actividad, como la lactocina B (Venema et al.,

1993). Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado que la
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oxidacién del grupo sulfidrilo no interfiere con su actividad (Venema
et al., 1996), por lo que se trata de una propiedad sin entidad
diferencial suficiente como para que las bacteriocinas que la posean
constituyan un grupo propio. De este modo, la descripciéon de esta
subclase tiene una connotacion meramente histérica, ya que
actualmente no se la utiliza mas como criterio de clasificacion de

bacteriocinas.

» Clase lll: Proteinas termolabiles de peso molecular superior a 30000 Da.
(helveticina J, helveticina V-1829, acidofilucina A, caseicina 80 y
lactacinas A y B), que no poseen aminoacidos modificados en su
estructura primaria. Estas bacteriocinas son las que poseen un menor

interés industrial en la actualidad.

» Clase IV: Bacteriocinas de estructura compleja (plantaricina S,
leuconocina S, lactocina 27 y pediocina SJ-1), que junto a su estructura
peptidica parecen presentar un componente glucidico o lipidico esencial
para su actividad bioldgica. Sin embargo, estas bacteriocinas complejas
parecen ser meros artefactos laboratoriales, ya que cuando se purifican
correctamente se demuestra su naturaleza exclusivamente peptidica
(Jiménez-Diaz et al.,, 1995). De esta manera, debe completarse la
caracterizacion bioquimica de esta clase de bacteriocinas complejas
antes de ser reconocida como tal, por lo que la confirmacién de que

estas bacteriocinas pertenecen a esta clase permanece pendiente.

> No clasificables: No se pueden clasificar en ninguna de las clases

citadas, como por ejemplo la enterocina AS-48 (Martinez-Bueno et al.,
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1994), o las producidas por Enterococcus faecium L50 (Cintas et al.,

1998D).

2.2.6.5.- Criterios actuales a tener en cuenta

» Gran heterogeneidad en sus propiedades bioquimicas, peso molecular,
espectro de inhibicion, mecanismo de accién, sistema de produccion y

secrecion, y organizacion genética que codifica su sintesis y funciones.

» Espectro de accion amplio frente a bacterias Gram (+) no relacionadas
taxondmicamente con la cepa productora, pertenecientes a géneros

tales como Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, etc.

» La mayoria sélo actuan sobre especies Gram (-) si previamente se
sensibiliza la membrana celular de éstas con algun agente quimico (por
ej.: EDTA), o si se altera el componente lipolisacarido de la membrana

externa de la pared celular Gram (-).

» En los dltimos anos se han descrito varias bacteriocinas producidas por
BAL que han demostrado poseer accion directa sobre especies
bacterianas Gram (-), especialmente si la bacteriocina ha sido
adecuadamente purificada (Klaenhammer, 1988). Muchos investigadores
han informado actividad directa comprobada frente a Pseudomonas,
Escherichia, Salmonella, Yersinia y Aeromonas, entre los principales

géneros bacterianos Gram (-) de interés en tecnologias alimentarias.

Las bacteriocinas de la subclase Il poseen una carga positiva neta (los
valores de pl oscilan entre 8 y 10) y sus secuencias de aminoacidos oscilan desde

37 a 48 residuos. Todos los miembros de esta subclase comparten la secuencia
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consenso N-terminal Y-G-N-G-V-(X)-C(X)4-C-(X)-V-(X)4-A, donde X denota
cualquier aminoacido (Drider et al., 2006). Su dominio C-terminal suele ser mas

variable, con caracteristicas hidrofébicas o, a lo sumo, anfifilicas.

Las bacteriocinas de la clase | y Il (especialmente Il;) son las que han recibido
mayor atencién cientifica debido, en parte, a que son las de mayor interés industrial.
En general se trata de péptidos catidnicos y anfipaticos compuestos por entre 12 y
45 aminoacidos. Sus moléculas no suelen estar estructuradas en soluciones
acuosas, pero tienden a formar estructuras a-hélice cuando se exponen a solventes
como el trifluoretanol, o cuando se mezclan con membranas compuestas por
fosfolipidos anidnicos. Algunas bacteriocinas poseen ciertas restricciones
estructurales debido a la presencia de puentes disulfuro (por ejemplo pediocina
PA-1) o anillos tioéter intramoleculares (nisina). La estructura de diversos
lantibi6ticos ha sido elucidada mediante resonancia magnética nuclear (Moll et al.,
1999). La estructura tridimensional de una bacteriocina de clase Il, la leucocina A, se

ha determinado por este método (Gallagher et al., 1997).

2.2.7.- Espectro de inhibicion de las bacteriocinas

La mayoria de las bacteriocinas de clase | poseen un espectro antimicrobiano
muy amplio. No sélo inhiben a bacterias relacionadas taxonémicamente, tales como
especies de los géneros Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus, sino que también inhiben a bacterias Gram (+) mucho
menos relacionadas desde ese punto de vista, como lo son: L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus'y Clostridium botulinum.

De este modo la nisina, bacteriocina producida por algunas cepas de L. lactis

subsp. lactis, presenta amplio espectro de inhibicién frente a un extenso rango de
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microorganismos Gram (+), que incluye a estreptococos, lactococos, lactobacilos,
leuconostocs, pediococos, estafilococos, micrococos y listerias (Carminati et al.,
1989; Spelhaug and Harlander, 1989), impidiendo también el desarrollo de esporas
de Clostridium y Bacillus, accion también efectuada por la termofilina 13 (Marciset et
al., 1997). La nisina es la bacteriocina de las bacterias lacticas mejor caracterizada y
es, hasta el momento, la Unica que se comercializa para su uso como aditivo
alimentario (Parente and Ricciardi, 1999).

La lacticina 481, lantibi6tico producido por L. lactis subsp. lactis CNRS 481,
inhibe a Clostridium tyrobutyricum, ademas de ser activa frente a muchas especies
de bacterias lacticas (Piard et al., 1990).

Comparadas con las bacteriocinas de clase |, la mayoria de las bacteriocinas
de clase I, tienen un espectro de actividad mas reducido y sélo inhiben a bacterias
Gram (+) relacionadas filogenéticamente. En general, los miembros de los géneros
Enterococcus, Lactobacillus y Pediococcus son sensibles, mientras que los
miembros del género Lactococcus son resistentes a las bacteriocinas de la clase |l,.
Por ejemplo, la pediocina PA-1 es activa frente a microorganismos Gram (+) como
leuconostocs, enterococos, pediococos, propionibacterias, S. aureus, Bacillus spp.
(entre ellas cepas de B. cereus y B. stearothermophilus), Brochotrix, Clostridium
(entre ellas cepas de C. botulinum, C. perfringens) y Listeria spp. (Gonzalez and
Kunka, 1987; Bhunia et al., 1988), pero sb6lo una de once cepas de Lactococcus
ensayadas ha resultado sensible a la misma (Eijsink et al., 1998). Ademas, las
bacteriocinas de clase Il son generalmente activas contra Listeria. Eijsink et al.
(1998), encontraron que nueve cepas de Listeria probadas, pertenecientes a las
especies L. monocytogenes, L. innocua 'y L. ivanovii, fueron muy sensibles a cuatro

bacteriocinas de clase |, (pediocina PA-1, enterocina A, sakacina P y curvacina A).
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Este grado de sensibilidad varia de cepa a cepa. Las concentraciones inhibitorias
minimas de las cuatro bacteriocinas arriba descritas frente a L. monocytogenes
variaron entre 0.1 y 8 ng/mL; sin embargo, ciertas cepas de Listeria, como
L. monocytogenes V7 y L. innocua LB1, son resistentes a bacteriocinas de la clase
Il; tales como: enterocina A, mesentericina Y105, divercina V41 y pediocina AcH
(Ennahar et al., 2000Db).

La susceptibilidad de las bacterias Gram (-) a las bacteriocinas producidas por
las bacterias lacticas es mucho mas limitada. De acuerdo con Klaenhammer (1988),
en los casos descritos de actividad frente a bacterias Gram (-) se requiere una
purificacion de la bacteriocina. Se ha informado que la nisina y la pediocina PA-1
presentan actividad inhibitoria frente a microorganismos como Pseudomonas,
Escherichia, Salmonella, Yersinia y Aeromonas, pero el efecto no se observa a
menos que se altere el componente lipopolisacarido de la membrana externa de
estos microorganismos (Stevens et al., 1991; Bhunia et al., 1991).

Las bacteriocinas que poseen un amplio espectro de inhibicion, presentan un
importante valor como aditivos alimentarios al ser activas frente a microorganismos
alterantes y/o patdogenos presentes en los alimentos. Ademas, la accién combinada
de dos 0 mas bacteriocinas puede reforzar considerablemente su accién inhibitoria.
Hanlin et al., (1993) observaron que la viabilidad de cepas de bacterias lacticas,
L. monocytogenes y Clostridium spp. disminuia al afadir combinadas pediocina AcH
y nisina, en comparacion con la adicion de cada una de ellas por separado. Por otro
lado, la utilizacion de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas activas frente a
microorganismos del mismo grupo, favoreceria el desarrollo de estas cepas
anadidas en los cultivos iniciadores en competicién con la flora lactica presente

(Daeschel, 1989).
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2.2.8.- Resistencia a las bacteriocinas

Los mecanismos de resistencia bacteriana a las bacteriocinas aun no se han
dilucidado, pero pueden deberse a la pérdida o modificacion de los receptores
especificos de dicha bacteriocina, a variaciones en la fluidez de la membrana
plasmatica o a la sintesis de una proteina de resistencia (Klaenhammer, 1993). En
este contexto, se ha descrito que mutantes espontdneos de L. monocytogenes
resistentes a la nisina contienen un elevado porcentaje de cadenas hidrocarbonadas
lineales y muy pocas cadenas ramificadas, lo que da lugar a una menor fluidez de la
membrana plasmatica y, de este modo, una menor eficacia antimicrobiana de la
bacteriocina (Abee, 1995). Asimismo, se ha observado la capacidad de diversos
microorganismos resistentes a la nisina para sintetizar una enzima reductasa, la

nisinasa, que destruye a esta bacteriocina (Harris et al., 1992).

2.2.9.- Propiedades bioquimicas

2.2.9.1.- Tolerancia de las bacteriocinas al calor, acidez y enzimas

Las bacteriocinas de bacterias lacticas presentan una serie de propiedades
bioquimicas comunes, como lo son la sensibilidad a la accion de enzimas
proteoliticas y la tolerancia a elevadas temperaturas y a bajos valores de pH.

La termotolerancia de las bacteriocinas de bacterias lacticas es generalmente
elevada, aunque la misma puede depender del grado de purificacion, de la presencia
de sustancias termoprotectoras y del pH. Asi, la termoestabilidad disminuye
significativamente cuando los tratamientos térmicos son realizados con fracciones
purificadas parcialmente o a homogeneidad; tal es el caso de la lactacina B

(Barefoot and Klaenhammer, 1984), la carnocina U-149 (Stoffels et al., 1992) y la
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sakacina P (Tichaczek et al., 1992). La nisina purificada, sin embargo, se caracteriza
por su elevada termoestabilidad a pH 2.0, permaneciendo activa tras ser sometida a
100 °C durante 10 minutos (Hurst, 1981). Esta caracteristica de termorresistencia
parece estar relacionada con su estructura molecular, normalmente compuesta por
péptidos pequenos que no presentan estructura terciaria. Otras bacteriocinas, en su
mayor parte producidas por lactobacilos, son termolabiles, incluso sin haber sido
purificadas; las mismas poseen un mayor peso molecular y probablemente una
estructura molecular mas compleja. Dentro de este grupo estan las bacteriocinas
pertenecientes a la clase Il definida por Klaenhammer (1993), que incluye a
helveticinas J (termosensible a 100 °C, 30 min) y V-1829 (termosensible a 50 °C,
30 min), acidofilucina A (termosensible a 60 °C, 10 min), caseicina 80 (termosensible
a 60 °C, 10 min.).

La termoestabilidad de las bacteriocinas, al igual que lo que ocurre con otras
proteinas, esta intimamente relacionada con el pH; asi se han descrito numerosas
bacteriocinas que son mas termorresistentes a pH acido, como la leucocina
A-UAL 187 (Hastings et al., 1991) y las enterocinas L50A y L50B (Cintas, 1995;
Cintas et al., 1998a), entre otras.

La termorresistencia generalizada de las bacteriocinas permite que
permanezcan activas después de tratamientos térmicos equivalentes a la
pasteurizacion de la leche (63 °C 30 min; 72 °C 15 s), lo que supone una ventaja
adicional para su utilizacidon en productos pasterizados (Piard and Desmazeaud,
1992).

Las bacteriocinas de bacterias lacticas son generalmente estables a pH &cido
o neutro (Piard and Desmazeaud, 1992). La maxima solubilidad y estabilidad de la

nisina se logra a pH 2.0, disminuyendo estas propiedades conforme aumenta el pH,
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hasta inactivarse reversiblemente a pH 7.0 (Hurst, 1981). Las lactoestreptocinas
también son estables a pH entre 4.2 y 5.0, y se inactivan reversiblemente a pH 7.0 u
8.0 (Kozak et al., 1978). Sin embargo, la mayoria de las bacteriocinas son activas en
un amplio rango de pH, generalmente entre 3.0 y 9.0, como, por ejemplo, la lacticina
481 (Piard et al., 1990), entre otras. La tolerancia a valores de pH aun mas
extremos, entre 1.0 y 2.0 y entre 11.0 y 12.0, se ha descrito para la acidocina B
(Ten Brink et al., 1994) y la bavaricina A (Larsen et al., 1993).

La estabilidad a pH acido o neutro de las bacteriocinas indica una adaptacién
de estas sustancias a las condiciones ambientales de los sustratos en los que se
desarrollan las bacterias productoras (Piard and Desmazeaud, 1992; Cintas, 1995).

Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se inactivan por una
0 mas enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancreético (tripsina y
a-quimotripsina), y algunas de origen gastrico, como la pepsina. Esta caracteristica
es bastante interesante con respecto a la utilizacion de bacteriocinas en productos
alimentarios, puesto que serian inactivadas durante su paso por el tracto
gastrointestinal, sin ser absorbidas como compuestos activos y sin causar los
efectos relacionados con el uso de antibiéticos (Lloyd and Drake, 1975).

La nisina, ademas de ser inactivada por a-quimotripsina (Jarvis and Mahoney,
1969) y por pancreatina (Heinemann and Williams, 1966), puede también ser
inactivada por determinadas enzimas especificas o nisinasas, producidas por
algunas cepas de L. brevis (Moreira, 1993) y B. cereus (Jarvis and Farr, 1971).
Sin embargo, tal bacteriocina no es inactivada por tripsina, pepsina, erepsina,
elastasa y carboxipeptidasa A (Hurst, 1983).

Se han descrito otras bacteriocinas sensibles a enzimas no proteoliticas,

como la plantaricina B, que se inactiva por una lipasa y por una a-amilasa (West and
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Warner, 1988), la plantaricina S, que se inactiva por enzimas glicoliticas, lipoliticas y
fosfolipoliticas (Jiménez-Diaz et al., 1993) y la leucocina S, que se inactiva por una
amilasa (Lewus et al., 1992). Estas observaciones indican que la zona activa de
estas bacteriocinas presenta una composicion heterogénea (Klaenhammer, 1993).

Actualmente se acepta que la pronasa E y la proteinasa K, proteasas de
amplio espectro, inhiben totalmente la actividad antimicrobiana de cualquier
bacteriocina. Por ello es que durante los ensayos de screening de actividad tipo
bacteriocina es esencial su utilizacién para confirmar el origen proteico del inhibidor
(Ray and Daeschel, 1992).

Por Ultimo, las bacteriocinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su
sensibilidad a enzimas proteoliticas. Esto permitiria eliminar duplicaciones en la
caracterizacion de inhibidores previamente estudiados y caracterizados (Ray and

Daeschel, 1992).

2.2.9.2.- Antigenicidad

Dada su estructura proteica, es muy posible que algunas bacteriocinas
funcionen como antigenos (Tagg et al., 1976). Se ha visto que las bacteriocinas
producidas por algunas bacterias Gram (+), como Staphylococcus aureus (Gagliano
and Hinsdill, 1970) y Clostridium perfringens tipo A (Tubylewiez, 1970), y Gram (-)
como Escherichia coli (Tzannetis, et al., 1972), son antigénicas en los animales de

experimentacion.

2.2.9.3.- Estabilidad

La estabilidad de las bacteriocinas disminuye a medida que aumenta su

purificacion (Ellison and Kautter, 1970; Mahony, 1974; Tagg et al., 1975). La adicién
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de sero-albumina bovina protege de la pérdida excesiva de actividad experimentada
por algunas bacteriocinas durante su purificacion. La mayoria de las bacteriocinas
son mucho mas tolerantes a valores de pH muy acidos que a los alcalinos (Barrow,
1963; Ellison and Kauter, 1970). Los criterios de termoestabilidad de las
bacteriocinas son dificiles de definir, pues dependen de su purificacion y de factores

tales como pH, fuerza idnica y presencia de moléculas protectoras.

2.2.10.- Bacteriocinas producidas por cepas de Enterococcus

Las bacteriocinas enteroc6cicas (enterocinas) han adquirido mucha atencién
en la ultima década, debido a que las cepas productoras de tales bacteriocinas
pueden ser aisladas con facilidad de diversos alimentos fermentados. Ademas, la
mayoria de ellas suelen ser activas hacia patégenos alimentarios tales como
Listeria spp. y Clostridium spp. (Ohmomo et al., 2000; Galvez et al., 1998). Esta
habilidad para inhibir a Listeria spp. puede ser explicada por la cercana relacion
filogenética entre este género y el género Enterococcus (Stackebrandt and Teuber,
1988). También se ha detectado actividad frente a bacterias Gram (-) tales como
Vibrio cholerae (Simonetta et al., 1997) y E. coli (Galvez et al., 1989), y actividad
antiviral frente a cepas viricas de Herpes simplex tipo | y tipo Il, como es el caso de

la enterocina CRL 35 (Wachsman et al., 2003).

2.2.10.1.- Clasificacion de bacteriocinas producidas por cepas de

Enterococcus

Las enterocinas se clasifican en: Clase | (enterocina Cyl1 L producida por la
cepa de E. faecalis DS16, Gilmore et al., 1994), Clase Il, (enterocina SE-K4, por la

cepa de E. faecalis K-4, (Eguchi et al., 2001), Clase Il (enterocina L50A y L50B,
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producidas por la cepa de E. faecium L50, Cintas et al., 1998b) y Clase Il
(enterolisina A, producida por la cepa de E. faecalis LMG 2333, Nilsen et al., 2003).
Ademas, las bacteriocinas producidas por cepas de E. faecalis suelen ser
clasificadas como:
» Tipo 1: citolisina (bacteriocina’hemolisina) proveniente de E. faecalis
DS16 (Gilmore et al., 1994). Este lantibiético de doble funcion muestra

tanto actividad hemolitica como antimicrobiana.

» Tipo 2: el antibidtico ciclico peptidico enterocina AS-48, producido por
E. faecalis AS-48 (Martinez-Bueno et al., 1994). Este es un compuesto
activo frente a bacterias Gram (-) y Gram (+). En cambio, la idéntica
enterocina 4, producida por E. faecalis INIA 4, es solo activa frente a

bacterias Gram (+) (Joosten et al., 1996).

» Tipo 3: bacteriocina 31, sintetizada por E. faecalis Y117 (Tomita et al.,

1996), con un espectro antibacteriano reducido.

» Tipo 4: enterocina 1071A y enterocina 1071B, provenientes de
E. faecalis BEF 1071 (Balla et al., 2000). Estas enterocinas presentan un
espectro de actividad menor que las enterocinas del tipo 2 y mayor que

las del tipo 3.

3.- CARACTERIZACION DE LAS BACTERIOCINAS: PURIFICACION

La caracterizacién de las bacteriocinas es dependiente de su grado de
purificacion. La elucidacion de su estructura bioquimica requiere tanto una

purificacion a homogeneidad como una adecuada recuperacion de la misma.
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Inicialmente, la capacidad bacteriocinogénica de las bacterias lacticas se
suele evaluar mediante pruebas bioldgicas o bioensayos que detectan la actividad
antimicrobiana que estos péptidos ejercen en los microorganismos indicadores. El
método de difusion en agar, utilizando la técnica de siembra en orificios practicados
en una placa de Petri con el correspondiente medio agarizado, y ya inoculada con el
microorganismo cuya sensibilidad se pretende determinar, es el de mas amplia
aplicaciéon en la actualidad (Tagg and Mc Given., 1971). Otro de los métodos
también muy utilizados es el de la doble capa; el mismo consiste en sembrar sobre
una placa con un medio de cultivo especifico agarizado, la supuesta cepa productora
de sustancia/s antimicrobiana/s y, transcurrido el tiempo de incubacion adecuado,
colocar encima un medio de cultivo agarizado, aunque de menor consistencia (agar
blando), que contiene la cepa sensible o indicadora. Se vuelve a incubar la placa y
se observa la formacion de halos (Sobrino et al., 1991; Ray and Daeschel, 1992).

Sin embargo, otros metabolitos de las bacterias lacticas pueden producir
halos de inhibicion similares a los que originan las bacteriocinas. En este sentido, la
accion de los acidos organicos se puede evitar neutralizando la acidez de los
cultivos (o sobrenadantes) evaluados, y la del peréxido de hidrégeno anadiendo
catalasa al medio o empleando medios de cultivo que posean una marcada actividad
catalasica, como el MRS (Rodriguez et al., 1997b).

Para confirmar la naturaleza proteica de los compuestos con actividad
antimicrobiana, los sobrenadantes de los cultivos de las cepas presuntamente
productoras de bacteriocinas se suelen someter a diversos tratamientos enzimaticos
(proteasas, lipasas, amilasas) y térmicos, con el fin de determinar su naturaleza

quimica y su termorresistencia (Sobrino et al., 1992).
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Las bacteriocinas son sustancias que se liberan al medio exocelular por lo
que, generalmente, el primer paso para su purificacién consiste en la obtencion y
concentracion del sobrenadante libore de células (Hoover and Steenson, 1993;
Venema et al., 1997). Ciertas bacteriocinas se encuentran en su estado nativo en
forma de complejos macromoleculares o agregados inespecificos, de elevado
tamano molecular (30-300 kDa), que pueden enmascarar total o parcialmente su
actividad antimicrobiana durante el proceso de purificacién, asi como inducir a
errores en la determinacibn de su tamafo molecular. Concretamente, las
bacteriocinas de pequeno tamafo molecular y naturaleza altamente apolar
interaccionan facilmente con el material extracelular de las células lisadas
(fragmentos de la pared celular y micelas de los acidos lipoteicoicos) o con otros
componentes apolares del medio de cultivo (ej. lipidos y acidos grasos del agente
tensoactivo no iénico Tween 80) (Muriana and Klaenhammer, 1991; Contreras et al.,
1997). En estos casos, los complejos macromoleculares se pueden disgregar
mediante el empleo de agentes disociantes como la Urea o el SDS (Muriana and
Klaenhammer, 1991), por ultrafiltracion (Muriana and Klaenhammer, 1987), o
eliminando el material lipidico mediante extracciones con metanol-cloroformo o
etanol-dietiléter (Contreras et al., 1997). Luego de recuperadas las bacteriocinas del
sobrenadante, éstas se pueden concentrar mediante técnicas que permitan la
separacién de las diversas fracciones en funcién de su tamafo o naturaleza quimica,

siendo las mas empleadas las siguientes:

l. la separacién mediante dialisis (Schillinger and Liicke, 1989; Parente and
Hill, 1992) & la ultrafiltracion (Muriana and Klaenhammer, 1991;

Ten Brink et al., 1994);
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Il. la precipitacién de las proteinas empleando sales, como el sulfato de
amonio (Herranz et al., 1999), o acidos, como el acido clorhidrico 12 N

(Hastings et al., 1991) ;

lll. la extraccién de las proteinas con solventes organicos, como el etanol,
isopropanol, n-butanol, cloroformo, entre otros (Burianek and Yousef,

2000).

Asimismo, la concentracion puede realizarse mediante liofilizacién; no
obstante, esta técnica no elimina los componentes del medio de cultivo ni aquellos
que pueden interferir posteriormente en la purificacion (Schillinger and Licke, 1989).
El proceso de concentracion, aunque es necesario para reducir el volumen inicial de
trabajo y recuperar las bacteriocinas del medio, no es muy selectivo, por lo que para
obtener bacteriocinas con un alto grado de pureza, las muestras se han de someter
a otras técnicas que permitan separar las bacteriocinas de las restantes fracciones
proteicas, basandose en sus propiedades y caracteristicas fisicoquimicas.

Hasta la fecha, el protocolo de purificacion que mayor difusién ha alcanzado
en el campo de las bacteriocinas de las bacterias lacticas se basa en las
propiedades generales de muchos de estos agentes antimicrobianos (péptidos de
pequeno tamano molecular, catiénicos a pH 7.0 e hidréfobos), y consta de 4 etapas

basicas:

1.- precipitacion de las proteinas con sulfato de amonio,
2.- cromatografia de intercambio catidnico,
3.- cromatografia de interaccion hidrofébica,

4.- cromatografia de fase reversa en un sistema HPLC o FPLC.
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Este protocolo (Figura N? 3) ha sido aplicado con éxito para la purificacién a
homogeneidad, entre otras, de la lactococcina G (Nissen-Meyer et al., 1992), la
pediocina PA-1 (Nieto-Lozano et al.,, 1992; Cintas, 1995), la sakacina P y la
curvacina A (Tichaczek et al., 1992), la bavaricina A (Larsen et al., 1993), las
enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1998a y 1998b) y los lantibiéticos nisina A
(Cintas, 1995; Cintas et al., 1998a) y carnocina Ul49 (Stoffels et al., 1992). Algunos
autores han incorporado una etapa de cromatografia de filtracion en geles previa a la
de intercambio catiénico, y han purificado exitosamente diversas bacteriocinas como
el lantibiético lactocina S (MQrtvedt et al., 1991; Cintas et al., 1998a) y sistemas de
dos péptidos, como la lactacina F (Muriana and Klaenhammer, 1991) y la
plantaricina S (Jiménez-Diaz et al., 1995).

Hastings et al. (1991) propusieron un protocolo similar que incluye los
siguientes pasos: (i) precipitacion de las proteinas con HCL 12 N; (ii) cromatografia
de interaccion hidrofdbica: (iii) cromatografia de filtracién en gel; (iv) cromatografia
de fase reversa en un sistema de HPLC. Estos autores observaron que el empleo de
cromatografia de intercambio catibnico y dialisis, asi como condiciones de
alcalinidad, reducian considerablemente la actividad durante el proceso de

purificacion de la leucocina A-UAL187.
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Figura N2 3. Representacién esquematica de uno de los protocolos mas empleados para la
purificacion de las bacteriocinas de las bacterias lacticas (Extraida de Martinez Magro et al.,

2000).

Alternativamente se han desarrollado métodos basados en la capacidad de
ciertas bacteriocinas de adsorberse a las membranas externas de las células
productoras (Yang et al., 1992). En general esta metodologia implica el ajuste del pH
de los cultivos al valor (alrededor de 6.0) en el que se produzca la maxima adsorcion
de moléculas de bacteriocina; a continuacibn se recogen las células por
centrifugacion y se reajusta el pH de la suspensién celular resultante a
aproximadamente 2.0, valor en que se suele conseguir la maxima liberacion de
moléculas de bacteriocina. Una vez obtenida la suspensién con las bacteriocinas,
ésta se dializa, se concentra por liofilizacion y se aplica a una columna de fase
reversa acoplada a un sistema HPLC. Con esta metodologia sus autores purificaron
la pediocina PA-1, la leucocina Lcm 1, la nisina y la sakacina A, obteniendo una

recuperacion al final del proceso de 106, 96.2, 93.3 y 44.3%, respectivamente.
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Se ha desarrollado también otro método alternativo para la purificacién a
homogeneidad de las bacteriocinas lactococcina A y pediocina PA-1 (Venema et al.,

1997). El protocolo consta de tres etapas:

1. Precipitacién de las proteinas del sobrenadante con etanol frio
2. lIsoelectroenfoque

3. Ultrafiltracion.

Aunque este método evita las técnicas cromatograficas, la eficacia del
proceso no resulta mejorada.
Tras la purificacion a homogeneidad de una bacteriocina, se suele proceder a la
determinacién de su peso molecular por espectrometria de masas y de su
composicién y secuencia de aminodacidos. Sin embargo, ciertas bacteriocinas,
especialmente las de la clase |, poseen aminoacidos modificados que pueden
originar el bloqueo de la reaccién de secuenciacién. En algunos casos, se puede
obtener una secuencia parcial mediante digestién con bromuro de cianégeno u otros
agentes quimicos. En estas situaciones, la identificacién de la bacteriocina se puede
conseguir mediante genética inversa, es decir, mediante la secuenciacién del gen
estructural de la bacteriocina en cuestion y la de la secuencia aminoacidica a partir

de la nucleotidica (Figura N® 4).
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Figura N2 4. Estrategias que se pueden adoptar para conocer la secuencia aminoacidica de

una bacteriocina purificada a homogeneidad. (Extraida de Martinez Magro et al., 2000).

3.1.- Puntos importantes a tener en cuenta cuando se purifica una

bacteriocina

3.1.1.-Produccion de la bacteriocina.

La misma no es inducible y ademas,

luego de la

obtencién de los

sobrenadantes de cultivo, se observan bajos titulos de actividad bacteriocinogénica.

Por lo tanto, es necesario efectuar estudios de producciéon y comenzar con grandes

cantidades de cultivo, antes de purificar estos péptidos. Las condiciones de
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incubacion, particularmente temperatura, pH y tiempo, influyen fuertemente en la
obtencion de un buen rendimiento de bacteriocina activa.

Una determinada bacteriocina puede ser producida por varias cepas o
especies bacterianas, por lo que su adecuada seleccion es fundamental con vistas a
obtener un mayor titulo en los sobrenadantes de cultivo. Estas diferencias entre
cepas y especies se atribuyen a los niveles de expresién y de actividad de las
enzimas encargadas de su biosintesis, asi como también a la inmunidad hacia su
propia bacteriocina (Parente and Ricciardi, 1999).

Asimismo, las condiciones de cultivo 6ptimas deben ser determinadas

empiricamente para cada cepa u organismo productor.

3.1.2.-Composicion del medio de crecimiento.

Este afecta significativamente tanto la produccién como la purificacion de una
bacteriocina. En general, las bacterias lacticas son cultivadas en medios de cultivo
complejos, tales como MRS, M17, ELB y APT (Parente and Hill, 1992). Todos ellos
contienen cantidades significativas de péptidos (10-30 g/L) en el rango de peso
molecular de la mayoria de las bacteriocinas (3000-6000 Da), mientras que la
concentracion de bacteriocinas es baja (10-100 mg/L de medio de -cultivo)
(Carolissen-Mackay et al.,, 1997). Este alto contenido de péptidos en el MRS,
inicialmente utilizado para la purificacion de la lactacina B, interfirié con el proceso de
purificacion (Barefoot and Klaenhammer, 1984). Un medio semidefinido en el cual la
triptona fue sustituida por un digerido pancreatico de caseina, eliminé los niveles
excesivos de contaminantes del medio y probd ser mas exitoso (Joerger and
Klaenhammer, 1986; Hastings et al, 1991). Por otro lado, Rammelsberg et al. (1990)

reportaron que el medio complejo es inadecuado para la purificacion de la caseicina
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80 debido a componentes macromoleculares desconocidos, pero parece ser que el
medio debe contener una complejidad de nutrientes para lograr la produccién éptima
de la bacteriocina. Yang and Ray (1994) demostraron que el medio complejo era
necesario para la produccion de altos niveles de bacteriocina, mientras que en
cambio resulta critico para la purificacion.

Otros constituyentes del medio pueden tanto estimular como interferir en la
produccién y purificacién de las bacteriocinas. Por ejemplo, se ha informado que el
Tween 80 interfiere con las subsecuentes etapas de purificacion (Muriana and
Klaenhammer, 1991; van Laack et al., 1992). Ademas, la presencia de Tween 80 al
0.01% disminuye la actividad antimicrobiana de la pediocina A (Piva and Headon,
1994) y de la lactocina S (MOQrtvedt et al., 1991). Sin embargo, el agregado tanto de
Tween 80 como de otros surfactantes, tales como Nonidet P-40 y SDS, llevaron a un
aumento en la actividad de hasta 400% en el extracto crudo de la lactacina F
(Muriana and Klaenhammer, 1991). Se ha descrito que el Tween 80 formaria micelas
con las proteinas en el medio y esto resultaria en una estabilizacion de la actividad.
Por el contrario, la carnosina LA44a se produjo en menor concentracion cuando
Leuconostoc carnosum LA44a creci6 en MRS con concentracion disminuida de
Tween 80 (van Laack et al., 1992). Efectos similares se observaron para la
mesenterocina 5 cuando el Tween 80 se incluyé en varios medios comerciales
(Daba et al., 1993).

El tratamiento de mesenterocina 5 con SDS resulté en un incremento notable
en la actividad bacteriocinogénica; por otro lado, el agregado de extracto de levadura
a varios medios, principalmente MRS, Elliker, suero y permeado de suero, llevé a un

aumento notable en la actividad de esta bacteriocina producida por
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L. mesenteroides subsp. mesenteroides UL5 (Daba et al., 1991). Stoffels et al.
(1992) reportaron que el Tween 20 estimula la actividad litica de la carnocina U149.
Dializados de medios complejos, conteniendo sélo fracciones de bajo peso
molecular, fueron efectivos en la produccién de pediocina AcH (Bhunia et al., 1988),
pero no para bacteriocinas lactocéccicas (Geis et al., 1983). Por ultimo, la adicién de
NaCl 4% (p/v) al caldo MRS resulté en un aumento significativo de la actividad de la
plantaricina S, y también promovi6 la deteccién de una segunda bacteriocina,
plantaricina T, ambas producidas por Lactobacillus plantarum LPCO10

(Jiménez-Diaz et al., 1993).

3.1.3.-Técnicas de purificacion.

La utilizacion de ciertas técnicas de purificacion conlleva grandes pérdidas de
actividad. Sin embargo, este comportamiento depende de cada bacteriocina en
particular. Asi, se detectaron grandes mermas en la actividad de la caseicina 80
cuando se utilizé ultrafiltracion (Rammelsberg et al., 1990), pero, por otro lado, esta
técnica fue exitosa en el caso de la lactacina F (Muriana and Klaenhammer, 1991).
La dialisis con una membrana de 2000 Da de cut-off ocasioné grandes pérdidas en
la actividad. También técnicas que introducian grandes cambios en el pH
generalmente reflejaban grandes pérdidas en la actividad, mientras que
procedimientos en donde el pH se mantenia constante, aunque bajo (pH 2.0-4.0),

resultaban en buenos rendimientos (Hastings et al., 1991).
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3.1.4.- Caracterizacion de bacteriocinas por electroforesis en geles.

Existen problemas de visualizacibn de muchas bacteriocinas luego de
someterlas a SDS-PAGE. Debido a sus caracteristicas hidrofobicas y de tamaro
molecular pequefo, las bacteriocinas suelen difundirse fuera del gel de
poliacrilamida durante la tinciéon. El fijador normal (acido acético-metanol) es
reemplazado asi por uno mas activo (como formaldehido o glutaraldehido), de modo
tal que las bandas puedan ser vistas. El método de tincién suele ejercer también una
profunda influencia en la deteccion de estos inhibidores proteicos. Es asi como la
lactacina F sélo pudo ser detectada mediante tincion con plata y no con el colorante
Coomassie Blue R-250 (Muriana and Klaenhammer, 1991). La masa molecular de la
lactacina B fue determinada por el método descrito por Bhunia et al. (1987); sin
embargo no pudo ser detectada por tincién con plata, probablemente debido a su
baja concentracion. Jiménez-Diaz et al. (1993) no pudieron determinar el tamarno
actual de la plantaricina T debido a la erratica migracion de péptidos mas pequernos
de 2.5 kDa en el gel de separacion del SDS-PAGE por el método de Schagger and
von Jagow (1987). Sin embargo, la plantaricina S fue detectada en el mismo gel a un
tamano de 2.5 kDa. Debido a la presencia de proteinas contaminantes, una
preparacién cruda concentrada de mesenterocina 5 reveld6 una mancha en vez de
una banda especifica, luego del SDS-PAGE (Daba et al., 1991). Al analizar los geles
de SDS-PAGE, Garver and Muriana (1994) observaron que los complejos
Tween 80-curvaticina FS47 comigraban con la bacteriocina y que, luego de su
deteccion por el método directo, la banda antimicrobiana tenia un peso molecular
cercano al monémero de Tween 80 (PM: 1300 Da). Por otro lado, al tenir el gel, la

banda era de color amarillo; esto es debido a que el Tween 80 en geles de
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SDS-PAGE inhibe la tinciéon con plata de las proteinas que estan unidas al mismo,
generando tal coloracién.

Piva and Headon (1994) reportaron que el analisis directo por SDS-PAGE
descrito por Bhunia et al. (1988) es dificil de llevar a cabo. Le atribuyen la
complejidad del estudio a dos factores principales: (i) la cepa indicadora es sensible
al SDS, y (ii) el SDS inhibe la actividad de la bacteriocina. Sin embargo, este método
ha sido exitosamente utilizado para la identificacion de la mesentericina Y105,
bavaricina A y acidocina B (Héchard et al., 1992; Larsen et al., 1993; Van der

Vossen et al., 1994).

3.1.5.-Determinacion de la concentracién de proteina y de la actividad

especifica.

Varios factores suelen impactar en la determinacion de la actividad especifica,
y por ende en la medida del numero de veces en que se ha logrado purificar la
proteina/péptido, siguiendo un protocolo determinado. La sensibilidad del ensayo
cuantitativo de proteinas y de los ensayos de actividad antagonistica son
importantes factores a tener en cuenta cuando se evallua el grado de purezay la
actividad especifica.

De este modo, los ensayos inhibitorios dependen de las condiciones en que
se realizaron las pruebas y de la susceptibilidad de los organismos indicadores
utilizados. También la densidad del in6culo es un factor determinante en la
sensibilidad del método (Tagg et al., 1976).

Una variedad de ensayos estan disponibles para la determinacion de la
concentracién de proteinas: Folin-Lowry, Biuret, Bradford, Acido bicinconinico y la

determinacién espectrofotométrica directa a 220 y a 280 nm. Cada método posee
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diferentes sensibilidades y limitaciones, por lo que debe seleccionarse

cuidadosamente el mas adecuado (Carolissen-Mackay et al., 1997).

3.1.6- Pureza y estabilidad

Se sabe que a medida que la bacteriocina estd mas pura es menos estable.
La mesentericina Y105 (Héchard et al., 1992) y la leucocina A-UAL 187 (Hastings et
al., 1991) puras, son altamente inestables, o sea, pierden con facilidad su capacidad
antimicrobiana. El problema con la inestabilidad no es debido a la protedlisis, sino
que puede deberse a modificaciones estructurales. Ademas, la estabilidad es mayor
con bajos valores de pH que con valores altos. El agregado de otras proteinas
(como BSA) a la bacteriocina pura ha permitido lograr una mayor estabilidad

(Tagg et al., 1976; Hastings et al., 1991).

4.- DETECCION DE BACTERIOCINAS Y DE CEPAS BACTERIOCINOGENICAS

4.1.- Pruebas bioldgicas

Normalmente, el primer indicio de la actividad bacteriocinogénica de las
bacterias lacticas se obtiene mediante pruebas bioldgicas o bioensayos que detectan
la actividad antimicrobiana que estos péptidos ejercen en los microorganismos

indicadores (Figura N2 5).
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Figura N¢ 5. Deteccién de la actividad bacteriocinogénica
presentes en los sobrenadantes de diversas bacterias lacticas

mediante la prueba de difusion en agar.

Sin embargo, sélo en el caso de la nisina se dispone de una unidad
internacional de actividad, referida a la actividad de una cantidad determinada de
una preparacion internacional de referencia. La existencia de unidades similares de
otras bacteriocinas permitiria no sélo la estandarizacién de las preparaciones y los
métodos de analisis empleados en los laboratorios, sino también la comparacion de
la sensibilidad relativa de distintas especies y cepas. La ausencia de unidades
internacionales ha propiciado la proliferacion de diversas unidades arbitrarias de
actividad, lo que imposibilita la extrapolacion de los resultados obtenidos por los

distintos grupos de investigacion.
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La prueba de difusién en agar es probablemente el bioensayo mas utilizado
para la deteccidon de actividad bacteriocinogénica. En este caso, una “Unidad
arbitraria” (UA) se suele definir como la reciproca de la diluciébn mas alta de una
muestra que produce una zona de inhibicién definida en una placa de agar inoculada
con un microorganismo indicador sensible (Pucci et al., 1988; Bhunia et al., 1991;
Henderson et al., 1992). Por otra parte, la actividad antimicrobiana de las fracciones
que se obtienen en las distintas etapas de purificacién de una bacteriocina se suele
determinar mediante métodos turbidimétricos, utilizando placas microtituladoras. En
este caso, una “Unidad bacteriocina” (BU) se define como la reciproca de la dilucion
mas alta que inhibe en un 50% el crecimiento de un indicador (Geis et al., 1983; Holo
et al., 1991).

Las pruebas biolégicas han sido, y siguen siendo, muy utiles en el campo de
las bacteriocinas, debido a su sencillez y sensibilidad. De hecho, hasta hace pocos
anos han sido las Unicas pruebas disponibles. Lamentablemente se trata de pruebas
inespecificas y dificilmente reproducibles, ya que los resultados pueden variar
notablemente en funcién de los numerosos parametros que conforman las
condiciones del ensayo (Blom et al., 1997). La inespecificidad de los bioensayos ha
propiciado que diversos grupos de investigacion hayan aislado, caracterizado y
purificado de forma simultdnea e independiente la misma bacteriocina, como la
lactocina S (Mortvedt and Nes, 1990; Rodriguez et al., 1995) o la Pediocina PA-1
(Henderson et al., 1992; Nieto-Lozano et al., 1992; Daba et al., 1994; Ennahar et al.,
1996; Rodriguez et al., 1997a), a partir de cepas diferentes. Dado que los protocolos
de purificacién y secuenciacién de bacteriocinas requieren el empleo de técnicas

caras, complejas y/o laboriosas, seria deseable disponer de técnicas y métodos
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alternativos que detecten (y si es posible cuantifiquen) de una forma rapida y

especifica a aquellas bacteriocinas previamente identificadas.

4.2.- Pruebas genéticas

Diversas técnicas genéticas, como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) o la hibridacion DNA-DNA, posibilitan la deteccién especifica y rapida de
secuencias pertenecientes a los genes estructurales de aquellas bacteriocinas ya
caracterizadas. Es decir, permiten conocer si una cepa tiene el potencial genético
necesario para producir una bacteriocina dada. Obviamente los oligonucleétidos que
se empleen como cebadores o sondas deben ser cuidadosamente disefiados,
comprobando que no existan homologias significativas entre sus secuencias y las
correspondientes a los genes estructurales de otras bacteriocinas depositados en las
bases de datos de uso habitual (GenBank, EMBL).

La PCR ha sido empleada con éxito para la deteccion de cepas de bacterias
lacticas que producen bacteriocinas previamente caracterizadas (Martinez et al.,
1995). Es conveniente secuenciar los amplicones obtenidos mediante esta técnica
para dilucidar si la secuencia detectada codifica a la bacteriocina investigada o bien
a una variante distinta. Se han descrito variantes de una misma bacteriocina, como
la nisina A y la nisina Z, que se diferencian en un solo aminoacido, fruto de la
sustitucion de un Unico nucleétido, una diferencia que no puede ser detectada
mediante la PCR.

En cuanto a la hibridacion DNA-DNA, las sondas para detectar genes
estructurales de bacteriocinas pueden estar constituidas por amplicones purificados
o por oligonucleotidos especificamente disefiados para tal fin. Las sondas se deben

marcar (con radioactividad, digoxigenina, quimioluminiscencia, etc.) para que la
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hibridacién con las secuencias complementarias que existan en las muestras
problema se pueda detectar de forma sencilla e inequivoca. Las tres modalidades de
hibridacién DNA-DNA mas utilizadas en el campo de las bacteriocinas son la técnica
“dot-blot” (Rodriguez et al., 1997a), la técnica “Southern blot” (Rodriguez et al., 1995)

y la hibridacién en colonia (Martinez et al., 1998; Rodriguez et al., 1998).

4.3.- Pruebas inmunoldgicas

La generacién de anticuerpos especificos frente a las bacteriocinas permite su
deteccion y cuantificacién en los sobrenadantes de las cepas productoras y en los
alimentos. Adicionalmente, posibilita la creacién de columnas para su purificacion
especifica y sencilla mediante cromatografia de inmunoafinidad. Finalmente, facilita
la investigacion en diversos aspectos de las bacteriocinas, como por ejemplo en el
esclarecimiento de las relaciones estructura —funcién.

A pesar de ello, los anticuerpos y las técnicas inmunolégicas han tenido una
repercusion muy limitada como herramientas analiticas para la deteccion vy
cuantificacion de bacteriocinas. Este hecho se debe, en primer lugar, a las
dificultades para obtener la cantidad de bacteriocina purificada necesaria para el
desarrollo de protocolos de inmunizacion en animales de experimentacion.
Actualmente, no existen bacteriocinas disponibles comercialmente (a excepcién de
la nisina) y los protocolos de purificacién a homogeneidad no permiten la obtencidn
de las cantidades necesarias en un tiempo y/o con un gasto razonable. En segundo
lugar, el pequefio tamafo de gran parte de las bacteriocinas de interés industrial
hace que probablemente se comporten como haptenos. Por lo tanto, no es de
extrafar que los intentos realizados para generar anticuerpos especificos frente a la

nisina (Stringer et al., 1995) y a la pediocina PA-1 (Moreira, 1993; Bhunia, 1994) sin
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conjugar hayan fracasado o proporcionado resultados insatisfactorios. De hecho, la
eleccién de las moléculas portadoras y de los métodos de conjugacion puede influir
decisivamente en el éxito de la inmunizacion. Finalmente, ciertas caracteristicas de
las bacteriocinas (hidrofobicidad, tendencia a la agregacion, presencia de
aminoacidos modificados postraduccionalmente, etc.) pueden afectar negativamente
al desarrollo de anticuerpos especificos y/o al reconocimiento de la unién antigeno-
anticuerpo.

El hecho de que hasta la fecha la nisina sea la Unica bacteriocina que se
puede obtener comercialmente, ha propiciado que sea la primera frente a la que se
han desarrollado anticuerpos policlonales y monoclonales especificos y sensibles
(Suarez et al., 1996a; Suarez et al., 1996b; Bouksaim et al., 1998; Bouksaim et al.,
1999). El limite de deteccion de nisina empleando un ELISA directo competitivo es
de entre 1 y 100 ng/mL, en el caso de los anticuerpos policlonales, y de
aproximadamente 10 ng/mL en el de los monoclonales (Suarez et al., 1996b). Estos
anticuerpos han permitido la deteccién y cuantificacién de nisina en quesos y sueros
lacteos (Suarez et al., 1996b; Bouksaim et al., 1998) y la construcciéon de columnas
para su purificacibn a homogeneidad mediante cromatografia de inmunoafinidad
(Suarez et al., 1997). Los anticuerpos anti-nisina, combinados con la microscopia de
transmision de electrones, posibilitan la inmunolocalizacion celular de esta
bacteriocina y la observacion de su accidén bactericida en las células sensibles
(Bouksaim et al., 1999).

Una estrategia que se ha utilizado con éxito en los ultimos afos para obtener
anticuerpos policlonales frente a otras bacteriocinas no disponibles comercialmente
consiste en el empleo como inmundgeno de fragmentos sintéticos deducidos de la

secuencia aminoacidica de la bacteriocina de interés, previamente conjugados a
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moléculas portadoras (Martinez et al., 1997). Es decir, se generan anticuerpos
antipeptidicos con actividad predeterminada frente a la bacteriocina de la que deriva
el fragmento sintetizado quimicamente. Previamente es recomendable evaluar el
potencial inmunogénico de las distintas regiones de la bacteriocina, analizando
parametros tedricos como los indices de hidrofilicidad y antigenicidad mediante
diferentes programas informaticos, (Devereux et al., 1984).

En este contexto, se han empleado los fragmentos sintéticos PH1 y PH2,
formados por los 9 aminoacidos N-terminales y los 11 carboxi-terminales de la
pediocina PA-1, respectivamente, para la generacion en conejos de anticuerpos de
especificidad predeterminada frente a esta bacteriocina (Martinez et al., 1998;
Martinez et al., 1999). Tras la conjugacién de los péptidos, se inicié la inmunizacién
de los animales, que condujo a la obtencién de anticuerpos séricos de elevada
afinidad relativa, que reconocian no sélo a los fragmentos sino también a la
pediocina PA-1. Respecto de los anticuerpos generados frente al fragmento PH2, los
limites de deteccion de pediocina en caldo MRS fueron de 2500, 1000, 25 y <25
ng/mL, en inmunoensayos tipo protein slot-blot, ELISA indirecto no competitivo,
ELISA indirecto competitivo y ELISA directo competitivo, respectivamente. Los
limites de deteccién de los anticuerpos generados frente al fragmento PH1 fueron
inferiores. Los anticuerpos anti-PH1 y anti-PH2 permitieron la deteccién de pediocina
PA-1 en los sobrenadantes de cultivos de las cepas productoras, mostrando una
inmunorreactividad nula o insignificante con los sobrenadantes de bacterias lacticas

productoras de otras bacteriocinas.
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4.4.- Otras pruebas

El potencial de la espectrometria de masas para la deteccion de bacteriocinas
en sobrenadantes de cultivos bacterianos y en fracciones obtenidas durante su
proceso de purificacion, ha sido puesto de manifiesto por Rose et al., (1999). Se
trata de un método rapido y sensible, pero cuyo uso rutinario esta fuera del alcance
de muchos laboratorios.

Recientemente, Wahlstrom and Saris (1999) han desarrollado un ensayo
basado en el fenébmeno de quimioluminiscencia, que permite la cuantificacién de
nisina en medios de cultivo liquidos y en leche, con un limite de deteccién de 0.0125

y 0.075 ng/mL, respectivamente.

5.- MODO DE ACCION

En general, la accion antimicrobiana de las bacteriocinas se debe a la
desestabilizaciéon funcional de las membranas citoplasmaticas de las células
sensibles. Las bacteriocinas actian sobre sus dianas primarias, las membranas, a

través de un proceso que consta de tres etapas basicas:

» union a la membrana
» Insercion en la membrana
» formacién de poros
Este fendbmeno conduce, en ultima instancia, a la muerte celular (Figura N° 6).
Se trata de un mecanismo compartido por la mayoria de las bacteriocinas
producidas por bacterias lacticas (Abee, 1995; Hildeng-Hauge et al., 1998; Moll et

al., 1999).
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La union inicial de las bacteriocinas a las membranas esta gobernada por
interacciones electrostaticas entre los residuos cargados positivamente de los
péptidos y los grupos negativos de los fosfolipidos de las membranas (Driessen et
al., 1995; Demel et al., 1996; Chen et al., 1997a; Chen et al., 1997b; El-Jastimi and
Lafleur, 1997; Chen et al., 1998). Las regiones de las bacteriocinas que determinan
la especificidad, deben reconocer e interaccionar de una forma especifica con
entidades localizadas en las membranas de las células diana. No obstante, en el
caso de las bacteriocinas de amplio espectro, como lo son las pertenecientes a la
clase |, parece mas probable que sea un componente determinado de la membrana,
y no un receptor como tal, el que reaccione con la region de la bacteriocina que
determina la especificidad; se propone que la conductividad y estabilidad de los
poros inducidos por estas bacteriocinas estarian estimuladas por el lipido II, el
precursor del peptidoglicano (Brétz et al., 1998; Fimland et al., 1996). La interaccion
no seria estereoespecifica, ya que la especificidad de cepa que muestran las
bacteriocinas no depende de interacciones de este tipo (Fimland et al., 1998).

En cambio, para las bacteriocinas de clase Il, existirian receptores en la
membrana objetivo que determinarian la especificidad (Venema et al., 1995a y
1995b).

Actualmente existen dos grandes modelos que explican el mecanismo por el
que las bacteriocinas generan poros en las membranas plasmaticas: el modelo de
cufa (wedge-like model), aplicable a la nisina y otros lantibiéticos, y el modelo de
duela de barril (barrelstave-like model), aplicable a diversas bacteriocinas de la clase
Il (Moll et al., 1999) (Figura N° 6). En cualquier caso, la formacién del complejo de
poracién en las membranas provoca la disipacién de la fuerza protén-motriz (PMF) y,

en ultima instancia, la muerte celular (Jack et al., 1995). La PMF es un gradiente
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electroquimico necesario para que se efectuen gran parte de los procesos
metabdlicos dependientes de energia que tienen lugar en las células; consta de dos

componentes:

e un potencial de membrana (AWY);

e un gradiente de pH (ApH) (Montville and Bruno, 1994).

En los ultimos dos afos, el desarrollo de técnicas para estudiar por separado
ambos componentes, y de sistemas de membranas artificiales, ha permitido evaluar
el efecto de diversas bacteriocinas sobre la PMF, un pardmetro clave para

comprender su mecanismo de accion.

En general, el colapso de la PMF conduce a una reduccion significativa del
contenido de ATP intracelular, inhabilita el transporte activo de nutrientes e impide el
mantenimiento de concentraciones adecuadas de ciertos iones, como K* y Mg®*. En
este sentido, los resultados obtenidos con diversas bacteriocinas, como la nisina
(Bruno et al., 1992; Gao et al., 1991; Okereke and Montville, 1992; Ruhr and Sahl,
1985), la pediocina PA-1 (Christensen and Hutkins, 1992; Chikidans et al., 1993), la
lactocina A (van Belkum et al., 1991) y la lactocina B (Venema et al.,, 1993),
condujeron a Bruno y Montville (1993) a la conclusién de que las bacteriocinas de
las bacterias lacticas compartian un mecanismo de accion comun: la disipacion de la

PMF en las células sensibles (Figura N° 6)
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Figura N2 6 . Mecanismo general de accion de las bacteriocinas de las bacterias lacticas en

las células Gram (+) sensibles (Extraido de Martinez Magro et al., 2000).

También se ha sugerido que la constitucién global de las membranas, y no
s6lo su composicion lipidica, podria ejercer una marcada influencia en la actividad
formadora de poros de una bacteriocina, ya que las proteinas de membranas
podrian intervenir decisivamente en el ordenamiento lipidico de esta estructura
(Bennik et al., 1997). En este sentido, aunque las bacterias naturalmente resistentes
a una bacteriocina no pueden evitar la insercién de mondémeros de una bacteriocina,
la composicion global de sus membranas impediria que se formaran poros de
suficiente duracién y diametro como para causar la muerte celular. Es asi como
cepas patogenas (entre ellas de E. coli, P. aeruginosa y S. marcescens) y
resistentes Gram (-), pueden volverse sensibles a la accion de bacteriocinas de

bacterias Gram (+), mediante el uso de agentes quelantes (como EDTA), cuya
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funcion reside en disminuir las propiedades protectoras provistas por la membrana
lipopolisacaridica externa de las bacterias Gram (-) (Helander et al., 1997; Scanell et
al.,, 1997). Esto sugiere que diferentes combinaciones de bacteriocinas, otros
aditivos y procesos tecnolédgicos aplicados de la manera adecuada, de modo que
permitan convertir a una cepa resistente en sensible mediante la alteracién de su
membrana externa, podrian convertirse en una excelente estrategia de control de
microorganismos patdégenos y contaminantes de alimentos, en especial de bacterias
Gram (-).

Una vez que las moléculas de bacteriocinas han formado un complejo de
poracion, la muerte de las células sensibles puede ir acompafada o no de un
proceso de lisis celular (Pucci et al., 1988; Bhunia et al., 1991; Motlagh et al., 1991).
Bhunia et al., (1991) sugirieron que la muerte celular puede activar sistemas
autoliticos que, a su vez, serian responsables de la lisis en algunas cepas. En este
sentido se ha observado que los lantibiéticos nisina y Pep5 son capaces de liberar y
activar las enzimas autoliticas normalmente unidas a los acidos teicoicos,
lipoteicoicos y teicurdnicos de la pared celular de Staphylococcus simulans 22
(Bierbaum and Sahl, 1988).

A pesar de que muchas bacteriocinas de bacterias lacticas poseen
estructuras primarias similares, su espectro antimicrobiano varia mucho mas de lo
que se podria esperar de una mera interaccidn entre un péptido catidnico y los
lipidos de la membrana celular (Eijsink et al., 1998). Este hecho sugiere que
diferencias muy sutiles en la estructura de los péptidos pueden provocar diferencias
notables en su especificidad. El andlisis de las relaciones entre la estructura primaria
y la especificidad celular podria permitir la identificacion de interacciones péptido-

célula claves para determinar si una célula es sensible o0 no a un péptido
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antimicrobiano (Fimland et al., 1998). Por este motivo, el establecimiento de las
relaciones estructura-funcion constituye actualmente uno de los grandes retos en el

campo de las bacteriocinas.

6.- APLICACION DE LAS BACTERIOCINAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

En las dltimas décadas, las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de
origen alimentario han despertado un gran interés cientifico-tecnolégico por su
potencial como agentes bioconservantes de alimentos. Ello se debe a que, en primer
lugar, son sustancias producidas por microorganismos que gozan del estatus de
GRAS (“Generally Recognized as Safe”). En segundo lugar, a que debido a su
naturaleza peptidica son degradadas e inactivadas enzimaticamente en el tracto
digestivo, por lo que no originan disbiosis intestinales ni trastornos de tipo alérgico.
Finalmente, a que la mayor parte de las bacteriocinas de interés industrial tienen un
amplio espectro antimicrobiano y actidan sinérgicamente con otros sistemas de
conservacion.

Esta ultima caracteristica es particularmente relevante desde un punto de
vista practico. Frecuentemente se ha observado que la aplicacién de bacteriocinas
en sistemas alimentarios provoca reducciones tipicas de entre 1 y 4 ciclos
logaritmicos en las poblaciones de los microorganismos sensibles (Muriana, 1996;
Stiles, 1996). Aunque estos niveles de inhibicidbn pueden considerarse inaceptables
como método de conservacion unico o primario, resultarian muy utiles como factor
de seguridad adicional en un sistema de barreras (Leistner, 1992). La accion
sinérgica de las bacteriocinas con otras barreras (temperatura, atmosferas

modificadas, NaCl, nitratos, etc.) podria contribuir tanto a la obtenciéon de alimentos
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con una calidad higiénica éptima, como a una reduccién en las concentraciones de
ciertos aditivos quimicos o en la intensidad de algunos tratamientos tecnolégicos.

La adopcién de un sistema de barreras es especialmente recomendable para
evitar la presencia en los alimentos de microorganismos que, como
Listeria monocytogenes, son dificiles de erradicar por medio de sistemas de
conservacion clasicos como la acidificacién o la refrigeraciéon. Por otra parte, dado
que las bacterias lacticas bacteriocinogénicas y/o sus bacteriocinas no sélo se
encuentran de forma natural en muchos alimentos sino que son percibidas
positivamente por los consumidores, podrian ser Utiles como agentes que confieran
cierta proteccién a aquellos alimentos que son particularmente susceptibles al

crecimiento microbiano, como los minimamente procesados.

6.1.- Formas de aplicacion

Existen tres estrategias principales para la aplicacién de las bacteriocinas en
la conservacion de los alimentos (Abee et al., 1995; Holzapfel et al., 1995; Schillinger

et al., 1996; Aymerich and Hugas, 1998):

1- Inoculacién del alimento con la bacteria lactica, la cual produce la

bacteriocina in situ.

2- Empleo, como ingrediente alimentario, de un medio previamente

fermentado con una cepa bacteriocinogénica.

3- Adicién de la bacteriocina purificada o semipurificada.

Practicamente cualquier bacteria lactica bacteriocinogénica y/o cualquier
bacteriocina se pueden emplear en la industria alimentaria bajo las dos primeras

formas de aplicacién. De hecho, las bacterias lacticas bacteriocinogénicas se han
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utilizado de forma empirica o inadvertidamente durante siglos en las fermentaciones
alimentarias (Stiles, 1996). En la tercera forma de aplicacion, la accién estda mas
controlada, ya que la cantidad de bacteriocina aplicada es conocida; sin embargo,
tiene el inconveniente de estar sujeta a la regulacién de la lista positiva de aditivos
alimentarios.

Hasta la fecha, la nisina es la Unica bacteriocina autorizada como conservante
alimentario. Actualmente su empleo esta aceptado en mas de 50 paises, existiendo
notables diferencias en cuanto a qué alimentos y en qué concentraciones se puede
anadir (Vandenbergh, 1993). La Unién Europea (UE) otorgd a esta bacteriocina el
namero de aditivo alimentario E-234. Recientemente se ha aprobado en Estados
Unidos el uso como ingrediente alimentario de un fermentado (ALTA 2341) que
contiene pediocina PA-1. A pesar de que la presencia de la bacteriocina es el hecho
mas remarcado publicitariamente, el producto no esta sujeto a las restricciones de
los aditivos alimentarios al comercializarse en forma de fermentado. Actualmente
existen algunas patentes europeas y estadounidenses que cubren el empleo de la
pediocina PA-1 en productos lacteos (Gonzalez, 1989) y carnicos (Vandenbergh et

al., 1989; Bourdreaux and Matrozza, 1992).

6.2.- Factores que afectan la eficacia de las bacteriocinas en los alimentos

A pesar del innegable potencial practico de las bacteriocinas, no es
conveniente extraer conclusiones directas de resultados obtenidos en experimentos
in vitro para predecir la eficacia de las bacteriocinas en sistemas in vivo. Ello se debe
a que existe una serie de factores que pueden comprometer la eficacia de las
bacteriocinas y / o de las cepas productoras en aplicaciones industriales (Holzapfel

et al., 1995; Schillinger et al., 1996; Stiles, 1996).
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Entre los factores que afectan la eficacia de las bacterias lacticas

bacteriocinogénicas se destacan los siguientes:

1.- La existencia de un ambiente inadecuado (pH, temperatura, nutrientes,

etc.) para la sintesis de bacteriocinas.

2.- La pérdida espontanea de la bacteriocinogenicidad, lo cual puede
suceder, por ejemplo, cuando los determinantes genéticos para la
biosintesis de las bacteriocinas se encuentran localizados en plasmidos

inestables.

3.- La existencia de fagos que destruyan o impidan el crecimiento normal de

las cepas bacteriocinogénicas.

4.- Los fenémenos de antagonismo con otros microorganismos presentes

en el alimento.

En lo que respecta a los factores que pueden influir negativamente en la

accién de las bacteriocinas, los principales son:

1.- La aparicién de microorganismos resistentes. Se trata de un problema
particularmente preocupante, ya que las células que adquieren
resistencia frente a una bacteriocina suelen mostrar resistencias
cruzadas frente a otras bacteriocinas de la misma clase (Rekhif et al.,
1994).

2.- La existencia en el alimento de condiciones (por ejemplo, pH, proteasas,
procesos oxidativos, aditivos alimentarios) que alteren la estructuray / o

funcion de las bacteriocinas.
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3.- La posible union de las bacteriocinas a ciertos componentes alimentarios
tales como grasas o proteinas.

4.- La dificultad para lograr que la bacteriocina se solubilice o se distribuya
uniformemente en la matriz alimentaria, especialmente en alimentos que

se elaboran con materias primas soélidas y / o semisélidas.

7.- TENDENCIAS ACTUALES Y FUTURAS

Gran parte de las investigaciones actuales en el campo de las bacteriocinas
se dirigen a eliminar o reducir al maximo los problemas que plantean los factores
anteriormente expuestos, y que suponen una seria limitacién para la generalizacion
del empleo de estos péptidos antimicrobianos como agentes bioconservantes.
A continuacién se exponen algunas de las estrategias seguidas para tal fin, junto con
otras que persiguen la obtencion de herramientas que permitan la cuantificacién de

estos péptidos antimicrobianos.

7.1.- Combinacion de bacteriocinas

La actividad y el espectro antimicrobiano de una bacteriocina se pueden
aumentar si se combina con otras bacteriocinas. Se ha observado que una
combinacién de sakacina A y nisina A inhibe el crecimiento de L. monocytogenes de
una forma mas acusada que cualquiera de las dos bacteriocinas por separado
(Schillinger et al., 1996). De forma similar, Hanlin et al. (1993) demostraron la mayor
actividad de una combinacién de nisina A y pediocina PA-1 cuando se la comparaba
con ambas bacteriocinas por separado.

Mulet-Powell et al. (1998) también han mostrado el efecto sinérgico de

diversas combinaciones de bacteriocinas pertenecientes a clases distintas.
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La emergencia de microorganismos resistentes a las bacteriocinas,
particularmente a las de la clase I, parece un hecho bastante comun. En este
sentido, la combinacion de bacteriocinas pertenecientes a clases distintas puede
tener consecuencias practicas muy positivas. Rekhif et al., (1994) observaron que
los mutantes de L. monocytogenes que habian adquirido resistencia cruzada frente a
diversas bacteriocinas de la clase Il, mantenian su sensibilidad intacta frente a los

lantibioticos.

7.2.- Ingenieria proteica y sintesis quimica

Los espectaculares avances en la genética de las bacterias lacticas han
conducido al desarrollo de estrategias de ingenieria proteica que permiten introducir
un gran numero de modificaciones en las moléculas de bacteriocinas (Dodd et al.,
1992; Kuipers et al., 1992: Dodd et al., 1995; Dodd et al., 1996; Quadri et al., 1997).
Este enfoque ha abierto la posibilidad de producir variantes de bacteriocinas con
propiedades ventajosas, como una mayor actividad biolégica, un mayor espectro de
inhibicién o una mejor estabilidad y / o solubilidad. Alternativamente, y dado que la
mayoria de las bacteriocinas de las bacterias lacticas son péptidos de pequeno
tamano, también se pueden obtener variantes de bacteriocinas de composicién
conocida mediante los procedimientos de sintesis quimica de péptidos (Fimland et

al., 1996; Fimland et al., 1998).

7.3.- Produccidn heterologa

En ocasiones, seria interesante disponer de cultivos iniciadores lacticos que
produjeran in situ una bacteriocina con actividad frente a microorganismos

indeseables en los alimentos en los que habitualmente se aplican esos cultivos. Sin
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embargo, muchas bacteriocinas son producidas de forma natural por especies
adaptadas a unos sustratos alimenticios pero incapaces de crecer en otros. Por este
motivo, en los Ultimos anos se esta prestando mucha atencién a la produccién
heter6loga de bacteriocinas de interés, por parte de bacterias lacticas no
bacteriocinogénicas pero bien adaptadas al alimento en el que se desea aplicary /o
con propiedades tecnolégicas relevantes.

Por ejemplo, los pediococos son microorganismos normalmente asociados
con productos vegetales y carnicos, y se emplean frecuentemente en la
fermentacién comercial de este tipo de alimentos. Algunas cepas, la mayoria
pertenecientes a la especie Pediococcus acidilactici, producen pediocina PA-1, una
bacteriocina de amplio espectro antimicrobiano y particularmente activa frente a
L. monocytogenes. Sin embargo, los pediococos estan escasamente adaptados para
la colonizacion de alimentos en los que no residen de forma natural. En este sentido,
su capacidad para fermentar la lactosa es escasa y su actividad proteolitica en leche
es irrelevante (Caldwell et al., 1996). Por lo tanto, no son los candidatos ideales para
controlar el crecimiento de L. monocytogenes en leche y productos lacteos.
L. monocytogenes es uno de los microorganismos que mas preocupan actualmente
a las industrias lacteas ya que, aunque la listeriosis no es una enfermedad frecuente,
los brotes tipicos tienen un gran impacto socio-econdmico, debido a que se
acompanan de las tasas de mortalidad mas elevadas provocadas por patégenos de
transmision alimentaria en los paises desarrollados.

En este contexto, se han obtenido cepas de Lactococcus lactis, un
microorganismo bien adaptado a los ambientes lacteos, que producen
pediocina PA-1 u otras bacteriocinas de la clase Il (Chikidans et al., 1995; Horn et

al., 1998; Buyong et al., 1998). En algunos casos se ha logrado incluso que la
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produccién heter6loga de dichas bacteriocinas alcance un nivel similar al de las
cepas naturalmente productoras (Horn et al., 1999). Adicionalmente, se han
desarrollado cepas de lactococos capaces de producir heterélogamente nisina A y
pediocina PA-1 (Horn et al., 1999), dos bacteriocinas de amplio espectro pero que
pertenecen a clases distintas, con estructuras y modos de accion diferentes. Este
hecho supone un primer paso para afrontar el problema de los microorganismos
resistentes ya que, en el caso de que aparecieran resistentes a una bacteriocina,
éstos podrian ser inhibidos por la segunda. Finalmente, también se han desarrollado
cepas de levaduras que producen pediocina PA-1 (Schoeman et al., 1999). En este
caso, el objetivo es la inhibicién de las bacterias lacticas alterantes del vino y de

otras bebidas alcohdlicas obtenidas mediante procesos fermentativos.
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OBJETIVOS

La utilizacién de starters de bacterias lacticas para la produccién “in situ” de
sustancias antimicrobianas, o el empleo de esos compuestos total o parcialmente
purificados como biopreservadores alimentarios, se traduce en un incremento del
“shelf-life” y de la seguridad de los alimentos. Por ello su estudio y desarrollo ocupa
y ocupara en el futuro inmediato un espacio econémico relevante, teniendo en
consideraciéon los dafos causados en las industrias alimentarias por defectos
microbioldgicos de variada naturaleza, asi como el aspecto social relacionado con
las exigencias del publico consumidor, que muestra una marcada preferencia por los
aditivos alimentarios naturales. En consecuencia, la sostenida investigacién en estos
aspectos formara la base de futuras estrategias para desarrollar alimentos mas
estables y seguros, y mas acordes con las exigencias sociales del mercado. Si bien
el tema ha recibido destacada atencién en los Ultimos afos, quedan aun muchas
cuestiones por aclarar en funcion de la notable complejidad del sistema
antagonistico generado por las bacterias lacticas, que ademas es variable de cepa a

cepa.

En funcion de lo expuesto, el objetivo general de esta investigacion ha sido
lograr una adecuada purificacién de los péptidos antimicrobianos producidos por
cepas de Enterococcus aisladas de ecosistemas alimentarios regionales, de
composiciéon y estructura ain desconocidas. De este modo se pretende contribuir al
desarrollo de una tematica de gran interés tecnoldgico, teniendo en cuenta la

tendencia actualmente imperante en la industria alimentaria mundial.
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Para tender al logro de este objetivo general, se plantea la investigacion y

estudio de los siguientes objetivos parciales o especificos:

% Seleccion de las cepas silvestres de Enterococcus, de coleccion propia,
mejores productoras de sustancias antimicrobianas tipo bacteriocinas.

% Obtencién de sobrenadantes libres de células a partir de cultivos de esas
cepas, donde se encuentren presentes las sustancias antimicrobianas a
estudiar.

% Purificacion parcial de las sustancias tipo bacteriocinas integrantes de los
sobrenadantes de cultivos antes mencionados.

% Caracterizacion de esas sustancias, que permitan determinar su composicién

y naturaleza quimica y su espectro de accion.
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MATERIALES Y METODOS
1.- MICROORGANISMOS EMPLEADOS
1.1.- Bacteria lactica productora de bacteriocina

La bacteria lactica productora de bacteriocina empleada en este trabajo es la
cepa de Enterococcus faecalis DBFIQ E24, perteneciente a la coleccién propia de
las Catedras de Microbiologia y Biotecnologia de la FIQ-UNL, y fue aislada a partir

de leche cruda producida en la regién Santa Fe (Argentina).

1.2.- Microorganismos indicadores o blancos

Las cepas empleadas como microorganismos indicadores para evaluar la
actividad bacteriocinogénica de la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 se detallan en las

Tablas N° 1,2y 3:
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Tabla N2 1: Bacterias indicadoras utilizadas para ensayar la actividad antagonistica de

la cepa productora de bacteriocina (Enterococcus faecalis DBFIQ E24).

. Sigla identificatoria de Coleccion de origen

Bacterias indicadoras cada cepa
Bacillus cereus Bc 28 DBFIQ
Bacillus megaterium Bm 17 DBFIQ
Bacillus subtilis Bs 33 DBFIQ
Enterococcus faecalis E13 DBFIQ
Enterococcus faecium E2 DBFIQ
Enterococcus faecium E3 DBFIQ
Escherichia coli E.c.9 DBFIQ
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LB 42 DBFIQ
Lactobacillus plantarum LP 7 DBFIQ
Lactobacillus plantarum LP 25 DBFIQ
Lactobacillus plantarum LP 31 DBFIQ
Lactococcus lactis subsp. CRL 63 CERELA
lactis
Lactococcus lactis SF 1-1 DBFIQ
Listeria monocytogenes Lm2 DBFIQ
Pseudomonas sp. Ps 5 DBFIQ
Salmonella Enteritidis SE 8 DBFIQ
Staphylococcus aureus
subsp. aureus Sa 22 DBFIQ
Streptococcus thermophilus SF 1-1 DBFIQ
Vibrio cholerae O1 EL Tor
serotipo Inaba Vch 7 DBFIQ

DBFIQ: Catedras de Microbiologia y Biotecnologia de la FIQ-UNL

CERELA: Centro de Referencia para Lactobacilos — CONICET-U.N. de Tucuman
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Tabla N2 2: Hongos filamentosos utilizados para ensayar la actividad antagonistica

de la cepa productora de bacteriocina (Enterococcus faecalis DBFIQ E24).

Especies indicadoras Sigla identificatoria de Coleccion de origen
cada cepa
Aspergillus clavatus AC-1 DBFIQ
Aspergillus flavus AF-25 DBFIQ
Aspergillus flavus AF-58 DBFIQ
Aspergillus flavus AF-21 DBFIQ
Aspergillus niger AN-7 DBFIQ
Fusarium chlamydosporum F-9 DBFIQ
Fusarium chlamydosporum F-13 DBFIQ
Fusarium sp. F-15 DBFIQ
Geotrichum candidum GC-10 DBFIQ
Mucor circillenoides MC-10 DBFIQ
Penicillium camemberti PC-6 DBFIQ
Penicillium chrysogenum PCh-4 DBFIQ
Penicillium citrinum PC-85 DBFIQ
Penicillium commune PCo-11 DBFIQ
Penicillium islandicum PI-13 DBFIQ
Penicillium roquefortii PR-22 DBFIQ
Rhizopus oryzae RO-3 DBFIQ
Rhizopus stolonifer RS-1 DBFIQ

DBFIQ: Catedras de Microbiologia y Biotecnologia de la FIQ-UNL
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Tabla N2 3: Levaduras utilizadas para ensayar la actividad antagonistica de la cepa

productora de bacteriocina (Enterococcus faecalis DBFIQ E24).

Especies indicadoras

cada cepa
Candida albicans 10231
Candida albicans 64548
Candida parasilopsis 22019
Candida tropicalis Cts
Candida tropicalis Ct9
Kluyveromyces marxianus Km 1
Rhodotorula rubra Rr 12
Saccharomyces cerevisiae Sc 1
Schizosaccharomyces SchO 1
octosporus
Schizosaccharomyces SchP 2
pombe

Sigla identificatoria de

Coleccion de origen

ATCC
ATCC
ATCC
DBFIQ
DBFIQ
DBFIQ
DBFIQ
DBFIQ
DBFIQ

DBFIQ

DBFIQ: Catedras de Microbiologia y Biotecnologia de la FIQ-UNL

ATCC: American Type Culture Collection — USA
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2.- CONSERVACION DE LAS CEPAS

2.1.- Conservacion de las cepas bacterianas

A 5 mL de cultivo liquido de la bacteria a conservar, propagada a 37 °C por un
periodo de 18 h, se los centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm y se descarté el
sobrenadante en condiciones de esterilidad. A continuacién se resuspendieron las
células en 5 mL de agua estéril y se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm,
descartando nuevamente el sobrenadante en condiciones de esterilidad. Este
proceso se repiti6 dos veces. Por otro lado, se prepard el medio de cultivo liquido
con 15% (v/v) de glicerol estéril. Se resuspendieron las células en 5 mL de este
medio, en cada tubo de conservacion estéril se dispensaron 2.5 mL de la suspensién
y se los conservé a —20 °C (Heckly, 1978). Todas las cepas se conservaron en los

medios de cultivos mas adecuados para cada una de ellas.

2.2.- Conservacion de las cepas de levaduras

Se aplico el mismo método de conservacién utilizado para las diferentes
cepas bacterianas, con la Unica diferencia de que se utilizé el caldo de crecimiento

YM, adecuado para estos microorganismos.

2.3.- Conservacion de las cepas de hongos filamentosos

Las diferentes cepas fungicas fueron sembradas en estria de agar extracto de
malta (MEA) e incubadas a 25 °C durante 7 a 10 dias. Posteriormente se
adicionaron 10 mL de vaselina esterilizada por calor seco a estos cultivos y se los

conservé en la oscuridad a temperatura ambiente. La vaselina evita la excesiva
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desecacién de los cultivos y facilita la toma de material fingico con la ayuda de un

ansa de aguja, para la reactivacion del hongo.

Para disponer de un stock de referencia seguro y estable en el tiempo, todas
las cepas bacterianas, de hongos y levaduras se conservaron también por

liofilizacidén y por ultracongelamiento a —80 °C.

3.- OBTENCION DEL SOBRENADANTE LIBRE DE CELULAS (SLC)

A partir del conservado, la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 se activdo mediante
tres siembras sucesivas en Caldo M17 (Biokar), incubando cada cultivo a 37 °C
durante 24 h. El cultivo final se obtuvo sembrando 30 mL del dltimo precultivo en
1000 mL de Caldo M17 (Biokar), e incubandolo a 37 °C durante 24 h.

Las concentraciones de las poblaciones celulares logradas en estos cultivos
estuvieron comprendidas entre 1.0x10° y 7.4x10° ufc/mL. El sobrenadante libre de
células se obtuvo centrifugando el cultivo final a 6000 rpm durante 15 minutos, a
5 °C. Luego se lo concentré 10 veces por evaporacion a 70 °C en un evaporador
rotatorio BUCHI RE 111 (utilizando una bomba de vacio “Biichi” Mod. Vac V-500), se
ajusté el pH a 6.0 con NaOH 1 N y posteriormente se lo esterilizé por filtracién en un
equipo Millipore, utilizando membranas de 0.22 um de diametro de poro (Simonetta

et al., 1997).
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4.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA POR EL METODO DE

DIFUSION EN AGAR

Esta técnica consiste en sembrar 0.1 mL del cultivo del microorganismo
indicador, con una concentracién celular de 10° ufc/mL, en 15 mL del medio de
cultivo correspondiente, vertiéndolos luego en una placa de Petri. Las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta que se solidifigue el medio de cultivo y
en el agar se hicieron pocillos de 7 mm de diametro, en los que se vertieron 60 pL
del sobrenadante libre de células. Posteriormente las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas. La actividad inhibitoria del sobrenadante se determind midiendo
las zonas de inhibicién alrededor de los pocillos. Para ello se utilizé la expresién:

Diametro del halo de inhibicion = [Radio de la zona de inhibicién x 2 + didmetro

del pocillo (7mm)].

5.- ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LA SUSTANCIA INHIBITORIA

PRODUCIDA POR LA CEPA DE E. faecalis DBFIQ E24

El espectro antimicrobiano de la sustancia inhibitoria producida por la cepa de
E. faecalis DBFIQ E24, se determindé evaluando la actividad inhibitoria de su
sobrenadante concentrado libre de células, frente a los microorganismos indicadores

citados en las Tablas N2 1, 2, 3.

5.1.- Capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram (+) y Gram (-)

Para determinar la capacidad inhibitoria se utilizd el método de difusién en
agar, 60 uL del extracto a ensayar se colocaron en cada uno de los orificios de 7 mm
de diametro, practicados en placas de Agar Nutritivo (Merck) ya inoculada con el

microorganismo cuya sensibilidad se pretende determinar. Las placas se incubaron
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a 37 °C durante 24 h, procediendo luego a medir el diametro de los halos de
inhibicién. En todos los casos se utilizdé como control Caldo M17 (Biokar)
concentrado diez veces, esterilizado por filtracién y acidificado con acido lactico
hasta un valor de pH coincidente con el del sobrenadante. Ademas, para las
muestras parcialmente purificadas y liofilizadas, se utilizaron como controles las
soluciones en que se las resuspendio, cuyo pH fue ajustado al mismo valor que el de

las muestras en ensayo (Tagg and McGiven, 1971; Benkerroum et al., 1993).

5.2.- Capacidad inhibitoria frente a hongos filamentosos

Se cultivd cada cepa fungica blanco en estria de Medio MEA (Difco) durante
7 dias a 25 °C. Luego se realizd una suspensién de los esporos del hongo, agregando
al tubo 10 mL de agua de peptona al 0.1% (p/v) y agitando. Para los cultivos de
Aspergillus, Penicilliumy Fusarium, a la suspensién de esporos se le agregé Tween 80
[concentracién final 0.1% (v/v)]. Este impide que los conidios asciendan a la superficie
al disminuir la tension superficial del agua, ya que los mismos son hidrofébicos. Se
inocularon 0.3 mL de la suspensién de esporos sobre una placa con 15 mL de Medio
MEA (Difco), que se distribuyeron sobre la placa utilizando una espatula de Digralsky.
Se realizaron pozos en la placa de Medio MEA (Difco) y se sembraron 60 pL del SLC
en cada pozo. El desarrollo del hongo y la formaciéon de halos se siguieron durante

7 dias de incubacién a 25 °C.
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5.3.- Capacidad inhibitoria frente a levaduras

Para levaduras se aplicé la misma técnica, pero reemplazando el medio MEA
(Difco) por medio YM Agar (Difco), e incubando durante un periodo de 24 a 48 h a
25 °C.

En ambos casos se utilizé como control (no generador de halo) al medio de
cultivo M17 (Difco) concentrado 10 veces, esterilizado por filtraciéon y llevado a pH 7

(Russell-White, 2005).

6.- ENSAYOS DE INHIBICION CRUZADA ENTRE E. faecalis DBFIQ E24 Y

DISTINTAS CEPAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Se determiné la inhibicidbn cruzada entre distintas cepas de bacterias acido
lacticas y la de E. faecalis DBFIQ E24 mediante el ensayo de la doble capa de agar.
Para determinar la actividad inhibitoria de las cepas de bacterias acido lacticas frente a
la de E. faecalis DBFIQ E24, en placas de Petri con 15 mL de Agar MRS (Difco) se
inocularon por toques 6 a 8 cepas de las bacterias acido lacticas cuya actividad
inhibitoria se pretende detectar. Las mismas se incubaron durante 24 h a 37 °C.
A continuacién, se coloco sobre la capa de Agar MRS (Difco) con las bacterias lacticas
ya desarrolladas, una capa de Agar MRS semisoélido [0.8% (p/p) de agar] conteniendo
la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 (0.1 mL de un cultivo de la misma, con una
concentracion celular de 10° ufc/mL). Se incubé 24 h a 37 °C y se observd la
formacién de halos generados en el césped de bacteria blanco (E. faecalis DBFIQ
E24) por las cepas que pueden inhibirla.

Se aplicé la misma técnica descripta para determinar la capacidad inhibitoria de
E. faecalis DBFIQ E24 frente a las otras bacterias acido lacticas, pero en estos

ensayos la cepa mencionada se hizo desarrollar en las placas de MRS Agar (Difco) y
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las cepas de las bacterias acido lacticas cuya sensibilidad se pretende determinar se
desarrollaron en Agar MRS semisélido a fin de generar la doble capa (Foulquié

Moreno et al., 2003).

7.- CARACTERIZACION PRIMARIA DEL SOBRENADANTE LIBRE DE CELULAS

DE E. faecalis DBFIQ E24

7.1.- Ensayos enzimaticos

Se determiné la sensibilidad del SLC en estudio frente a la accion de las
siguientes enzimas: Catalasa, Lipasa tipo |, Lisozima, Papaina, Pepsina, Pronasa
E, Proteinasa K y Tripsina (todas ellas de la marca Sigma). Las soluciones
enzimaticas se prepararon en buffer fosfato de potasio (KH.PO4/K-HPO,), a fin de
lograr el pH éptimo de accién de cada una de ellas. La fuerza iénica del mismo varié
dependiendo de la enzima: con Catalasa, Pepsina, Lipasa y Tripsina se us6 una
concentracion salina de 0.2 M; con Lisozima se trabajo a una concentraciéon de
0.066 M; y con Pronasa E, Proteinasa K y Papaina se usé una concentracion
0.01 M.

La técnica aplicada fue la siguiente:

En un tubo de ensayo estéril se colocdé 1 mL del SLC estéril y 1 mL de la
solucién de enzima esterilizada por filtracion, con una concentracién de 1 mg/mL, de
manera de lograr una concentracion final de 0.5 mg/mL de la enzima en el medio de
reaccion. La mezcla reaccionante se incubd en estufa durante 4 horas a 37 °C.
Posteriormente se evalud la actividad inhibitoria remanente por el método de difusion

en agar (Strasser de Saad et al., 1993; Vignolo et al., 1993).
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7.2.- Determinacion de algunos parametros fisicoquimicos

7.2.1.- Tratamientos térmicos

El SLC estéril se calent6é en bano de Maria a 100 °C durante 10 y 30 minutos;
también fue tratado en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, ensayandose luego

la actividad inhibitoria por el método de difusién en agar (Simonetta et al., 1997).

7.2.2.- Sensibilidad frente al pH

Se ajusto el valor del pH del SLC concentrado estéril a distintos valores en el
rango comprendido entre 4.50 y 9.00. Se usé como testigo el medio de cultivo
(Caldo M17, Difco) concentrado 10 veces, esterilizado y llevado a los mismos
valores de pH.

Para disminuir el pH se utilizé acido lactico concentrado (Cicarelli), y para
aumentarlo se trabajé con una solucion de NaOH 1N. Posteriormente se evalué la
actividad inhibitoria por el método de difusién en agar (Schillinger and Liicke, 1989;

Park et al., 2003).

7.2.3.- Determinacion del PM aparente de la fraccion activa

7.2.3.1.- Ultrafiltracion

Se utilizé un equipo de ultrafiltracion (Centriprep-3, Amicon) con membrana de
corte (cut-off) de 3000 Da. Se colocaron en el equipo 2 mL del SLC concentrado, a
los que se agregaron 8 mL de agua Milli Q. Se centrifugd a 3000 x g a 25 °C durante
65 minutos. Luego se evalud la actividad inhibitoria y el titulo, tanto en la fraccidn

filtrada del SLC como en la retenida. Como cepas indicadoras para evaluar la
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actividad inhibitoria se utilizaron: B. cereus DBFIQ Bc 28, E. coli DBFIQ E.c. 9,

Pseudomonas sp. DBFIQ P 55 y B. subtilis DBFIQ B 11.

7.2.3.2.- Dialisis

La didlisis del SLC se realizd6 con el fin de eliminar las sales y otros
componentes de bajo peso molecular que contuvieran, y poder estimar mas
aproximadamente el peso molecular de la sustancia activa.

El proceso de dialisis consiste en un intercambio molecular a través de una
membrana semipermeable con un tamano de poro inferior al tamafo de la proteina.
De esta forma, si se introduce en una disolucion con el tampén final deseado o H.O
desionizada una membrana de dialisis rellena de la disolucion de proteina, el tampoén
y las sales se intercambiaran entre el interior y el exterior de la bolsa, mientras que la
proteina permanecera en el interior, siempre que el PM de la misma sea mayor que el
cut off de la membrana utilizada. La muestra se sometié a dialisis a través de una
membrana con un limite de exclusién de 1000 Da (Sigma), durante 24 horas a 4 °C y
en agitacién, frente a agua desionizada (un volumen 1000 veces mayor al de la
disolucion de proteina).

Tras ese tiempo, se realizé un segundo cambio de la disolucién externa que se
mantuvo al menos 6 h mas a 4 °C. Luego a las fracciones retenida y no retenida, se
les determiné la actividad frente a los microorganismos indicadores por el método de
difusion en agar (Yamamoto et al., 2003).

A la fraccién activa de la didlisis anterior, se la dializ6 nuevamente utilizando
una membrana con un limite de exclusion de 2000 Da (Sigma), en las mismas

condiciones descriptas anteriormente. Luego a las fracciones retenidas y no retenidas,
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se les determiné la actividad frente a los microorganismos indicadores por el método

de difusién en agar.

7.2.4.- Efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento sobre la actividad

inhibitoria del SLC

Alicuotas del SLC concentrado estéril fueron almacenadas a las siguientes
temperaturas: —20, 4, 25 y 37 °C, durante cinco meses. Mes a mes se les determiné
la actividad inhibitoria remanente a través del ensayo de inhibicion en agar

(Benkerroum et al., 1993).

7.2.5.- Accion de los surfactantes sobre la actividad inhibitoria del SLC

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron los siguientes detergentes:

Detergentes no idnicos

e Triton X-100 (Sigma)
e Tween 20 (Sigma)
e Tween 80 (Sigma)

Detergentes anidnicos

e Dodecil Sulfato sodico (J. T. Baker)
« Acido glicdlico (Fluka)

e Acido célico (BDH)

¢ Acido desoxicélico (Fluka)

e Acido taurocolico (Biochem)
Detergentes catidnicos

e Bromuro de cetil trimetilamonio (BDH)
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El ensayo se efectué agregando a 1 mL de muestra 10 pL de detergente
(si es liquido) o 10 uL de una solucion saturada del surfactante (si el mismo es
s6lido), de modo de obtener una concentracion final del 1% (v/v). A continuacion,
todas las muestras y controles se incubaron a 37 °C durante 6 horas. Luego del
tiempo de incubacién se efectuaron diluciones sucesivas al 'z, tanto de las muestras
como de los controles. Luego se procedidé segun la metodologia correspondiente al
ensayo de difusién en agar. Se midieron los titulos (en AU/mL) para cada muestra.
Las cepas indicadoras utilizadas fueron B. cereus DBFIQ B 28 y E. coli DBFIQ
E.c. 9. Cabe aclarar que el ensayo completo se realiz6 en condiciones de esterilidad.

Los controles utilizados fueron: el SLC concentrado estéril sin el agregado de
detergentes y las soluciones de cada detergente al 1% (v/v), realizadas en Caldo

M17 (Difco) con su pH ajustado a un valor de 7.0 (Muriana y Klaenhammer, 1991).

7.3.- Determinacion del titulo del extracto

Al SLC se le realizaron diluciones sucesivas al 2. Luego, para determinar la
capacidad inhibitoria de las mismas, se utiliz6 el método de difusion en agar

El titulo se defini6 como la inversa de la maxima dilucién efectuada sobre la
muestra, que generd un halo de inhibicion de 7.5 mm (didmetro del pozo: 7 mm)
multiplicado por el volumen de la muestra, en mL, utilizado en el ensayo. El titulo se
expres6 en Unidades Arbitrarias por mL (AU/mL) (Strasser de Saad et al., 1993;

Vignolo et al., 1993; Tagg y McGiven, 1971).
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7.4.- Determinacion del modo de accion y de la capacidad litica

Como confirmacién de la actividad antagonistica del SLC, se determin6 el
efecto del mismo sobre la evolucion de poblaciones celulares proliferantes de cepas
sensibles. Para ello se agregaron 2 mL del SLC concentrado a 18 mL de cultivos en
fase logaritmica de E. coli DBFIQ E.c. 9 y de B. cereus DBFIQ B 28, desarrollados
en Caldo Nutritivo (Merck), y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. A intervalos
apropiados (horas: 0, 3, 6, 9, 12 y 24), se determind el numero de células viables
presentes en cada cultivo mediante conteos microbiologicos en Agar Nutritivo
(Merck) (Schillinger and Liicke, 1989).

Como control se realizd una experiencia idéntica con cada microorganismo
blanco utilizado, s6lo que al cultivo de los mismos no se anadié el SLC.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

Para la determinacion de la capacidad litica, a los tubos de ensayo
conteniendo la cepa indicadora con y sin el agregado del SLC concentrado se les
midid, a los mismos tiempos detallados previamente, la densidad Optica a A=525 nm,

utilizando como blanco de lectura Caldo Nutritivo (Merck) no inoculado.

7.5.- Ensayos de citotoxicidad mediante lisis de eritrocitos

Se activé la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 mediante tres siembras sucesivas
en Caldo MRS (Difco), incubando a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se sembré por
estriado sobre placas de Petri conteniendo Agar Base Sangre (Merck) con el agregado
de sangre humana al 7% (v/v). Las placas fueron incubadas a 37 °C toda la noche. La
reaccion hemolitica se determiné por observacién de una zona clara de hidrélisis

alrededor de las colonias (B-hemdlisis), una zona verdosa de hidrélisis parcial
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(a-hemdlisis), o la ausencia de zona de hidrdlisis alrededor de la colonia (y-hemodlisis)

(Foulgquié Moreno et al., 2003).

7.6.- Resistencia a Vancomicina

La resistencia antibiotica al glicopéptido fue determinada mediante la técnica de
dilucién en caldo. La soluciéon standard fue preparada adicionando 6.4 mg de
Vancomicina (Laboratorio Lilly) a 100 mL del Caldo Tripticasa Soya - Extracto de
Levadura (TSYE) (Biokar), que contiene 3 g de tripteina de soya y 0.3 g de extracto de
levadura por 100 mL de agua destilada, y cuyo pH debe ser ajustado a 7. Se
realizaron diluciones sucesivas al "2 del antibiético, para lo que se transfirieron 5 mL
de la solucién standard a un tubo conteniendo 5 mL de TSYE estéril, y asi
sucesivamente hasta obtener concentraciones de antibiético de 64, 32, 16, 8, 4, 2 y
1 ug/mL. A cada tubo se agreg6é 1 pL de un cultivo de la cepa de E. faecalis DBFIQ
E24 propagada en Caldo TSYE (Biokar) a 37 °C durante toda la noche. Los tubos se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM), como la concentracion mas baja de antibiético que no

permiti6 el crecimiento de la cepa analizada (Foulquié Moreno et al., 2003).
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8.- PROTOCOLOS DE PURIFICACION DE LA SUSTANCIA ANTIMICROBIANA

PRESENTE EN EL SLC
8.1.- Primer protocolo de purificacion
8.1.1.- Cromatografia de intercambio cationico

La técnica cromatogréafica de intercambio i6nico (aniénico y catidnico) permite
separar moléculas en disolucion de acuerdo a su carga eléctrica superficial, por lo que
su eficacia depende del pH del sistema y del punto isoeléctrico (pl) de las
biomoléculas. Cuando el pH de los tampones supera el pl de las biomoléculas se
emplea un intercambiador anidénico; en cambio, cuando el pH de los tampones es
inferior al pl de las biomoléculas se emplea un intercambiador catiénico.
La cromatografia de intercambio catibnico se basa en la adsorcién selectiva y
reversible de las moléculas con carga neta positiva a una matriz cromatografica de

carga eléctrica neta negativa.

8.1.1.1.- Geles

Se empled el gel SP-Sepharosa Fast Flow (Amersham Biosciences), que es un
intercambiador cationico fuerte, activo en un rango de pH ente 4.00 y 13.00, y que
permite separar moléculas de hasta 10° Dalton (limite de exclusién). La sepharosa es
un gel formado por microesferas de agarosa [6% (p/v)], a la que se le han suprimido
los polisacaridos cargados eléctricamente, por lo que se obtiene un gel que carece
practicamente de grupos residuales cargados. A la sepharosa se ligan covalentemente
un gran numero de radicales sulfopropilo (-SP) de carga negativa. Los grupos
cargados se encuentran asociados a cationes “moviles” (Na*) suministrados por el

buffer de equilibrado, que seran reversiblemente reemplazados por iones del mismo
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signo de las proteinas, sin alterar la conformacién de la matriz cromatografica. Las
proteinas permanecen retenidas electrostaticamente en el lecho cromatografico hasta
que se aumenta la fuerza iénica [se introduce un gran nimero de cargas positivas que
compiten por los radicales (-SP) y/o se varia el pH del sistema hacia o sobre el pl de

las proteinas].

8.1.1.2.- Condiciones de trabajo

La columna de intercambio iénico (2.5 cm de diametro por 35 cm de alto), que
contiene 50 mL de la resina SP-Sepharosa Fast Flow (Amersham Biosciences), se
equilibré con una solucién de acetato de amonio 50 mM, pH=4.50. Luego, teniendo
en cuenta la concentracién de proteina, se aplicaron 25 mL del SLC concentrado.
Se lavd con la misma solucion de equilibrado y se procedié a eluir con soluciones de
acetato de amonio a igual pH, en modo de gradiente escalonado desde 0.1 a 0.4 M
(Guyonnet et al., 2000). El flujo utilizado fue de 2.5 mL/min y se mantuvo constante
durante toda la experiencia. Se juntaron fracciones de 5 mL y se les midié la
absorbancia a 230 y 280 nm. La cantidad de SLC procesado fue de 100 mL.
Se colectaron las fracciones correspondientes a las diferentes molaridades de buffer,
se concentraron en rotavapor y se liofilizaron en un equipo de la marca Rificor
(modelo L-M10-A-E50-CRT), equipado con bomba de vacio Dosivac (modelo DVR
140). A las muestras resuspendidas en agua y llevadas a pH=7.0 se les determind la
actividad antimicrobiana, utilizando el método de difusion en agar. Las cepas
indicadoras utilizadas fueron B. cereus DBFIQ B 28 y E. coli DBFIQ E.c. 9.

Las cromatografias en columnas se efectuaron utilizando una bomba
peristaltica Econo Gradient Pump, de Bio-Rad. Las fracciones se recolectaron

utilizando un colector de fracciones de la marca Bio-Rad (modelo 2110).
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8.1.2.- Cromatografia en fase reversa

La cromatografia liquida de fase reversa se basa en la separacién de solutos
en funcion de su distribucion entre una fase mdévil polar y una fase estacionaria
constituida por silica quimicamente modificada con hidrocarburos saturados,
insaturados o aromaticos de diferentes tipo. Las columnas cromatograficas mas
ampliamente utilizadas para la separacién de péptidos y proteinas son las de C2,
C4, C8 y C18. La fase movil es polar, compuesta principalmente por agua con
adicion de solventes organicos polares tales como: metanol, propanol, etanol y
acetonitrilo, para promover el desplazamiento del soluto desde la fase estacionaria a
la fase movil (Harris and Angal, 1989).

Las moléculas del soluto se retienen en la matriz en virtud de las
interacciones hidrofébicas que establecen con la silica modificada. Aunque las
interacciones hidrofébicas son en general bastante débiles, son también a menudo
muy numerosas y para eluir las moléculas, es siempre necesario disminuir la
polaridad del disolvente, para lo cual se va incrementando la concentracion del

solvente organico en la mezcla de elucion.

8.1.2.1.- Soporte cromatografico

En la separacién de aminoacidos y péptidos mediante fase reversa el soporte
mas comunmente empleado posee una cadena lineal de 18 carbonos y se denomina
como Cig |SiOy|-(CH2)17-CHs. La matriz esta formada por particulas de silica de
55-105 pm y tamafio de poro de 125 A, permaneciendo el soporte activo en un

rango de pH entre 2.0 y 8.0.
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8.1.2.2.- Condiciones de trabajo

A la fraccién activa proveniente de la cromatografia de intercambio catiénico
se le agreg6 acido trifluoroacético (TFA) de manera de lograr una concentracion final
del 0.1% (v/v), de modo de proveer un pH acido y evitar las interacciones idnicas de
los péptidos con los silanoles cargados negativamente; el TFA aumenta la
hidrofobicidad de los péptidos porque los grupos carboxilicos estan protonados y los
residuos basicos forman pares ibnicos con TFA (Herraiz and Casal,1995).
Posteriormente se la aplicé a una columna de fase reversa de Cqg (Waters, 35 c.c.)
equilibrada con agua; luego se lavo la columna con una solucién de agua mas TFA
al 0.1% (v/v), y la elucién se efectu6 de modo escalonada con soluciones acuosas
con porcentajes crecientes de acetonitrilo (ACN) desde el 20% al 100%, también con
una concentracién final de TFA del 0.1% (v/v). El flujo utilizado fue de 2.0 mL/min y
se mantuvo constante durante toda la experiencia. Las muestras fueron
concentradas, liofilizadas, reconstituidas en agua y llevadas a pH=7.0 antes de
testear su actividad antagonistica por el ensayo de inhibicibn en agar con las

bacterias indicadoras previamente mencionadas en la seccién 8.1.1.2.

8.1.3.- Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC)

La muestra se aplicé a la columna en solucién acuosa acidificada con TFA
Para mejorar la solubilidad de los péptidos constituidos por aminoacidos muy
hidrofébicos se anade al solvente un 10 a 20% (v/v) de ACN. Aunque se han
reportado otros sistemas de solventes, este ultimo sigue siendo el mas empleado a

pesar de la toxicidad del acetonitrilo.
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A fin de eluir de la columna los péptidos mas hidrofobicos es necesario
aumentar la concentracion de ACN en el sistema. Esto se hace en forma gradual
mediante un programa de elucion, lo cual permite una gran resolucién en la

separaciéon de las moléculas.

8.1.3.1.- Condiciones de trabajo

La fraccion activa proveniente de la cromatografia en fase reversa fue
calentada a 37 °C durante 30 minutos, enfriada a temperatura ambiente y purificada
parcialmente por HPLC, utilizando un equipo Gilson modelo 811C, con columna
analitica (90 A, tamafio de particula 4 p, dimensiones 250 x 4,60 mm, Jipiter Proteo,
marca Phenomenex). El volumen sembrado por corrida cromatografica fue de 10 pL.
Las condiciones de corrida fueron: gradiente de 2% a 80% de solvente B [ACN grado
HPLC conteniendo 0.1% (v/v) de TFA] en A [agua Milli Q conteniendo 0.1% (v/v) de
TFA]; tiempo de corrida de 30 minutos, a un flujo de 0.8 mL/min y con una sensibilidad
de 0.2 unidades de absorbancia. La deteccion se realizd a A=280 nm y a A=220 nm.
Se utiliz6 también una columna semipreparativa (90 A, tamafio de particula 10 p,
dimensiones 250 x 10 mm, Jupiter Proteo, marca Phenomenex) para realizar la
separaciéon de las distintas fracciones. Las condiciones cromatograficas aplicadas
fueron las mismas que para la corrida analitica; s6lo se diferencié en el flujo aplicado,
que fue de 3 mL/min.

En funcion del perfil cromatogréafico obtenido de la muestra a A=280 nm, se
opto por recolectar 4 fracciones, cuyos respectivos tiempos de retencion en minutos se
indican a continuacién: I: de 0.0 a 10.60, II: de 10.60 a 12.16, IIl: de 12.16 a 15.60,

IV: de 15.60 a 30.
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Las fracciones recolectadas se concentraron, liofilizaron y equilibraron a
pH=7.0. A continuacién se les evalué la actividad inhibitoria frente a las cepas

indicadoras mediante el ensayo de difusion en agar.

8.2.- Segundo protocolo de purificacion

8.2.1.- Precipitacion salina con sulfato de amonio

Las proteinas son moléculas anfipaticas que en disoluciébn se encuentran
solvatadas por moléculas de agua, exponiendo hacia el exterior (fase acuosa) sus
porciones hidrofilicas y permaneciendo los grupos hidrofébicos en el interior. El sulfato
amonico en concentraciones bajas (poca fuerza idénica) aumenta la solubilidad de las
proteinas (solubilizaciébn por salado); sin embargo, cuando se anade a altas
concentraciones (elevada fuerza idnica) se consigue la precipitacién por salado de las
mismas. Las moléculas de sulfato amédnico, entre otras acciones, disminuyen la
solvatacién (hidratacién) de las proteinas, al competir exitosamente por las moléculas
de agua, por lo que aquéllas exponen sus grupos hidrofébicos, que interaccionan entre

si mediante fuerzas de Van der Waals, lo que provoca su precipitacion.

8.2.1.1.- Metodologia empleada

El SLC sin concentrar y esterilizado por filtracion se calentdé a 70 °C durante
45 minutos en bano de Maria, de modo de inactivar cualquier enzima proteolitica
presente en el mismo. Posteriormente se realizd una precipitacion salina usando
como agente precipitante sulfato de amonio (NH4)>SO4 (Burianek and Yousef, 2000;
Herranz et al.,, 1999; Yang et al.,, 1992). Para ello se pes6 la cantidad de sal
necesaria para lograr un porcentaje de saturacién de la soluciéon de un 80% (p/v).

A continuacion, la sal fue agregandose por etapas mientras se mezclaba la solucion
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continuamente. Terminado este paso, se incubd la solucion a 4 °C durante dos horas
y se la agitd suavemente cada 15 minutos. Luego, la muestra fue centrifugada a
12000 x g durante 30 minutos, a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado
se solubilizé con la menor cantidad posible de buffer fosfato 40 mM, pH=7.0 (Cutler,

2004).

8.2.2.- Cromatografia de filtracidén por geles

La cromatografia de filtracion por geles permite separar moléculas en disolucion

de acuerdo con su tamarno molecular.

8.2.2.1.- Geles

El gel Sephadex G-10 empleado como matriz cromatografica es un polimero
resultante de la formacién de enlaces cruzados entre las moléculas de dextrano y
epiclorhidrina. Este polimero es muy hidrofilico debido a su gran nimero de grupos
hidroxilo, por lo que aumenta de volumen en presencia de agua o de soluciones
electroliticas. El gel hidratado esta formado por un sistema de microesferas de
Sephadex con un gran niumero de poros de diametro comparable al de las moléculas
que se pretende separar; asi las moléculas relativamente pequernas, como las de
sulfato amoénico, difunden por las esferas del gel y quedan retenidas; sin embargo, las
moléculas mayores, por encima del limite de exclusién, como las bacteriocinas, no
difunden por las esferas y por lo tanto abandonan rapidamente el gel. El gel Sephadex

G-10 permite separar particulas con un tamafo molecular menor a 700 Da.
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8.2.2.2.- Metodologia empleada

Para eliminar las sales remanentes y aquellas moléculas de bajo peso
molecular presentes en el SLC, se realiz6 una cromatografia de filtracién por geles
con Sephadex G-10 (MWCO<700 Da). Para ello, 100 mL del gel humedo se
colocaron en una columna de 2.5 cm de diametro por 35 cm de alto, se procedi6 a
su equilibrado y, a continuacion, se aplicaron a la columna 10 mL de la muestra
activa y equilibrada a pH=5.0. Tanto para el equilibrado de la columna como para la
elucion isocratica se emple6 el buffer acetato de amonio 0.05 M, pH=5.0. El flujo
utilizado fue de 4.0 mL/min y se mantuvo constante durante toda la experiencia.

Se juntaron fracciones de 5 mL y se les midi6 la absorbancia a 230 y 280 nm.
Esta cromatografia se repitié hasta procesar la totalidad de la muestra activa (siete
veces mas). Con estos datos se construy6 la curva de absorbancia vs. nimero de
fraccién, la que permitié seleccionar y recolectar los volimenes en tres fracciones A,
B y C. Estas se concentraron, se liofilizaron, se resuspendieron en agua Milli-Q, se
les equilibré el pH=7.0 y se les determiné la actividad inhibitoria mediante el ensayo
de difusibn en agar. Se determind el volumen muerto de la columna (VO),
sembrando 10 mL de una solucién de 20 mg/mL de Albumina 96% (Sigma), y se
eluyé con el mismo buffer usado para la equilibracién, a una velocidad de flujo de
4 mL/min. Se recolectaron fracciones de 5 mL, las cuales fueron leidas a 230 y
280 nm. Se determiné el volumen de buffer necesario para la elucion de compuestos
de peso molecular menor a 1000 Da sembrando una muestra diluida de azul de
bromofenol CigH1oBrsOsS (PM: 669.96 g/mol). Todas las columnas se procesaron

a 25 °C.
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8.2.3.- Cromatografia de intercambio cationico
8.2.3.1.- Metodologia empleada

La fraccién activa proveniente de la cromatografia de filtracion por geles fue
equilibrada a pH=5.0 y aplicada a una columna de intercambio i6nico (2.5 cm de
diametro por 35 cm de alto), que contiene 50 mL de la resina SP-Sepharosa Fast
Flow (Amersham Biosciences), la cual se equilibré6 con una solucién de acetato de
amonio 50 mM, pH=5.00. Ademas, el resto de las condiciones con las que se trabajé
se mantuvieron idénticas a la cromatografia de intercambio catiénico del primer
protocolo (item 8.1.1.2). Luego de efectuada la cromatografia se construyé la curva
de absorbancia vs. numero de fraccion, la que permitié seleccionar y recolectar los
volimenes en tres fracciones A, B y C. Estas se concentraron, se liofilizaron, se
resuspendieron en agua Milli-Q, se les equilibréo el pH=7.0 y se les determiné la

actividad inhibitoria mediante el ensayo de difusién en agar.

8.2.4.- Cromatografia en fase reversa

8.2.4.1.- Metodologia empleada

A la fraccién activa de la cromatografia de intercambio catiénico se le agregd
TFA en una concentracion final del 0.1% (v/v). Posteriormente se la aplicé a una
columna de fase reversa de Cig (Waters, 35 cc.) equilibrada con agua; luego se lavo
la columna con una solucion de agua mas TFA al 0.1% (v/v), y la elucion se realizé
de igual manera que en la cromatografia en fase reversa de primer protocolo
(item 8.1.2.2). A las fracciones recolectadas, concentradas y liofilizadas, se las

resuspendiéo con agua Milli-Q y se las llevé a pH=7.0. Luego se les evaluo la
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actividad antagonistica frente a las cepas indicadoras mediante el método de

difusién en agar.

8.2.5.- Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC)

La metodologia empleada es igual que la utilizada en el primer protocolo de

purificacién (item 8.1.3.1).

9.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN EL SLC Y
EN LAS MUESTRAS PARCIALMENTE PURIFICADAS MEDIANTE EL ENSAYO

DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

La técnica se basa en la reduccién de Cu®* a Cu* por accién de las proteinas
o péptidos, cuyos enlaces peptidicos se acomplejan con Cu?*, para luego oxidarse
bajo condiciones alcalinas. Posteriormente el ion Cu* forma un quelato con dos
moléculas de BCA, desarrollando un color purpura intenso con un maximo de
absorbancia a A=562 nm. Este complejo soluble en agua presenta una absorbancia
lineal en un rango entre (20 a 2000 ug/mL) . Como el BCA es estable con estas
condiciones alcalinas, el ensayo puede ser efectuado en un solo paso. La estructura
macromolecular de la proteina, el nimero de enlaces peptidicos y la presencia de
cuatro aminoacidos particulares (cisteina, cistina, triptofano y tirosina) son los
responsables de la formacion del color con BCA. Otra ventaja de este ensayo es que
el mismo es tolerante a componentes que suelen interferir con otros ensayos de
determinacién de proteinas, tal como el ensayo de Lowry. En particular, no resulta
afectado por un conjunto de detergentes y agentes desnaturalizantes tales como
urea y cloruro de guanidinio. Sin embargo, es mucho mas sensible a la presencia de

azucares reductores. Ademds, como la generacién de Cu* es dependiente de la
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concentracion de proteina y del tiempo de incubacién, el contenido proteico de las
muestras incognitas debe determinarse espectrofotométricamente mediante la
extrapolacion en curvas realizadas con estandares de proteinas conocidas (Smith
et al., 1985; Wiechelman et al., 1988). El patrén utilizado para construir la curva fue:

Albumina Bovina Standard (BSA) (Sigma), como proteina estandar.

9.1.- Procedimiento

Se mezclaron 100 uL de muestra con 2 mL de SWR (Reactivo de trabajo
standard) (Ver Anexo). Se homogeneiz6 la mezcla y se incubé a 60 °C durante 30
minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Luego se midi6 el incremento de la
absorbancia en espectrofotémetro Metrolab (modelo 21700) a una A=562 nm,
utilizando como blanco de reactivo la solucion SWR incubada en las mismas
condiciones, aunque sin el agregado de muestra. El color es estable durante 1 hora

(Walker, 2002).

10.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA UTILIZANDO TRICINA

Y DODECIL SULFATO SODICO

Esta técnica, descripta por (Schagger and von Jagow, 1987), permite separar
mezclas complejas de proteinas y polipéptidos en funcién de su tamarno molecular.
El dodecilsulfato sodico es un detergente aniénico que se acompleja por absorcién
inespecifica a las proteinas y péptidos (aproximadamente una molécula de SDS
cada dos aminoacidos, con una relacion maxima de 1.41 g de SDS/g de proteina) y
las desnaturaliza completamente, rompiendo las interacciones no covalentes que
determinan las estructuras terciarias y cuaternarias. Los grupos alifaticos dodecil se

colocan en el interior, mientras que los grupos sulfato en la superficie, y todos los
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complejos SDS-proteina toman carga neta negativa (que excede la carga intrinseca
de las cadenas de aminoéacidos). Las proteinas reaccionan con SDS a relativamente
alta concentracion, pero se ha demostrado que 0.4% de SDS es el nivel minimo
necesario para saturar los sitios de unién de la proteina, sin embargo, se emplea 1%
para lograr un margen de seguridad. La utilizacion de agentes reductores, como el
B-mercaptoetanol, desnaturalizan las proteinas rompiendo los enlaces disulfuro y
separandolas en las subunidades proteicas que las constituyen. Por ultimo, la
aplicaciéon de calor permite la formacién de enlaces estables SDS-proteina/péptido y,
ademas, proporciona a las cadenas polipeptidicas una densidad de carga similar. De
esta forma, cuando el complejo SDS-polipéptido se somete a electroforesis en un gel
gue contiene SDS, su velocidad de migracion estara determinada principalmente por
la masa de la particula SDS-polipéptido, segun el principio de exclusién molecular.
El campo eléctrico sélo suministra la fuerza impulsora.

Por otro lado la tricina, funcionando como i6n de arrastre, permite la
separaciéon de proteinas y péptidos de bajo peso molecular (0.5-30 kDa), en
detrimento de las de elevado peso molecular, debido a que tiene una movilidad
electroforética mucho mayor que la glicina (i6n de arrastre utilizado en el sistema de
SDS-PAGE propuesto por Laemmli, 1970). Esto permite la adecuada separacion
(des-apilamiento) de los péptidos de bajo peso molecular del conjunto de proteinas,
SDS y de los complejos proteina-SDS y, ademas, cambia el limite de apilamiento de
las proteinas de bajo peso molecular.

La concentracién de acrilamida (%T) representa el porcentaje en peso del
monomero total empleado (acrilamida + entrecruzador bis-acrilamida en gramos por
100 mL) y determina la longitud promedio de la cadena del polimero. A mayor % T

disminuye el tamafio del poro.
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La concentracion de bis-acrilamida (%C) representa el porcentaje de este
mondmero en el gel y determina el grado de entrecruzamiento.
El persulfato de amonio (APS) es el agente oxidante y Ia

N,N,N,N’-tetrametilen-diamina (TEMED) es el agente reductor.

10.1.- Armado de los geles

Los calculos para el armado de los geles, que se aprecian en la Tabla N° 4,
se efectuaron para 5 mL de volumen final de solucién de cada gel. El orden de
armado de los geles es el siguiente: primero, el gel separador (parte inferior del gel),
que es, en general, aproximadamente el 60% del total del gel; segundo, el gel
espaciador (parte media del gel), que es aproximadamente el 25% del total del gel; y
tercero, el gel de apilamiento (parte superior del gel), que constituye el 15% restante.
En este ultimo se introdujo el peine, de modo de formar los pocillos en los que luego
se dispusieron las diferentes muestras. Los porcentajes establecidos para cada gel
son determinados en funcién del grado de resolucion deseado para las proteinas y

péptidos de bajo peso molecular, en detrimento de las de mayor tamano molecular.
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Tabla N2 4. Armado de los diferentes geles utilizados en la electroforesis en geles

de poliacrilamida con tricina y SDS.

Gel de Gel
. . . Gel Separador
Soluciones Apilamiento Espaciador
(16.5% T, 3% C)
(4% T, 3% C) (10% T, 3% C)
Solucion Madre de
Acrilamida:Bisacrilamida 0.65 mL 1.70 mL 2.80 mL
(30% T, 3% C)
Buffer del Gel 3X 1.70 mL 1.70 mL 1.70 mL
Glicerol - - 0.5mL
Persulfato de Amonio
50 pL 50 pL 50 pL
[10% (p/v)]
TEMED 10 pL 10 uL 10 uL
Agua 2.63 mL 1.60 mL -

10.2.- Preparacion de las muestras y sembrado en los geles ya armados

Se mezclaron, en relacion 1:1 (v/v), el buffer de muestra y la muestra
propiamente dicha. Se colocaron las muestras en Bario de Maria a ebullicién durante
dos minutos y luego se las dejé enfriar a temperatura ambiente.

El volumen de sembrado dependera de la cantidad de proteina de cada
muestra, del volumen maximo que puede colocarse en cada pocillo, del método de
tincion seleccionado y de la utilidad final que se le dara al gel. Teniendo en cuenta
estos factores, durante el sembrado de los geles se depositaron 5 uL de muestra en
cada pocillo para la determinacién del patrén proteico de las diferentes muestras vy,
para detectar en forma directa la actividad antimicrobiana, se trabajé con 20 pL de

muestra por pocillo.
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Como marcadores de peso molecular en esta técnica se utilizaron los
siguientes péptidos:

péptidos standards marca (Sigma), formados por:

( Triosafosfato isomerasa: 26.6 kDa, Mioglobina: 17 kDa, a-lactoalbumina: 14.2 kDa,

Aprotinina: 6.5 kDa, Insulina cadena B: 3.5 kDa, Bradiquinina: 1.060 kDa.).

10.3.- Condiciones de las determinaciones electroforéticas

La electroforesis se llevd a cabo con un equipo “Bio-Rad” modelo
Mini-PROTEAN 3 Cell, con una fuente de poder “BIO-Rad” PowerPac Basic Power
Suply. La misma se desarrollé durante 210 minutos a temperatura ambiente y a
voltaje constante, comenzando con 80 V y 55 mA para finalizar con 80 V y 22 mA
por cada gel. Esto significa que cuando se trabajé con dos geles, la corriente inicial
fue del doble del valor antes especificado. Finalizada la electroforesis, el gel se

extrajo de los vidrios de soporte.

10.4.- Método de tincion con plata

La tincion argéntica de los geles se llevd a cabo utilizando el método
propuesto por Blum et al., 1987. Las soluciones utilizadas estan descriptas en el
Anexo. El procedimiento empleado se detalla a continuacion:

1- El gel extraido de los vidrios de soporte se lavé con agua destilada.

2- Luego se fijé con glutaraldehido al 5% (v/v) durante 1 hora.

3- A continuacion se lavdé nuevamente con agua destilada.

4- Luego se fij6 con solucién fijadora compuesta por Metanol 50% (v/v), acido

acético glacial 12% (v/v) y formaldehido 37% (v/v), durante 1 hora.
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5- Se realizaron 3 lavados con metanol al 30% (v/v), de una duracién de 20 minutos
cada uno.
6- Después se sumergié en solucién de pretratamiento (0.02% p/v de tiosulfato de
sodio pentahidratado).
7- Se realizaron 3 lavados con agua destilada, de 20 segundos cada uno.
8- El gel se sumergidé en solucion de plata, durante 20 minutos.
9- Se realizaron 2 lavados con agua destilada, de 20 segundos cada uno.
10- Luego se lo sumergi6 en la solucion de desarrollo, hasta que comenzé a tehirse
y no aparecieron mas manchas.
11- A continuacién se lo sumergié en solucion de Stopping compuesta por
metanol:acido acético (10:12) en 100 mL de agua destilada, durante 10 minutos,
para detener la reaccion.
12- Por ultimo se lo sumergié en solucién de metanol al 30% (v/v), durante 20
minutos.
13- Para secar el gel se procedié del siguiente modo:
a- se lo agitdé en solucién de metanol al 30% (v/v) a 4 °C,
durante 30 min.
b- se lo agitd en solucion de glicerol al 3% (v/v), durante 30 min.
c- se lo secd entre papeles de celofan en un secador de geles a

80 2C, durante 1 hora.

10.5.- Método de tincion con Coomasie Brilliant Blue R

La tincion de los geles se llevo a cabo utilizando el colorante Coomasie
Brilliant Blue R (Sigma). Las soluciones utilizadas estan descriptas en el Anexo. El

procedimiento empleado se detalla a continuacion:
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1- El gel extraido de los vidrios de soporte se lavé con agua destilada, durante 5

a 10 minutos, para ayudar a disminuir el background.

2- Luego se fijo con glutaraldehido al 5% (v/v) durante 1 hora.

3

A continuacién se coloc6 el gel en una solucién de 40% (v/v) de metanol y

10% (v/v) de acido acético, durante 30 minutos.

4- Se realizaron 3 lavados con agua destilada, de 5 minutos cada uno cada
uno.

5- El gel se sumergié en solucién de 0.025% de Coomasie Brilliant Blue R, en
10% de &cido acético, durante 1 hora.

6- Por ultimo se sumergié en solucién decolorante acido acético al 10% (v/v),

agitando y cambiando la solucion durante aproximadamente 1 hora, hasta

que se observaron las bandas de proteinas sobre fondo claro.

10.6.- Método de deteccion directa de la actividad antimicrobiana en geles de

poliacrilamida

La deteccion directa de la actividad antimicrobiana en los geles de
poliacrilamida se realiz6 segun la metodologia propuesta por Bhunia y Johnson,
1992. Para ello se realiz6 el siguiente procedimiento:

1- El gel extraido de los vidrios de soporte se lavé con agua destilada.

2- Luego se lo fij6 durante 2 horas con solucién de isopropanol: acido acético: agua
en proporcion 20:10:70 (v/v).

3- A continuacion se realizaron 3 lavados con agua destilada, de 10 minutos cada

uno.
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4- Por ultimo, el gel se coloco dentro de una caja de Petri estéril a la que se agregd
Agar Nutritivo (Merck) blando (0.8% de agar) inoculado con B. cereus DBFIQ Bc 28
como microorganismo indicador.

5- La placa se incub6 a 37 °C durante 18 horas, al cabo de las cuales se la examiné
para comprobar la apariciéon de zonas claras debidas a la inhibicion del crecimiento

del microorganismo indicador.
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1.- ESPECTRO ANTIMICROBIANO DEL SLC OBTENIDO DE CULTIVOS DE LA

CEPA DE Enterococcus faecalis DBFIQ E24
1.1.- Capacidad inhibitoria frente a bacterias Gram (+) y Gram (-)

En la Tabla N° 5 se observan los resultados del efecto del SLC en estudio
frente a bacterias Gram (+) o Gram (-) causantes de enfermedades de transmisién

alimentaria y/o alterantes de alimentos.

Tabla N2 5: actividad antimicrobiana (expresada como diametros de los halos de
inhibicién, medidos en mm) del SLC proveniente de cultivos de la cepa E. faecalis

DBFIQ E24 frente a diversas cepas bacterianas indicadoras, Gram (+) y Gram (-).

Cepas indicadoras utilizadas

Gram (+) Gram (-)
Lm. | S.a. |B.c.| B.s. | P.sp. | E.c. | V.ch. S. E.
SLC de E. faecalis
DBFIQ E24 10 | -—---- 16 15 15 16 23 16

L. m.: Listeria monocytogenes - S. a.: Staphylococcus aureus subsp. aureus - B. c¢.: Bacillus
cereus - B. s.: Bacillus subtilis - P. sp.: Pseudomonas sp. - E. c.: Escherichia coli
V. ch.: Vibrio cholerae O1 EL Tor serotipo Inaba - S. E.: Salmonella Enteritidis.

Halos de inhibicion (en mm).

------ Actividad inhibitoria no detectada.
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Puede apreciarse que todas las cepas blanco utilizadas en el ensayo
resultaron susceptibles al efecto antimicrobiano del SLC, excepto S. aureus subsp.
aureus. También se aprecia que todas las cepas sensibles, tanto Gram (-) como
Gram (+), mostraron halos de inhibicién de diametros muy similares, con excepcion
de V. cholerae O1 EL Tor serotipo Inaba, que fue la cepa que mostré una inhibicion
mayor, y de L. monocytogenes, que resulté ser la menos inhibida.

El SLC de una cepa de Enterococcus aislada por Diop et al. (2007),
experimentd el mismo comportamiento frente a S. aureus subsp. aureus y
L. monocytogenes, en tanto que dicho comportamiento no resulté coincidente con lo
observado para las cepas de B. cereus y B. subtilis, las cuales no resultaron
inhibidas por ese sobrenadante.

La enterocina MRR 10-3, aislada por Martin-Platero et al. (2006), mostr6 una
gran actividad antagonistica contra bacterias Gram (+), incluyendo a S. aureus, y
escasa actividad frente a cepas de E. coli.

Otros investigadores como Sparo et al. (2006) aislaron la enterocina MR99,
producida por la cepa Enterococcus faecalis MR99, la cual presentdé un amplio
espectro inhibitorio frente a cepas de Enterococcus faecium (ATCC 35667, MR950,
MR856, MR807, MR812, MR823) y E. faecalis (ATCC 29212, ATCC 33186,
ATCC 33550), reportandose también inhibicion frente a otras bacterias Gram (+)
tales como Listeria spp., Staphylococcus aureus, Clostridium spp. y Bacillus spp. Su
comportamiento inhibitorio frente a bacterias Gram (-) fue de un espectro mas
reducido y de menor intensidad, aunque presenté actividad inhibitoria frente a
algunas cepas de E. coli, Shigella sonnei y Shigella flexneri. No se observé inhibicion
frente a otras bacterias Gram (+) tales como Lactobacillus, Pediococcus vy

Leuconostoc, y Gram (-) tales como Pseudomonasy Salmonella.
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La enterocina 4, una bacteriocina producida por Enterococcus faecalis INIA 4,
no sélo mostré una importante actividad antimicrobiana frente a diferentes especies
de Listeria, sino también frente a otras especies bacterianas Gram (+) tales como
Clostridium tyrobutyricum, Lactobacillus brevis, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium y Staphylococcus aureus, pero no presentd efecto inhibitorio frente a
bacterias Gram (-) tales como diferentes cepas de E. coli y Salmonella (Joosten et
al., 1.996).

Cintas et al. (1997), reportaron la produccién de enterocina P a partir de la
cepa de Enterococcus faecium P13, una bacteriocina con un amplio espectro
antimicrobiano que inhibié a cepas bacterianas que provocan alteraciones en los
alimentos, tales como Enterococcus faecalis, Staphylococcus carnosus, Clostridium
sporogenes, C. tyrobutyricum y Propionibacterium spp. También resultd inhibitoria de
cepas de bacterias patdgenas alimentarias tales como Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, y Staphylococcus aureus.

El SLC de la cepa de Enterococcus casseliflavus IM 416K1, aislada por
Sabia et al. (2002) a partir de salchichas italianas, produjo una bacteriocina
antilistérica de escaso espectro antibacteriano. La misma inhibié sélo a algunas
cepas de Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes, y resulté inactiva frente a
S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrofila, Yersinia
enterocoliticay Salmonella sp.

Yanagida et al. (2005), aislaron la bacteriocina duracina L28-1A a partir de la
cepa de Enterococcus durans L28-1, cuyo espectro antimicrobiano resulté
restringido y similar al reportado por Sabia et al. (2002), ya que sélo resultd activa
frente a algunas especies de Lactobacillus y Leuconostoc, y no mostrd inhibicién

frente a B. subtilis, B. cereus, S. aureusy E. coli.
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Estos reportes indican que la capacidad inhibitoria depende tanto de la cepa
productora de enterocina como de las cepas de bacterias indicadoras empleadas en
los ensayos (Strompfova et al., 2007).

Resultados similares se encuentran en la vasta bibliografia correspondiente a
aislamientos y caracterizacion de bacteriocinas provenientes de otros géneros
bacterianos diferentes de Enterococcus.

Con respecto al espectro antimicrobiano, no se puede asegurar que el mismo
sera amplio o estrecho segun el origen de la bacteriocina, ni que ésta sera mas o
menos activa frente a cepas de bacterias Gram (+) o Gram (-). Se pueden citar, a
modo de ejemplo, otros estudios que avalan lo mencionado, como los
correspondientes a pediocina L50, producida por Pediococcus acidilactici L50, que
demostrd inhibir a 42 cepas bacterianas Gram (+) pertenecientes a especies de
Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Listeria, Bacillus,
Clostridium y Propionibacterium, mientras que no resultd activa frente a cepas
bacterianas Gram (-) de interés en la industria alimentaria (Cintas et al., 1995).
Suma et al. (1998) reportaron el aislamiento y caracterizacion de plantaricina LPS4,
una bacteriocina de amplio espectro antibacteriano activa frente a cepas Gram (+) y
Gram (-), proveniente de la cepa de Lactobacillus plantarum NCIM 2084; la misma
resultd activa frente a cepas de B. cereus, S. aureus, Bacillus licheniformis,
B. subtilis, Lactobacillus amylovorus, P. aeruginosa y E. coli. Millette et al. (2007)
observaron que la bacteriocina lactacina MM19, producida por la cepa de
Lactococcus lactis subsp. lactis MM19, resulté activa frente a cepas de Lactobacillus,
Pediococcus y S. aureus, pero fue inactiva frente a E. coli 0157:H7, E. faecalis,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Listeria inocua, Listeria monocytogenes,

Pseudomonas y Salmonella.
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1.2.- Capacidad inhibitoria frente a hongos filamentosos

En la Tabla N° 6 se aprecian los resultados de la inhibicion del SLC DBFIQ
E24 frente a diferentes cepas de hongos filamentosos.

Los ensayos realizados mostraron que todas las cepas de Penicillium
estudiadas, excepto las de P. citrinum 'y P. commune, fueron inhibidas por el SLC.
Esto resulta coincidente con las experiencias realizadas por Magnusson et al. (2003)
frente a una cepa de P. commune J238, la cual no fue inhibida por Enterococcus
hirae MiLAB 026 ni por la cepa de Enterococcus durans MiLAB 069. Sin embargo,
estos autores no observaron resultados coincidentes con los aqui expuestos con
distintas cepas de Enterococcus, Lactobacillus y Pediococcus frente a P. roquefortii,
ya que el mismo no fue inhibido por las cepas ensayadas.

Ademas, se comprobo efecto inhibitorio del SLC DBFIQ E24 sobre tres cepas
del género Aspergillus, una de F. chlamydosporum y una de M. circillenoides. Los
autores antes mencionados (Magnusson et al. 2003) reportaron inhibicién de cepas
de Aspergillus, A. fumigatus J9 y A. nidulans, por cepas de Lactobacillus y
Pediococcus, y también que cepas de Enterococcus inhibieron a las cepas de A.
fumigatus J9 y F. sporotrichoides J304.

Las BAL poseen una larga historia como agentes preservantes de alimentos,
dado que se las considera seguras, y en algunos casos han sido bien estudiadas las
sustancias antibacterianas que ellas producen; a pesar de ello, hay pocos reportes
relativos a su actividad inhibitoria frente a hongos.

Valerio et al. (2009), constataron que cepas de Lactobacillus, Weissella,
Lactococcus y Leuconostoc inhibieron a especies flngicas contaminantes de
productos de panaderia tales como Aspergillus niger, Penicillium roquefortii y

Endomyces fibuliger.
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Las cepas de Lactobacillus plantarum 1.7 y 1.9 fueron testeadas como
microorganismos antifungicos, con el fin de extender la vida util de productos de
panaderia. Las mismas resultaron activas frente a cepas de A. niger, Fusarium
culmorun, Penicillium expansumy P. roquefortii (Ryan et al., 2008).

Geres et al. (2009), estudiaron la capacidad inhibitoria de las BAL frente a
hongos como Aspergillus, Fusariumy Penicillium, principales contaminantes del pan,
encontrando que solamente 4 cepas (Lactobacillus plantarum CRL 778,
Lactobacillus reuteri CRL 1100 y Lactobacillus brevis CRL 722 y CRL 796), de un
total de 95 estudiadas, mostraron actividad antifungica.

Los resultados obtenidos por estos investigadores evidencian que la
capacidad antifungica de las BAL depende de la cepa de BAL y de la especie
fungica. La germinacion conidial es la etapa de crecimiento que presenta mayor
sensibilidad a la inhibicion, siendo ésta superior a la observada durante el
crecimiento miceliar.

Reportes recientes consideran que los compuestos de naturaleza peptidica o
proteica producidos por algunas cepas de BAL, son los responsables de la actividad
antifngica, ya que la misma se pierde después del tratamiento con enzimas

proteoliticas (Corsetti et al., 2007).

1.3.- Capacidad inhibitoria frente a levaduras

En la Tabla N° 6 se aprecian los resultados de la inhibicién del SLC DBFIQ
E24 frente a diferentes cepas de levaduras.
Se observa que el sobrenadante inhibié a la mayoria de ellas, excepto a dos

especies del género Candida y a una del género Schizosaccharomyces. En general,
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los halos de inhibicién fueron pequerios, excepto para Schizosaccharomyces pombe
DBFIQ Sp 4 y para Rhodotorula rubra DBFIQ R 16.

También se aprecia que la cepa de Kluyveromyces marxianus DBFIQ KM 1
resultd inhibida por el SLC, lo que difiere del trabajo de Magnusson et al. (2003),
quienes comprobaron que dicha especie no resultd inhibida por ninguna cepa de
Enterococcus. Los mismos autores constataron que especies de Lactobacillus,
Pediococcus y Leuconostoc no inhibieron el crecimiento de levaduras tales como
Pichia anomala J121, K. marxianus J186 y Rhodotorula mucilaginosa J350.

Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis Si3 tuvo un amplio espectro
inhibitorio frente a levaduras, resultando activo frente a Saccharomyces cerevisiae
J122, Debaryomyces hanseniivar. hansenii J136 y J187 y Kluyveromyces marxianus
var. marxianus J186, mientras que no lo fue frente a Pichia anomala J121 y
Zygosaccharomyces rouxii J107. Generalmente, los hongos parecen ser mas

sensibles que las levaduras frente a alguna cepas de BAL (Magnusson et al., 2001).
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Tabla N2 6: actividad antagonistica (expresada como didmetros de los halos de
inhibicion, medidos en mm) del SLC DBFIQ E24 frente a diferentes hongos
filamentosos y levaduras.

Diametros de los halos de
Cepas blanco o
inhibiciéon (en mm)

Hongos Filamentosos

Aspergillus clavatus DBFIQ AC-7 10
Aspergillus flavus DBFIQ AF-14 7.5
A. flavus DBFIQ AF-25 -
A. flavus DBFIQ AF-11 9

Aspergillus niger DBFIQ A. n. 21 -
Fusarium chlamydosporum DBFIQ F-13
F. chlamydosporum DBFIQ F-9 8
Fusarium sp. DBFIQ F2 -
Geotrichum candidum DBFIQ GC 10 -
Mucor circillenoides DBFIQ MC 3

Penicillium camemberti DBFIQ PC 9

Penicillium chrysogenum DBFIQ PC 5 7.5
Penicillium citrinum 85 DBFIQ PC 1 -
Penicillium commune DBFIQ PC 17 -
Penicillium islandicum DBFIQ PI 9 10
Penicillium roquefortii DBFIQ PR 1

Rhizopus oryzae DBFIQ RO 8 -
Rhizopus stolonifer DBFIQ RS 4 -

Levaduras

Candida albicans ATCC 10231 -

C. albicans ATCC 64548 9
Candida parasilopsis ATCC 22019 -
Candida tropicalis DBFIQ Ct 8 7.5
C. tropicalis DBFIQ Ct 9 9
Kluyveromyces marxianus DBFIQ KM 1 7.5
Rhodotorula rubra DBFIQ R 16 15
Saccharomyces cerevisiae DBFIQ Sc 5 8

Schizosaccharomyces octosporus DBFIQ SO 14 -
Schizosaccharomyces pombe DBFIQ Sp 4 11

Diametro de los pozos: 7 mm.

DBFIQ: coleccion propia
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2.- ENSAYOS DE INHIBICION CRUZADA ENTRE Enterococcus faecalis DBFIQ

E24 Y DISTINTAS CEPAS DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Los valores de los halos de inhibicion obtenidos en estos ensayos se
muestran en la Tabla N® 7. Se observa que E. faecalis DBFIQ E24 produce
sustancias antimicrobianas que inhiben a la mayoria de las bacterias lacticas
estudiadas, con excepcion de L. plantarum LP7 y de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
LB42. Puede también apreciarse que se comprobd un gran efecto inhibitorio, con un
diametro de halo de 30 mm, frente a L. plantarum LP25, y que la cepa menos
inhibida fue L. plantarum LP31, con un halo de inhibicién de 9 mm de didmetro.

Cuando la cepa E. faecalis DBFIQ E24 actu6 como cepa blanco, los
microorganismos que mas la inhibieron fueron L. delbrueckii subsp. bulgaricus LB42
y L. plantarum LP31, con diametros de halos de 20 y 19 mm respectivamente. Cabe
aclarar que la cepa de L. plantarum LP31 ha sido caracterizada previamente como
productora de una bacteriocina de amplio espectro antibacteriano (Maller D., 2007;
Mdller D. et al., 2009).

Otros investigadores, como Foulquié Moreno et al. (2003), reportaron que
diferentes cepas de Enterococcus faecium y E. faecalis fueron ensayadas como
cepas productoras de sustancias antimicrobianas frente a 50 cepas de bacterias
Gram (+), pertenecientes a los géneros Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus y Staphylococcus. Los resultados obtenidos evidencian
que las cepas de E. faecium SF 68 y E. faecalis Y no produjeron inhibicion de
ningunas de las cepas antes mencionadas. En cambio, las cepas de E. faecium
RZS C5 y RZS C13 fueron las de mayor potencia inhibitoria frente a las cepas

blanco ensayadas. Existe una gran variabilidad de respuesta inhibitoria, la que, como
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ya se ha expresado en parrafos anteriores, depende fundamentalmente de la cepa

productora y de la cepa indicadora.

Tabla N2 7: Ensayos de inhibicidén cruzada entre E. faecalis DBFIQ E24 y diferentes

cepas de bacterias acido lacticas (los diametros de los halos de inhibicion se

informan medidos en mm).

E. faecalis DBFIQ E24

(como microorganismo
Microorganismos productor de sustancia
Indicadores antimicrobiana)

E. faecalis DBFIQ E24
(como microorganismo

sensible)

E. faecium E2 15
E. faecalis E13 14
E. faecium E3 14
L. lactis SF 1-1 14
L. lactis subsp. lactis CRL 63 13
S. thermophilus SF 1-1 19
L. plantarum LP7 -
L. plantarum LP25 30

9

L. plantarum LP31

L. delbrueckii subsp. -
bulgaricus LB 42

13

11

15

14

14

18

18

19

20
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3.- CARACTERIZACION DEL SOBRENADANTE LIBRE DE CELULAS

3.1.- Efecto de distintos tratamientos enzimaticos en la actividad antimicrobiana

del SLC de Enterococcus faecalis DBFIQ E24

Los resultados obtenidos en estos ensayos se muestran en la Tabla N° 8.

Tabla N2 8: Actividad antimicrobiana (expresada como diametros de los halos de
inhibicién, medidos en mm) del SLC proveniente de cultivos de la cepa E. faecalis
DBFIQ E24 frente a diversas cepas bacterianas indicadoras, Gram (+) y Gram (-),

antes y después de ser sometido a diferentes tratamientos enzimaticos.

Cepas indicadoras utilizadas

Gram (+) Gram (-)
L.m. S.a |B.c.| B.s. |Psp. | E.c. | V.ch.| S.E.

SLC de E. faecalis

DBFIQ E24 10 | - 16 15 15 16 23 16

Sensibilidad del SLC frente a tratamientos con diferentes enzimas

Catalasa 9 | - 16 15 15 16 23 16
Lipasa NE NE 13 NE NE 11 NE NE
Lisozima 8 | - 16 12 14 15 18 11
Papaina NE NE 10 NE NE 10 NE NE
Pepsina 9 | - 11 10 | ------ 16 15 12
Pronasa E NE NE 10 NE NE 11 NE NE
Proteinasa K NE NE 8 NE NE 10 NE NE
Tripsina | smemem | ememee | meeen | eemeen | oo 9 | - | -

Blanco de las
diferentes enzimas

L. m.: Listeria monocytogenes - S. a.: Staphylococcus aureus subsp. aureus - B. c¢.: Bacillus
cereus - B. s.: Bacillus subtilis - P. sp.: Pseudomonas sp. - E. c.: Escherichia coli
V. ch.: Vibrio cholerae O1 EL Tor serotipo Inaba - S. E.: Salmonella Enteritidis.

Diametro de los pozos: 7 mm.

------ : Actividad inhibitoria no detectada.

NE: no ensayado.
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En esta Tabla se puede apreciar que se ha producido una desaparicién total
de la actividad antimicrobiana luego de someter al SLC a la accién de tripsina,
excepto frente a la cepa blanco de E. coli, frente a la cual se ha comprobado la
existencia de actividad antimicrobiana residual luego del tratamiento enzimatico.

Frente a E. coli y B. cereus (Unicos microorganismos que se sometieron a
estos ensayos), los tratamientos del SLC tanto con Pronasa E como con Proteinasa
K produjeron una sensible disminucion de la actividad antagonistica, pero no la
hicieron desaparecer totalmente.

Las otras dos enzimas proteoliticas ensayadas, pepsina y papaina,
inactivaron parcialmente la capacidad inhibitoria del SLC frente a las distintas cepas
estudiadas. Sélo se observd una desaparicion total de la capacidad inhibitoria
cuando el SLC tratado con pepsina se ensayo frente a la cepa de Pseudomonas sp.
Ademas, el tratamiento con esta enzima no modificé la actividad del SLC frente a las
cepas de L. monocytogenesy E. coli.

En lo que respecta al tratamiento del SLC con catalasa, puede apreciarse que
el sobrenadante no modificé su actividad antimicrobiana luego de ser sometido a la
accién de esta enzima.

Luego del tratamiento del SLC con lisozima se observé solamente
inactivacién parcial de la actividad frente a algunos de los microorganismos blanco,
siendo esta inactivacion parcial poco significativa frente a Pseudomonas sp. y a
E. coli, e inexistente frente a B. cereus.

Por dltimo, al ensayar el efecto de lipasa sobre la actividad antagonistica del
SLC, se detectdé una disminucion considerable pero soélo parcial del halo de

inhibicién generado frente a E. coliy B. cereus (Unicas cepas blanco ensayadas).

124



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

RESULTADOS Y DISCUSION

Estos resultados indicarian que la actividad antimicrobiana detectada en el
sobrenadante DBFIQ E24 no se deberia exclusivamente a compuestos con
caracteristicas proteicas o peptidicas, aunque también pueden atribuirse a diferentes
comportamientos de las diversas proteasas frente al SLC en estudio. Los
compuestos no proteicos probablemente presentes podrian ejercer su accion
inhibitoria independientemente de las proteinas o péptidos, o podrian estar
asociados a las mismas ejerciendo una accion sinérgica, lo que podria explicar la
inactivacion sélo parcial debida a algunas de las enzimas proteoliticas ensayadas.
De todos modos, debe tenerse en cuenta que los ensayos enzimaticos solo
contribuyen a efectuar una caracterizacion preliminar de los sobrenadantes libres de
células con actividad bacteriocinogénica obtenidos de cultivos de BAL, y brindan
Unicamente una primera aproximacion al conocimiento de la naturaleza quimica de
los compuestos activos presentes en ellos.

Foulquié Moreno et al. (2003), obtuvieron comportamientos similares de
varios sobrenadantes libres de células de cepas de Enterococcus utilizando las
mismas enzimas pero distintas cepas indicadoras; la excepcion la constituyen lipasa
y lisozima, cuya accion no modificé la actividad de los sobrenadantes estudiados.

Segun Millette et al. (2007), cuando el tratamiento con lipasa reduce la
actividad antimicrobiana del SLC, esto podria deberse a que los acidos grasos estan

involucrados en la adsorcion de la bacteriocina a la membrana bacteriana.
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3.2.- Determinacion de algunos parametros fisicoquimicos
3.2.1- Tratamientos térmicos

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N2 9.

Tabla N2 9: Actividad antimicrobiana (expresada como diametros de los halos de
inhibicién, medidos en mm) del SLC proveniente de cultivos de la cepa E. faecalis
DBFIQ E24 frente a diversas cepas bacterianas indicadoras, Gram (+) y Gram (-),
antes y después de ser sometido a diferentes tratamientos térmicos.

Cepas indicadoras utilizadas

Gram (+) Gram (-)
L. m | S.a. |B.c.| B.s. |Psp.| E.c.| V.ch. | S.E.

SLC de E. faecalis
DBFIQ E24 10 | ———--- 16 15 15 16 23 16

Sensibilidad del sobrenadante a diversos tratamientos térmicos

10 min. a 100 ¢C 9 | - 12 14 13 14 20 16
30 min. a 100 °C 8 |- 11 12 11 12 19 13
15 min. a 121 °C 8 | - 10 12 11 12 18 12

L. m.: Listeria monocytogenes - S. a.: Staphylococcus aureus subsp. aureus - B. ¢.: Bacillus
cereus - B. s.: Bacillus subtilis - P. sp.: Pseudomonas sp. - E. c.: Escherichia coli
V. ch.: Vibrio cholerae O1 EL Tor serotipo Inaba - S. E.: Salmonella Enteritidis.

Diametro de los pozos: 7 mm.

------ Actividad inhibitoria no detectada.
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En la Tabla precedente se puede comprobar que la actividad antibacteriana
del sobrenadante sélo se modific6 de manera poco significativa con los distintos
tratamientos térmicos, lo que comprueba su elevada termorresistencia. Las
variaciones en la actividad han sido minimas frente al tratamiento térmico mas
suave, y si bien se incrementaron levemente al aumentar la intensidad de dicho
tratamiento, siempre se mantuvo una actividad residual elevada y similar a la del
sobrenadante no tratado.

En general, la mayoria de las bacteriocinas y sustancias tipo bacteriocinas de
bajo peso molecular presentan este comportamiento (Park et al., 2003; Muriana and
Klaenhammer, 1991, Martin-Platero et al., 2006).

Strompfova et al. (2007), encontraron similares resultados en un estudio in
vitro sobre produccién de bacteriocinas de Enterococcus, cuya actividad fue estable
después del calentamiento (30 °C, 60 °C, durante 1 h, 80 °C durante 20 minutos y
100 °C durante 10 minutos), no detectandose diferencias en los diametros de los
halos inhibitorios a las temperaturas y tiempos de tratamiento ensayados.

Otros autores como Pascual et al. (2008), reportaron que la actividad
inhibitoria del SLC proveniente de la cepa de Lactobacillus fermentum L23 no fue
alterada significativamente por tratamiento con calor. Luego de someter al SLC a
100 °C durante 60 min., la actividad fue de 640 AU/mL, y la misma actividad se
observo después de 10 min a 121 °C. Estos resultados demuestran que la sustancia
antibacteriana producida por la cepa L23 es resistente al calor.

Similares resultados obtuvieron Anastasiadou et al. (2008), quienes aislaron el
péptido antimicrobiano pediocina SA-1 proveniente de Pediococcus acidilactici

NRRL B5627. Cuando este péptido fue expuesto a diferentes tratamientos térmicos
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(100 °C y 121 °C durante 60 min y 20 min respectivamente), mostré estabilidad
frente a los mismos.

La estabilidad al calor puede ser debida a la formaciéon de pequefas
estructuras globulares con regiones fuertemente hidrofébicas, como asi también a la
presencia de entrecruzamientos estables y a un elevado contenido de glicina
(Hun-Joo et al., 1999).

La estabilidad al calor es una caracteristica muy util de algunas bacteriocinas
para su empleo como bioconservantes alimentarios, ya que muchos procesos de

elaboracién de alimentos involucran procesos de calentamiento.

3.2.2.- Sensibilidad frente al pH

Los resultados de los ensayos realizados se observan en la Tabla N° 10.

La misma muestra que, para la gran mayoria de las cepas sensibles, en el
rango de valores de pH comprendido entre 4.50 y 5.0 la actividad inhibitoria se ve
incrementada por efecto de la acidez lactica. Esto se confirma con los resultados
obtenidos en los ensayos blancos realizados con el medio de cultivo con su pH
ajustado entre los valores mencionados.

Con valores de pH comprendidos entre 6.0 y 7.0 la capacidad antagonistica es
maxima, y disminuye levemente en el rango comprendido entre pH 8.0 y 9.0.

Estos resultados concuerdan sélo parcialmente con los de Martin-Platero et al.
(2006) y de Sparo et al. (2006), quienes no observaron modificaciones de actividad

antimicrobiana en el rango de pH comprendido entre 4.0 y 8.0.
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Tabla N2 10: Actividad antimicrobiana (expresada como didametros de los halos de
inhibicién, medidos en mm) del SLC proveniente de cultivos de la cepa E. faecalis
DBFIQ E24 frente a diversas cepas bacterianas indicadoras, Gram (+) y Gram (-),
antes y después de ser sometido a diferentes pH.

Cepas indicadoras utilizadas
Gram (+) Gram (-)
L.m. S.a. |B.c. | B.s. |Psp. | E.c. | V.ch. | S. E.
e T 16| 15 | 15 | 16 | 23 | 16
Sensibilidad del sobrenadante frente a diferentes pH
oH=4.50 15 14 25 19 18 25 25 25
oH=5.00 9 | - 20 16 13 25 25 20
oH=6.00 e 18 | 14 | 14 | 20 | 23 19
oH=7.00 10 | - 16 15 15 16 23 16
oH=8.00 S Q— 14 | 13 13 | 14 21 14
oH=9.00 8 | - 14 | 13 13 | 14 21 14
Control M17 10 14 15 14 14 16 21 16
pH=4.50
Control M17 8 12 11 12 11 12 17 14
pH=5
Control M17 | - | = | - | o | e | e | e | e
pH=6.029.0

L. m.: Listeria monocytogenes - S. a.: Staphylococcus aureus subsp. aureus - B. c¢.: Bacillus
cereus - B. s.: Bacillus subtilis - P. sp.: Pseudomonas sp. - E. c.: Escherichia coli
V. ch.: Vibrio cholerae O1 EL Tor serotipo Inaba - S. E.: Salmonella Enteritidis.

Diametro de los pozos: 7 mm. - Actividad inhibitoria no detectada.
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Por su parte, Strompfova et al. (2007), determinaron para la cepa de E. faecium
EF55, que la mayor actividad inhibitoria se observaba a pH 5.0, y que la misma
disminuia a pH entre 7.0 y 9.0, y también resultaba sumamente escasa a pH 3.0.

Shin et al. (2008), aislaron y caracterizaron una bacteriocina producida por
Pediococcus pentosaceus K23-2, la que resultd ser estable desde pH 2.0 a 8.0,
mientras que a pH 9.0 y 10.0 perdi6 totalmente su actividad.

El hecho de que el SLC en estudio presente su mayor efecto inhibitorio a
valores de pH comprendidos entre 6.0 y 7.0, le confiere ventajas frente a la nisina, que
es muy estable, activa y soluble a pH 2.0, mientras que estas propiedades disminuyen
significativamente con el incremento de pH (Hun-Joo et al., 1999).

El estudio del efecto de distintos factores fisico-quimicos sobre la actividad de
una bacteriocina no soélo tiene el fin de caracterizarla, sino que, ademas, es util para
inferir su posible aplicacion industrial. Esto se debe a que las altas temperaturas y las
amplias variaciones de pH son, entre otras cosas, algunas de las condiciones que
debe resistir una bacteriocina para ser considerada como potencial agente inhibidor de
microorganismos no deseados en diferentes tecnologias alimentarias, tales como
produccién de leches fermentadas, maduracién de quesos, elaboracion de alimentos

carnicos fermentados, curado de encurtidos, etc.
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3.2.3.- Determinacion del PM aparente de la fraccion activa

3.2.3.1.- Ultrafiltracion

La técnica aplicada para determinar el peso molecular aparente del
compuesto activo presente en el sobrenadante permitié detectar la presencia de dos
fracciones con actividad antimicrobiana: una retenida (PM mayor a 3000 Da), de
escasa actividad, y otra filtrada (PM menor a 3000 Da), con marcada capacidad
inhibitoria frente a B. cereus, B. subtilis, E. coliy Pseudomonas sp. Estos datos se

muestran en la Tabla N2 11.

Tabla N2 11: Actividad antagonistica frente a las cepas indicadoras de las fracciones
filtrada y retenida luego de la ultrafiltracion del SLC. Los diametros de los halos de

inhibicion se informan en mm.

Cepas indicadoras utilizadas

B. cereus B. subtilis E.coli| P.aeruginosa
E24 concentrado 10 veces 11 18 20 18
Filtrado de la ultrafiltracion 10 17 18 16
Retenido de la ultrafiltracion - 15 15 15

Diametro de los pozos: 7 mm
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La actividad residual presente en la fraccion retenida podria deberse a que los
compuestos de bajo peso molecular no trasvasaron la membrana por encontrarse
agregados, dado que el agregado de las bacteriocinas de bajo PM es un fenémeno
muy comun entre estas sustancias.

A este respecto, es abundante la informacién bibliografica que coincide con
esta hipotesis, e incluso logra demostrarla. Asi por ejemplo:

- Galvez et al. (1998) aislaron una bacteriocina denominada enterocina EJ97, la que
posee regiones hidrofébicas que juegan un rol importante en la actividad biol6gica
de la molécula y en su tendencia a formar agregados en soluciones acuosas.

- Aktypis et al. (1998) encontraron que durante el proceso de purificacién de
termofilina T se produjo pérdida de actividad en cada paso del proceso, y lo
relacionaron con la tendencia a formar agregados con ella misma o con otras
especies moleculares.

- Yamamoto et al. (2003) encontraron resultados similares de formacion de
agregados que fueron detectados durante la etapa de elucién del proceso
cromatografico con Sephadex G-50, ya que todas las proteinas con actividad
antimicrobiana eluyeron en el volumen muerto de la columna, las cuales tenian un
PM mayor a 30000 Da. Con el agregado de Tween 80, estos autores lograron
desagregar las proteinas activas, y determinaron que el PM de las unidades
monoméricas era de 5000 Da.

Estos ejemplos ponen en evidencia la gran tendencia a formar agregados
comprobada en muchas bacteriocinas, los cuales estan constituidos por varios
péptidos monomeéricos.

En funcidén de lo expuesto y teniendo en cuenta las experiencias de los otros

autores citados a modo de ejemplo, se puede inferir que el compuesto
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antimicrobiano en estudio en la presente investigacion posee un peso molecular

menor a 3000 Da.

3.2.3.2.- Dialisis

a) Membrana con cut off de 1000 Da.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla N2 12.

Tabla N2 12: Actividad antagonistica frente a las cepas indicadoras de las fracciones
filtrada y retenida por la membrana dialitica con cut off de 1000 Da. Los diametros de

los halos de inhibicion se informan en mm.

Cepas indicadoras utilizadas
B. cereus| B. subtilis E. coli P. aeruginosa

E24 concentrado 10

11 18 20 18
veces
Filtrado de la dialisis
Retenido de la didlisis

13 11 13 12

Diametro de los pozos: 7 mm

Los resultados expuestos en esta Tabla muestran claramente que la fraccién
activa es la que resulté retenida por la membrana dialitica. De ello se deduce en
forma inequivoca que la sustancia antimicrobiana en estudio posee un PM mayor a
1000 Da.

Shin et al. (2008), utilizaron dialisis con membrana de cut-off de 1000 Da para
caracterizar a una bacteriocina proveniente de Pediococcus pentosaceus K23-2,

demostrando que la sustancia estudiada tenia un PM mayor a 1000 Da.
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Riazi et al. (2009), dializaron la muestra del SLC proveniente de Bacillus coagulans
ATCC 7050 con membrana de cut-off de 1000 Da, con el propésito de purificar
parcialmente la muestra, y lograron aislar una sustancia antimicrobiana

(lactosporina) de PM comprendido entre 25 y 30 kDa.

b) Membrana con cut off de 2000 Da.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla N2 13.

Tabla N2 13: Actividad antagonistica frente a las cepas indicadoras de las fracciones
filtrada y retenida por la membrana dialitica con cut off de 2.000 Da. Los diametros

de los halos de inhibicién se informan en mm.

Cepas indicadoras utilizadas

B. cereus B. subtilis E. coli | P. aeruginosa

E24 concentrado 10 veces
11 18 20 18

Filtrado de la dialisis
15 11 16 14

Retenido de la dialisis

Diametro del pozo: 7 mm

Los valores detallados en la Tabla demuestran que la fraccién activa no
resulté retenida por la membrana dialitica. Ello indica que la sustancia antimicrobiana
en estudio posee un PM menor a 2000 Da.

Resultados similares fueron publicados por Franz et al. (2007), quienes

determinaron que la enterocina citolisina Ls (CylLs) presenté un PM de 2037 Da.
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Pascual et al. (2008), estimaron el PM de la bacteriocina L23, producida por
Lactobacillus fermentum L23, utilizando membranas dialiticas de cut-off entre 10000
y 7000 Da; estos investigadores obtuvieron un PM menor a 7000 Da para la
bacteriocina en estudio.

Tiwari et al. (2008), utilizaron membranas de cut-off de 5000 Da para
caracterizar y purificar a plantaricin LR14, una bacteriocina producida por
Lactobacillus plantarum LR/14; el PM de la misma resulté ser menor de 5000 Da, ya
que la actividad antibacteriana se encontré en la fraccion de permeado.

Jamuna et al. (2004) utilizaron, a fin de estimar el PM de bacteriocinas de
varias especies de Pediococcus, ultrafiltracion con membranas de cut-off de
5000 Da, y posteriormente dializaron la muestra con membranas dialiticas de cut-off
de 2000 Da; los resultados obtenidos demostraron que esas bacteriocinas
presentaron pesos moleculares comprendidos entre 3500 y 5000 Da.

Sabia et al. (2002), estimaron el PM de enterocina 416K1, proveniente de
Enterococcus casseliflavus IM 416K1, combinando didlisis y ultrafiltracion, y
obtuvieron un PM correspondiente a la enterocina menor de 5000 Da.

Otros investigadores han utilizado la dialisis como metodologia para acotar las
fracciones activas de los sobrenadantes libres de células, como lo hicieron Ohmomo
et al. (2000), quienes utilizaron membranas dialiticas de cut-off entre 6000 y 8000
Da, antes de llevar a cabo el proceso de purificacion propiamente dicho de la
enterocina ON-157, producida por Enterococcus faecium NIAlI 157, cuyo PM resulté
ser de 2500 Da, siendo este valor determinado mediante la técnica SDS-PAGE.

Por otra parte, la mayoria de las enterocinas descriptas hasta la actualidad

presentan bajos PM, los que oscilan entre menos de 2000 y 8000 Da.
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3.2.4.- Efecto del tiempo y temperatura de almacenamiento sobre la actividad

inhibitoria del SLC

Los resultados de los ensayos efectuados para determinar el efecto del tiempo y
la temperatura de almacenamiento sobre la actividad inhibitoria del SLC obtenido de

cultivos de E. faecalis DBFIQ E24 puede observarse en la Figura N® 7.

Figura N2 7: Efecto del tiempo y de la temperatura de almacenamiento sobre la
actividad inhibitoria del SLC de E. faecalis DBFIQ E24.
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En esta Figura se aprecia que el sobrenadante puede ser almacenado a 4 °C,
25 °C 6 —20 °C al menos durante 1 mes sin perder su actividad antimicrobiana. A partir
de este tiempo de almacenamiento se verificO una importante disminucién de la
actividad, que result6 mucho mayor a 4 y 25 °C que a —20 °C. Se puede apreciar
también una gran pérdida de actividad a 37 °C, que ya se verificé durante los primeros
7 dias de almacenamiento, probablemente debido a que esta temperatura es ideal
para la accion de determinadas enzimas proteoliticas que podrian encontrarse
presentes en el sobrenadante.

Por su parte, Simonova y Laukova (2007) encontraron que enterocina EF2019,
almacenada durante tres meses a —20 °C, 4 °C y a temperatura ambiente, no modificé
su actividad inhibitoria.

De igual modo, la sustancia antimicrobiana proveniente de la cepa de
E. faecium EF55 fue caracterizada en detalle por Strompfova et al. (2007), quienes
también informaron que la actividad inhibitoria no se modific6 cuando se la almacené a
—20 °C durante 12 meses, aunque dicha actividad disminuy6 cuando se la almacené a
21 °C y 4 °C durante 1 y 6 meses respectivamente.

Aktypis et al. (1998), encontraron que el SLC conteniendo termofilina T
almacenado a -30 °C y a 4 °C no perdi6 la actividad durante 2 y 1 mes
respectivamente, pero cuando se almacend a 25 °C la actividad se perdi6é en 5 dias.

Basanta et al. (2008), estudiaron la estabilidad de la actividad de dos
enterocinas (enterocina L50A vy enterocina L50B), ambas provenientes de
Enterococcus faecium L50. En relacion a su almacenamiento a 8 °C y 25 °C durante

30 dias, encontraron que la actividad residual fue de 88 y 52% respectivamente.
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Anastasiadou et al. (2008), aislaron pediocina SA-1 proveniente de Pediococcus
acidilactici NRRL B5627; la bacteriocina purificada fue almacenada durante 4 semanas
a -80, -20, 4 y 30 °C, no detectandose cambios de su actividad en estos ensayos.

Cintas et al. (1997), encontraron que enterocina P, bacteriocina obtenida de la
cepa de Enterococcus faecium P13, no perdi6 su actividad cuando fue almacenada a
4 y -20 °C durante largo tiempo.

De estos resultados se deduce que la mayoria de las bacteriocinas
provenientes de cepas de Enterococcus soportan el almacenamiento a temperaturas
de refrigeracion por periodos largos de tiempo sin modificar su actividad
antimicrobiana, lo que las hace excelentes para ser usadas como conservantes

naturales de alimentos.

3.2.5.- Accion de los surfactantes sobre la actividad inhibitoria del SLC

Los resultados correspondientes al efecto de los surfactantes sobre la
actividad inhibitoria del SLC de E. faecalis DBFIQ E24 se aprecian en la Tabla

N 14,
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Tabla N2 14: Efecto del agregado de surfactantes sobre la actividad del SLC de
E. faecalis DBFIQ E24.

Titulo del Titulo control
sobrenadante del detergente
Surfactantes
(AU/mL) (AU/mL)
E. coli | B. cereus | E. coli | B. cereus
267 267
No ionicos
Triton X-100 533 533 - 133
Tween 20 267 267 - 133
Tween 80 267 267 - -
Anionicos
SDS 267 133 - 33
Acido glicdlico 533 267 67 67
Acido célico 267 33 - -
Acido
o 533 267 - -
desoxicélico
Acido
_ 267 67 - 133
taurocolico
Catidnicos
Bromuro de
cetil 533 533 133 133
trimetilamonio
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Del andlisis de los resultados expuestos en esta Tabla surgen las siguientes
deducciones:

- Para la cepa blanco de E. coli, el agregado de la mayoria de los surfactantes al
SLC no afectd la actividad antimicrobiana del mismo. Sin embargo, para el
Tritbn X-100 y para el detergente anidnico acido desoxicélico, el titulo del
sobrenadante se duplicd, sin que el control de ambos surfactantes resultase positivo.
- Para B. cereus los resultados son mas dispares: la actividad antimicrobiana del
sobrenadante no cambi6 con cuatro de los surfactantes ensayados, se duplicé con
dos de ellos (aunque éstos por si mismos produjeron inhibicién), y disminuy6
sensiblemente con otros tres.

- Se aprecia también que la bacteria blanco Gram (-) es mucho mas resistente a los
surfactantes solos utilizados como controles que la bacteria Gram (+), ya que su
crecimiento no fue inhibido por éstos, excepto por acido glicélico y bromuro de cetil
trimetilamonio. Estas diferencias podrian atribuirse a las diferentes estructuras de
pared celular que poseen ambos tipos de microorganismos.

- Los surfactantes no iénicos Tween 20 y Tween 80 no produjeron cambios en la
actividad inhibitoria. A diferencia de estos resultados, Muriana y Klaenhammer
(1991) observaron un aumento en la actividad antimicrobiana, y Sparo et al. (2006)
constataron un efecto inverso en la actividad de los SLC estudiados por ellos frente
al tratamiento con los mismos detergentes.

La consecuencia del agregado al sobrenadante de diferentes surfactantes es
favorecer la desagregacion de los complejos de bacteriocina. De esta manera, un
mayor numero de unidades de bacteriocina se encontraran disponibles para actuar
sobre los microorganismos sensibles, aumentando asi el titulo antimicrobiano del

SLC.
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Esto también refuerza la hipotesis planteada previamente en la presente
investigacién, relativa a la detecciébn de dos fracciones activas, una de peso
molecular mayor de 3000 Da y otra de peso molecular menor de 3000 Da, en el
ensayo de determinacion del peso molecular aparente.

En coincidencia con esta hipétesis, Yamamoto et al. (2003), detectaron que el
agregado de Tween 80 al 1% (v/v) produjo la disociacion de agregados en sus
formas monoméricas, aumentando la actividad antimicrobiana de enterocina RJ-11.

Messens et al. (2002), estudiaron la accion que ejercen los surfactantes sobre
la actividad de algunas bacteriocinas y encontraron que la actividad de plantaricina
ST31 no fue afectada al adicionar al SLC agentes surfactantes tales como SDS,
Tween 20 y Tween 80, en una concentracion del 1% (v/v). Por otra parte, también
lograron determinar que el agregado de iones divalentes (Ca*®, Mg, Mn*?)
conjuntamente con agentes emulsificantes, produjo disminucién de la actividad
antimicrobiana.

Bonadé et al. (2001), demostraron la desagregaciéon de una bacteriocina
producida por Lactobacillus helveticus, en presencia de SDS agregado al determinar
el PM utilizando la técnica SDS-PAGE; los resultados obtenidos permitieron
determinar un PM de 12.5 kDa para la bacteriocina en estudio, en contraposicion
con los 60 kDa obtenidos por filtracidn por gel, en ausencia de surfactantes.

Ganzle et al. (2000), estudiaron el efecto de los surfactantes en la produccion
de reutericiclina por Lactobacillus reuteri LTH2584, y observaron que el Tween 80,
ademas de ser un factor de crecimiento para la bacteria lactica productora, también
afectaba la solubilidad y la actividad de antimicrobianos hidrofébicos, debido a su

propiedad emulsificante.
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Otros investigadores como Chumchalova et al. (2004), estudiaron el efecto de
surfactantes para detectar la naturaleza hidrofobica de acidocina CH5, agregandolos
al SLC en una concentracién de 1% (p/v). La adicién de detergentes aniénicos (SDS
y deoxicolato de sodio) elevd el efecto antimicrobiano de la bacteriocina, mientras
que la adicién de detergentes no idnicos (Tween 20, Tween 80, Tritén X-100,
Nonidet P-40) no afect6 la actividad antimicrobiana, y con detergentes catiénicos
(oromuro de hexadecil-trimetilamonio) no lograron precisar el efecto sobre la
actividad, ya que el control del surfactante dio el mismo valor que la muestra tratada
con el mismo.

Millette et al. (2007), observaron que surfactantes tales como Tween 80,
Triton X-100 y SDS no produjeron aumento en la actividad antimicrobiana del SLC
de Lactococcus lactis MM19, cuando los mismos fueron agregados en una
concentracion del 1% (v/v); sin embargo, los mismos detergentes y en la misma
concentracion, aumentaron al doble la actividad antimicrobiana del SLC de
Pediococcus acidilactici MM33.

La accién de los detergentes en general es aumentar la actividad inhibitoria
como consecuencia de la desagregacion de péptidos y proteinas antibacterianas, pero
tal como puede apreciarse en la resefia expuesta, existe una gran diversidad de
resultados en los trabajos publicados, lo que indica que para cada caso hay que

ensayar cual es el detergente apropiado para ejercer la accién antiagregante buscada.

3.3.- Determinacion del titulo del SLC

El titulo del sobrenadante libre de células E24 concentrado 10 veces resulto
ser de 267 AU/ mL frente a Bacillus cereus DBFIQ B 28 y a E. coliDBFIQ E. c. 9.
Strompfova et al. (2007), estudiaron la variacion del titulo del SLC de

Enterococcus faecium EF55 con treinta cepas indicadoras diferentes. En este trabajo
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se puede apreciar la gran variacion del titulo del SLC en ensayo. A modo de ejemplo
se detallan los siguientes valores: 51200 AU/mL cuando se lo enfrenté con la cepa
de Enterococcus avium EA5; 25600 AU/mL con S. aureus CB44; 400 AU/mL con
S. aureus SA5; 6400 AU/mL con Listeria innocua LMG 13568; 100 AU/mL con
Listeria monocytogenes LM9; 0 AU/mL con E. coli 6295 y Enterobacter cloacae
19259. Considerando estos datos se puede concluir que si un SLC inhibe el
crecimiento de una cepa determinada de S. aureus con un buen titulo, esto no
significa que haga lo mismo con todas las cepas de ese microorganismo, de lo que
resulta evidente que el titulo de cualquier SLC con actividad antimicrobiana
dependera mucho de la cepa indicadora frente a la cual debera ejercer su accion.

Foulquié Moreno et al. (2003), constataron que los SLC de cepas de
Enterococcus faecium 'y Enterococcus faecalis ensayados frente a diferentes cepas
de Listeria produjeron titulos muy diferentes, que variaron entre 0 AU/mL y
3200 AU/mL.

Otros autores reportaron un titulo de 130 AU/mL para el SLC de Pediococcus
acidilacticic NRRL B5627 (elegida entre diez cepas estudiadas de Pediococcus,
Lactococcus y Lactobacillus) frente a la cepa de Micrococcus Iluteus CECT 241

(Anastasiadou et al., 2008).

3.4.- Determinacion del modo de accion y de la actividad litica

El modo de accion de una sustancia inhibidora frente a una célula sensible
puede ser bacteriolitico, bactericida o bacteriostatico. El primero implica muerte
celular seguida de lisis, con la concomitante disminucion de las densidades épticas o
turbidez del cultivo del microorganismo sensible. EI modo de accién bactericida

produce también muerte celular, que se manifiesta en la disminucién en el conteo de
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colonias, pero sin lisis, con lo que el valor de densidades épticas del cultivo de la
cepa blanco se mantiene constante. El modo de accién bacteriostatico no produce
muerte celular pero detiene el crecimiento; en este caso, sin muerte celular, el
conteo de colonias y la densidad o6ptica del cultivo de la cepa blanco se mantienen
constantes.

En lo que respecta al modo de accion del sobrenadante en estudio, en la Figura
N? 8 se observa la evolucion de las poblaciones de E. coliy B. cereus en Caldo

Nutritivo (Biokar), con y sin el agregado de un 10% (v/v) del SLC.
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Figura N2 8: Modo de accion del sobrenadante libre de células de E. faecalis DBFIQ

E24.

log UFC/mL

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

-o- E. coli en Caldo Nutritivo sin el agregado del sobrenadante (control)
-m- E. coli en Caldo Nutritivo con adicion del sobrenadante E24
-A- B. cereus en Caldo Nutritivo sin el agregado del sobrenadante (control)

- A - B. cereus en Caldo Nutritivo con adicién del sobrenadante E24
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Para la cepa Gram (-), la presencia del sobrenadante E24 produjo un
importante descenso en los niveles poblacionales, llegando a una disminucién de los
mismos de casi tres ciclos logaritmicos al cabo de 24 horas de cultivo. Para la cepa
Gram (+), el sobrenadante E24 produjo una disminucién aun mayor de las
concentraciones celulares, alcanzando ésta a cuatro ciclos logaritmicos al cabo de 24
horas de incubacién. Estos resultados permiten aseverar que el efecto que provoca el
agregado del sobrenadante concentrado a las poblaciones celulares de E. coli y

B. cereus es netamente bactericida.

Los resultados obtenidos al medir las absorbancias o densidades épticas de los
cultivos de las mismas cepas blanco, a fin de determinar la actividad litica del

sobrenadante E24 sobre ellas, se observan en la Figura N° 9.
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Figura N2 9: Actividad litica del sobrenadante libre de células de E. faecalis DBFIQ
E24.
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-A- B. cereus en Caldo Nutritivo sin el agregado del sobrenadante (control)
- A - B. cereus en Caldo Nutritivo con adicion del sobrenadante E24
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Puede apreciarse en la Figura que el sobrenadante mostré un marcado efecto
litico sobre la cepa de E. coli a partir de las 9 horas de cultivo, y que dicho efecto
también se verificd frente a la cepa de B. cereus, aunque con menor intensidad.

Sparo et al. (2006), observaron el mismo comportamiento bactericida y litico del
sobrenadante libre de células de una cepa de Enterococcus faecalis productora de
enterocina MR99, frente a una cepa sensible de L. monocytogenes.

Sabia et al. (2004), estudiaron dos bacteriocinas de Enterococcus, encontrando
que el modo de accién fue bactericida, pero no detectaron disminucion en las
densidades Opticas de la suspensién celular sensible durante todo el experimento. Por
lo tanto, esta experiencia indica que la actividad de las dos bacteriocinas resulté ser
bactericida, pero no estuvo acompanada de lisis celular.

Resultados similares publicaron Bonadé et al. (2001), quienes obtuvieron una
bacteriocina proveniente de Lactobacillus helveticus G51, cuyo modo de accién fue
bactericida sin lisis celular, siendo la cepa blanco Lactobacillus helveticus CNRS 328.

Basanta et al. (2008), constataron que las enterocinas presentes en el SLC
proveniente de la cepa de Enterococcus faecium L50, disminuyeron en cinco ciclos
logaritmicos, al cabo de 24 horas, los niveles poblacionales de cultivos de
Pediococcuss damnosus y Lactobacillus brevis; estos resultados indican que el SLC
posee una accion netamente bactericida.

Galvez et al. (1998), constataron que la bacteriocina purificada enterocina EJ97
mostré un modo de accién bactericida y bacteriolitico sobre un cultivo de Enterococcus
faecalis S-47, al ser agregada en diferentes concentraciones.

Motta et al. (2007), aislaron la cepa de Bacillus P34, productora de una

sustancia antimicrobiana, la que tuvo un comportamiento bactericida y bacteriolitico
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frente a cepas indicadoras de Listeria monocytogenes y Bacillus cereus, con un titulo
de 160 AU/mL.

Joosten et al. (1996), estudiaron el modo de accidon de enterocina 4,
bacteriocina proveniente de la cepa de Enterococcus faecalis INIA 4, constatando que
la misma tuvo un efecto bactericida frente a Lactobacillus buchneri St2A.

Balla et al. (2000), estudiaron dos bacteriocinas producidas por la cepa de
Enterococcus faecalis BFE 1071, encontrando que el modo de accién de las mismas
fue bactericida pero no bacteriolitico, ya que las densidades opticas de los cultivos
blanco permanecieron constantes en todo el experimento. Resultados similares fueron
descriptos por Ohmomo et al. (2000), quienes aislaron y purificaron la bacteriocina
enterocina ON-157, producida por Enterococcus faecium NIAl 157, cuyo modo de
accion fue bactericida y no bacteriolitico frente a Enterococcus faecium IFO 13712.

Foulquié Moreno et al. (2003), constataron que enterocinas provenientes de
Enterococcus obtenidos de distintas fuentes, tuvieron un modo de accién tanto

bactericida como bacteriolitico.

3.5.- Ensayos de citotoxicidad mediante lisis de eritrocitos

Es importante poder establecer la ausencia de citolisina generada por la cepa
productora del SLC en estudio, a fin de descartar el riesgo potencial de enfermedad
asociado con el uso de Enterococcus. Este es un aspecto sumamente importante
para poder evaluar el potencial tecnoldgico y el uso practico como biopreservador
alimentario del sobrenadante E24.

E. faecalis DBFIQ E24 no presentd reaccion de hemdlisis alrededor de la
colonia (y-hemodlisis) cuando fue sembrada en agar base sangre con el agregado de

7% (v/v) de sangre humana.
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Este resultado descarta la posibilidad de presencia de citolisina en el SLC
obtenido de la cepa en estudio, y refuerza la seguridad de su aplicacién potencial en
diferentes tecnologias alimentarias. También brinda certeza acerca de la ausencia
de este riesgo en el caso de que la cepa bacteriocinogénica fuese incorporada a
algun alimento fermentado a fin de que produzca la bacteriocina in situ.

Resultados similares fueron encontrados por otros investigadores, tales como
Foulquié Moreno et al. (2003), al estudiar 6 cepas de E. faecium y 1 cepa de
E. faecalis. Estos microorganismos presentaron actividad y-hemolitica, es decir sin
reaccion de hemdlisis alrededor de las colonias, lo que le infiere un comportamiento
no hemolitico y, por lo tanto, ausencia de citolisina.

Balla et al. (2000), estudiaron la cepa de Enterococcus faecalis BFE 1071,
constatando que la misma no presentd actividad hemolitica cuando fue sembrada
en agar base sangre con el agregado de 5% (v/v) de sangre humana.

De Vuyst et al. (2003), realizaron un estudio con 122 cepas de Enterococcus
de diferentes fuentes (alimentos, animales, humanos), constatando que 8 cepas de
Enterococcus faecalis y 5 cepas de Enterococcus faecium presentaron 3-hemdlisis
cuando fueron sembrados en agar base sangre con el agregado de 7% (v/v) de
sangre humana. El resto de las cepas ensayadas no presentaron actividad
hemolitica. La B-hemdlisis no estuvo restringida a las cepas de E. faecalis, como
suele indicarse en la bibliografia referida a cepas testigo de enterococos integrantes
de distintas colecciones, sino que también la presentaron las cepas de E. faecium,
hecho que puede atribuirse al caracter silvestre de los microorganismos estudiados.

Basanta et al. (2008), demostraron que la cepa de Enterococcus faecium L50
no presentd actividad hemolitica al ser ensayada en agar base sangre con el

agregado de 5% (v/v) de sangre equina.
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Pangallo et al. (2008), también evaluaron como factor de virulencia la
actividad hemolitica de distintas cepas de E. faecalis, E. hirae, E. faecium vy
E. casseliflavus. Las mismas fueron estudiadas cultivandolas en agar base sangre
con el agregado de 3% (v/v) de eritrocitos humanos, y ninguna presenté actividad
hemolitica.

Lemos Miguel et al. (2008), tampoco detectaron ningin marcador de
patogenicidad relacionado con la actividad hemolitica para la cepa de Enterococcus
faecium E86.

Sabia et al. (2008), aislaron 302 cepas de Enterococcus de diferentes
origenes, de las cuales presentaron actividad antimicrobiana 13 aislados clinicos,
5 aislados de alimentos y 9 aislados de animales; del total de los aislados sélo dos
tuvieron actividad B-hemolitica (E. faecalis B10 y C1), cinco actividad a-hemolitica
(cuatro E. faecium, B03, B06, B08 y C3, y un E. casseliflavus, M11), y el resto no
tuvo actividad hemolitica.

De las referencias bibliograficas sumariamente expuestas hasta aqui puede
deducirse claramente que la proporcion de cepas salvajes B-hemoliticas detectadas
en el género Enterococcus resultd siempre sumamente baja. Sin embargo, estos
datos bibliograficos no implican que no deba darse importancia a esta caracteristica
cuando se pretende seleccionar cepas de enterococos para ser aplicadas en
tecnologias alimentarias. Por el contrario, es indispensable realizar ensayos de
citotoxicidad a fin de descartar el riesgo potencial de enfermedad asociado con el
uso de Enterococcus, siendo éste un aspecto sumamente importante para poder
evaluar el potencial tecnolégico y el uso practico como biopreservador alimentario de

cepas especificas de estos microorganismos.
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3.6.- Resistencia a vancomicina

La no resistencia a vancomicina es importante para poder aplicar la cepa de
Enterococcus en estudio en la industria alimentaria o en la elaboracién de productos
veterinarios, como microorganismo seguro para ser aprovechado por su actividad
productora de agentes antimicrobianos.

En la presente investigaciéon, el valor de la MIC (concentracidén inhibitoria
minima) obtenido para el antibiético glicopeptidico vancomicina frente a la cepa en
estudio fue de 2 ug/mL, indicando que la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 es sensible
a este antibidtico.

Sabia et al. (2008), detectaron la produccion de bacteriocinas de diferentes
cepas de Enterococcus de diversos origenes, y constataron que de 302 aislados,
27 presentaron resistencia a vancomicina, de las cuales 13 correspondieron a la
especie E. faecium, 8 a E. faecalisy 6 a E. casseliflavus. La concentracion inhibitoria
minima (MIC) considerada como punto de corte para presentar resistencia a
vancomicina fue = 32 yg/mL. La incidencia de resistencia a vancomicina no mostré
correlacién evidente con la procedencia de los aislamientos.

De Vuyst et al. (2003), estudiaron 122 cepas de Enterococcus de diferentes
fuentes (alimentos, animales, humanos), todas productoras de bacteriocinas. Estos
autores constataron que sélo 8 cepas (7 de E. faeciumy 1 de E. durans) resultaron
resistentes a vancomicina con valores de MIC mayores a 64 pg/mL. Por otra parte,
también determinaron que ninguna de las 41 cepas de E. faecalis integrantes del
grupo en estudio fue resistente a vancomicina.

Basanta et al. (2008), midieron la capacidad de resistencia a vancomicina de
la cepa de Enterococcus faecium L50, utilizando discos conteniendo 30 ug del

antibiético colocados sobre un césped del microorganismo en estudio
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(1x 10° UFC/mL) desarrollado en placas de Petri e incubado a 37 °C durante 24
horas. Como resultado de este estudio observaron que la cepa fue sensible a
vancomicina, ya que se formé un halo inhibitorio alrededor del disco que contenia el
antibiético. Esta técnica resulta practica cuando se investiga resistencia a varios
tipos de antibiéticos, como es el caso de estos investigadores.

Gomes et al. (2008), caracterizaron cepas de Enterococcus aislados de 120
muestras de alimentos brasilefios, siendo la especie predominante E. faecium,
seguida por E. faecalis, E. casseliflavus y E. gallinarum. Tres de las cepas de
E. faecium aisladas fueron resistentes a vancomicina (MIC = 256 pug/mL), mientras
gue ninguna de las especies de E. faecalis presenté resistencia. Sin embargo y en
contraposicion con estos resultados, se ha reportado que especies de E. faecalis
han producido multi-resistencia, debido a la capacidad de adquirir y transferir genes
resistentes a antibiéticos.

Lemos Miguel et al. (2008), estudiaron la cepa de Enterococcus faecium E86,
productora de bacteriocina, y encontraron que la misma fue sensible a vancomicina,
lo que hace que tenga un potencial uso en tecnologia de alimentos.

Pangallo et al. (2008), evaluaron como factor de virulencia la resistencia a
antibiéticos de distintas cepas de E. faecalis, E. hirae, E. faeciumy E. casseliflavus,
constatando que sélo dos cepas (E. hirae y E. casseliflavus) fueron resistentes a
vancomicina.

Los resultados encontrados por otros investigadores tales como Foulquié
Moreno et al. (2003), al estudiar 6 cepas de E. faecium y 1 cepa de E. faecalis,
demostraron que las mismas fueron sensibles a vancomicina, ya que se

determinaron valores de MIC de 2 pyg/mL.
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Foulquié Moreno et al. (2006), consideran que por razones de seguridad se
debe determinar en los enterococos su capacidad de resistencia a antibibticos,
especialmente a vancomicina, asi como su actividad hemolitica, para poder
establecer su aptitud para ser usados como cultivos starter en alimentos. La
contribucion de los Enterococcus a las propiedades organolépticas y su capacidad
para producir bacteriocinas (enterocinas) son caracteristicas importantes para su
aplicacién en tecnologias alimentarias, pero es indispensable determinar que las
cepas a ser utilizadas sean totalmente seguras para la salud del consumidor.

En coincidencia con lo previamente manifestado para los ensayos de
citotoxicidad, de las referencias bibliograficas comentadas se deduce que el
porcentaje de cepas silvestres de enterococos resistentes a vancomicina resulté
siempre bajo. Pero como en el caso de aquella caracteristica, los datos bibliograficos
no implican que no deba darsele importancia a ésta a la hora de seleccionar cepas
para usos alimentarios. Por el contrario, también es indispensable realizar ensayos
de resistencia a antibibticos, y en especial a vancomicina, a fin de descartar este
riesgo para la salud del consumidor.

El hecho de que la cepa objeto de estudio en la presente investigacién sea
sensible a vancomicina, asociado a la ausencia en la misma de capacidad
hemolitica, posibilita que sea buena candidata para ser usada en alimentos como
cepa segura, y que cumpla asi con la condicion de GRAS otorgada por la OMS para

las bacterias 4cido lacticas en general.
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4.- PROTOCOLOS DE PURIFICACION DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

EXOCELULARES PRESENTES EN EL SLC

Debido a la heterogeneidad de las bacteriocinas, es dificil generalizar y
establecer un método de purificacién unificado, por lo que los protocolos se han
disenado empiricamente para cada una de ellas y para cada caso en particular. Por
ello, la purificacién del/los compuesto/s responsable/s de la actividad antimicrobiana
del SLC obtenido de cultivos de E. faecalis DBFIQ E24, se realiz6é inicialmente
concentrando el SLC y, posteriormente, separando las proteinas por cromatografia de
intercambio iénico y cromatografia en fase reversa (Cig), a presion atmosférica, y

finalmente por cromatografia liquida en fase reversa de alta resolucién (RP-HPLC).

4.1.- Primer protocolo de purificacion

4.1.1.- Cromatografia de intercambio cationico

Se recolectaron cinco fracciones en funcién del perfil cromatografico obtenido al
realizar el intercambio catidnico con SP-Sepharosa [Figura N° 10: lavado (0.05 M de
AcNHy4), A (0.1M de AcNHy4), B (0.2 M de AcNH,), C (0.3 M de AcNH4) y D (0.4 M de
AcNH,)]. Las fracciones fueron seleccionadas en funcion de la molaridad de los
distintos solventes de elucion utilizados.

En la Tabla N® 15 se detallan los diametros de los halos de inhibicion
generados por las distintas fracciones sobre los microorganismos indicadores
utilizados. Puede apreciarse en la misma que las fracciones activas fueron las
correspondientes al lavado y a la fraccion A. Es probable que la fraccion de lavado

posea actividad debido a la formacién de agregados peptidicos, los cuales no son
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retenidos por la columna de intercambio catiénico y son eluidos con la solucién de
lavado.

La fraccién A, resultante de la elucién con 0.1 M de AcNHy4, y cuya actividad
expresada en Unidades Arbitrarias fue de 266 AU/mL (Tabla N? 16), resulté ser la mas
activa de ambas, dado que la fraccién de lavado present6 un titulo inhibitorio menor.
Por ello se optd por continuar purificando solamente la fraccion mas activa.

El resumen de los procesos de purificacion parcial se detalla en la Tabla N2 16. En
esta etapa de purificacion se observo una actividad especifica de 30.6 (AU/mg) y un
aumento de 10.2 veces en la actividad especifica inicial. No obstante, la recuperacion
fue baja (2%), ya que una parte activa se perdié en el proceso de lavado de la

columna.
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Figura N2 10: Perfil cromatografico del intercambio catiénico con SP-Sepharosa a
pH=4.50 y utilizando como solventes de elucion buffers de acetato de amonio desde
0.1 M a 0.4 M. Las fracciones activas corresponden a las dos primeras ( —»).
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Fraccion de lavado: desde 1 a 9, se eluy6 con AcNH4 0.05 M; es la soluciéon de lavado y
con la que se prepar6 la muestra. Esta fraccion es activa.

Fraccion A: desde 10 a 16, se eluy6 con AcNH, 0.1 M, fraccién activa con un titulo de
266 AU/mL.

Fraccién B: desde 17 a 21, se eluy6 con AcNH, 0.2 M, fraccién no activa.

Fraccién C: desde 22 a 25, se eluy6 con AcNH, 0.3 M, fraccién no activa.

Fraccién D: desde 26 a 29, se eluy6 con AcNH, 0.4 M, fraccién no activa.
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Tabla N2 15: Actividad antimicrobiana de las diferentes fracciones provenientes de la
cromatografia de intercambio catiénico con SP-Sepharosa.

Microorganismos
B. cereus DBFIQ B 28 E. coliDBFIQ E.c. 9
Fracciones
Diametros de halos de inhibicion (medidos en mm)
Fraccion Lavado 14 16
Fraccion A 20 28
Diluida al 1/2 17 24
Diluida al 1/4 15 18
Diluida al 1/8 13 14
Diluida al 1/16 8 8
Fraccion B - 8
Diluida al 1/2 - -
Fraccion C - 11
Diluida al 1/2 - -
Fraccion D - -
SLC E24 concentrado 10
veces (referencia) 21 22
Diluida al 1/2 16 19
Diluida al 1/4 15 16
Diluida al 1/8 12 14
Diluida al 1/16 10 10
Caldo M17 concentrado 10
veces (blanco) ) )

- no inhibid; Didmetro del pozo: 7 mm
Como referencias se incluyen los datos de actividad inhibitoria correspondientes al SLC
DBFIQ E24 y al medio de cultivo utilizado.
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Tabla N2 16: Resumen del proceso de purificacion parcial del primer protocolo. La
actividad antimicrobiana se determiné utilizando la cepa indicadora B. cereus DBFIQ
B 28.

Act. Proteina| Act. :
.. Vol. | Act. [P] Recup. | Purif.
Fraccion total Total Esp.
(mL) | (AU/mL) (mg/mL) (%) |(veces)
(AU) (mg) |(AU/mg)
SLC
concentrado| 100 266 26600 89 8900 3 100 1
10 veces
SP-
Sepharosa
2 266 532 8.7 17.4 30.6 2 10.2
(0.1 M de
AcNH,)

Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad
especifica; Recup.: recuperacién; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realiz6 por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en la que se aumenta la actividad especifica inicial:
Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mgQ).
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Si bien se obtuvo un aumento de la actividad especifica y de la purificacion en
esta etapa, el recupero fue bajo (2%). Estos resultados coinciden con los reportados
por Herranz et al. (1999), quienes obtuvieron valores de 1.6% y 3.8% de
recuperacion de la sustancia antimicrobiana en la misma etapa de purificacién, y
utilizando el mismo gel, asi como un aumento de actividad especifica de 86 y 194
para E. faecium AA13 y E. faecium G16, respectivamente. Otros autores tales
como Aktypis et al. (1998) lograron similares resultados en la purificacién de
termofilina T, proveniente de la cepa de Streptococcus thermophilus ACA-DC 0040,
utilizando cromatografia de intercambio aniénico con DEAE celulosa (dietilaminoetil
celulosa), con una actividad especifica de 32 y un 6% de recupero.

Chumchalova et al. (2004) realizaron la purificacion de acidocina CHS5,
obtenida a partir de Lactobacillus acidophilus CH5, utilizando SP-Sepharosa en la
cromatografia de intercambio catiénico, como una de las etapas de la purificacion.
Los resultados obtenidos revelaron un 4% de recuperacion de la sustancia
antimicrobiana, y un aumento de 66 en la actividad especifica inicial.

La utilizacion de S-Sepharosa como matriz de intercambio catiénico por parte
de Galvez et al. (1998) en la purificaciébn de enterocina EJ97, una bacteriocina
producida por Enterococcus faecalis EJ97, produjo un aumento de la actividad
especifica inicial de la sustancia antimicrobiana de 21.2 y un 62% de recuperacion.

Martin-Platero et al. (2006) reportaron el uso de carboximetil-Sephadex
CM-25 en la cromatografia de intercambio catidnico, como una de las etapas de
purificacion en la obtencion de sustancias antimicrobianas producidas por
Enterococcus faecalis MRR 10-3; estos autores obtuvieron un 56.05% de

recuperacion y un aumento de 0.79 veces en la actividad especifica inicial.
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Cintas et al. (1997) purificaron la enterocina P, proveniente de Enterococcus
faecium P13. Para ello utilizaron, en la etapa cromatografica de intercambio
catidnico, SP-Sepharosa Fast Flow, mediante la cual obtuvieron un porcentaje de
recuperacion del 61%, con un aumento de 106 veces en la actividad especifica
inicial.

Como se puede apreciar, los resultados son muy dispares, ya que dependen
de la estructura de la sustancia antimicrobiana y de la interaccion entre éstay el tipo

de matriz utilizada.

4.1.2.- Cromatografia en fase reversa

La fraccién activa A, proveniente de la cromatografia de intercambio cationico,
se procesO por cromatografia en fase reversa en una columna de Cis. En este
ensayo la actividad antimicrobiana se detecté en las fracciones no retenida, de
lavado y al 20% de acetonitrilo (ACN).

Los valores de actividad inhibitoria obtenidos se aprecian en la Tabla N° 17.
La fraccion de elucion al 20% de ACN present6 un titulo antimicrobiano de 33 AU/mL
(Tabla N® 18). El resto de las fracciones de elucién con ACN no resultaron activas.

Las fracciones no retenida y de lavado fueron mucho mas activas frente a
E. coli DBFIQ E.c. 9 que frente a B. cereus DBFIQ B 28. En cambio, la fraccién
retenida por la columna presentd un comportamiento diferente (Tabla N° 17). Esto
indicaria la presencia de al menos dos sustancias antimicrobianas con capacidades
de retencién diferentes en la columna de C1s, de las cuales una practicamente no se
retendria en la columna y la otra lo haria mas firmemente, de modo de que es eluida

con el 20% de ACN. Sin embargo, la formacién de agregados proteicos con una
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deficiente retencion podria también influir en la deteccion de estas dos fracciones
antimicrobianas.

En funcién de ello y de los datos existentes en la informacién bibliografica
disponible, se decidié no unir ambas fracciones y continuar purificando solamente la
fraccién eluida con el 20% de ACN.

En esta etapa del proceso de purificacion se evidencié una caida importante
en la actividad antimicrobiana y en la recuperacién de la misma, que solo resulté ser
del 0.3% (Tabla N? 18). La pérdida de actividad antimicrobiana durante el proceso de
purificacién podria estar relacionada con la tendencia a asociarse que presentan
este tipo de moléculas peptidicas, tanto entre ellas mismas como con otras
proteinas, debido a la elevada hidrofobicidad natural de los péptidos (Aktypis et al.,

1998; Motta et al., 2007).
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Tabla N2 17: Actividad antimicrobiana de las diferentes muestras provenientes de la

cromatografia en fase reversa (Cqg).

Microorganismos

) B. cereus DBFIQ B 28 E. coliDBFIQ E.c. 9
Fracciones _ _
Diametros de halos de inhibicion (medidos en mm)

Fraccion no retenida 11 15
Fraccion Lavado 13 20
Fraccion 20% ACN 11 10
Diluida al 1/2 8 -
Diluida al 1/4 - -

Fraccion 50% ACN - -

Fraccion 80% ACN - -

Fraccion 100% ACN - -

Caldo M17 concentrado

10 veces (blanco)

- no inhibid; Diametro del pozo: 7 mm; ACN: acetonitrilo
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Tabla N2 18: Resumen del proceso de purificacion parcial del primer protocolo. La
actividad antimicrobiana se determind utilizando la cepa indicadora B. cereus DBFIQ
B 28.

Act. Proteina| Act. :
. Vol. Act. [P] Recup.| Purif.
Fraccion total Total Esp.
(mL) | (AU/mL) (mg/mL) (%) |(veces)
(AU) (mg) |(AU/mg)
SLC
concentrado| 100 266 26600 89 8900 3 100 1
10 veces
C. fase
reversa
(Cis); 2 33 66 1.5 3 22 0.3 7.3
fraccion
20% ACN

ACN: acetonitrilo
Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad
especifica; Recup.: recuperacion; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realiz6 por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en la que se aumenta la actividad especifica inicial:
Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mg).
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Martin-Platero et al. (2006) constataron un aumento de 4.01 y 300% en la
actividad especifica inicial y en el porcentaje de recuperacion respectivamente; esto
se encuentra en contraposicion con los resultados aqui detallados, dado que se
verificd una disminucion en ambos parametros. Segun los autores mencionados, ese
marcado aumento de la actividad podria deberse a cambios conformacionales en la
estructura de la bacteriocina, debidos a la accion de los solventes organicos usados
durante el proceso cromatografico de fase reversa con columna de Cis. La
purificacion posterior de esta fraccién activa, mediante cromatografia de alta
resolucién en fase reversa, mostrd la existencia de dos picos distintos con actividad
antimicrobiana, indicando una accion antibacteriana sinérgica. Este tipo de
cooperacién puede explicar el incremento progresivo en la actividad total de la
bacteriocina, observado a través del proceso de purificaciéon, el cual se torné
favorable mediante la concentracién de ambas moléculas.

Cintas et al. (1997) purificaron la enterocina P, proveniente de la cepa de
Enterococcus faeciun P13, observando un incremento en la actividad de la
bacteriocina luego de la cromatografia de interaccién hidrofobica. EI mismo puede
ser debido a la eliminacién de inhibidores de la actividad bacteriocinica durante el
proceso de purificacion, o a cambios conformacionales de la molécula a una forma
mas activa, por accién de los solventes hidrofébicos. Estos incrementos en la
actividad bioldgica han sido reportados también para pediocina L50 y para algunas
bacteriocinas tipo pediocinas, tales como pediocina PA-1 y enterocina A.

Herranz et al. (1999) obtuvieron un porcentaje bajo de recupero de la
actividad luego del proceso cromatografico de interaccion hidrofébica (3.8 y 5.9%) en
la purificacién de enterocinas producidas por E. faecium AA13 y E. faecium G16,

respectivamente.
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Stoffels et al. (1992) purificaron carnocina U149, obteniendo una reduccién de
la actividad especifica debido a la pérdida sustancial de la actividad bactericida, y un

porcentaje de recupero del 1%.

4.1.3.- Cromatografia liquida en fase reversa de alta resolucién (RP-HPLC)

La muestra activa eluida con el 20% de ACN procedente de la cromatografia
en fase reversa sobre soporte soélido, fue a continuacién purificada mediante
cromatografia RP-HPLC, en las condiciones ya descriptas en la Seccién 8.1.3.

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla N° 19.

Puede apreciarse en dicha Tabla que, de las cinco fracciones separadas por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa, sélo las identificadas como

I'y IV resultaron activas frente a las dos cepas blanco utilizadas en el ensayo.
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Tabla N2 19: Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas por RP-HPLC

Microorganismos
.. E. coliDBFIQ E.c. 9 B. cereus DBFIQ B 28
Fraccion N¢
Diametros de halos de inhibicion (medidos en mm)

| 8.5 7.5

Il - -

1} - -

v 8 10.5

R 8 11

Diametro de los pozos: 7 mm.

En esta Tabla se observa el mismo comportamiento inhibitorio producido en la
cromatografia en fase reversa en columna de Cis, donde la muestra menos retenida
() en la columna inhibe mas a la bacteria Gram (-), y la mas retenida (IV) a la
Gram (+).

“R” (residuo) corresponde a todas las muestras que no fueron retenidas
durante el proceso cromatografico, debido a la agregacién que sufren este tipo de
sustancias peptidicas, entre las mismas moléculas o con otras moléculas peptidicas

o proteicas del medio. Por lo tanto se probd si esta fraccion retenia la actividad o si
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la misma resultaria modificada. Tal como lo muestran las Figuras N° 11 y 12, se

observo que tenia actividad antimicrobiana frente a las cepas indicadoras.

En estas mismas Figuras se observan también los halos de inhibicion

generados por ambas fracciones retenidas frente a B. cereus DBFIQ B 28 y a

E. coli DBFIQ E.c.9.

Figura N° 11: Halos de inhibiciéon generados frente a B.
cereus DBFIQ B 28 por las fracciones provenientes de
RP-HPLC. Sélo las fracciones | y IV generaron halos de
inhibicion. La fraccion R (residuo) corresponde a aquéllas
corridas cromatograficas que resultaron infructuosas. El

diametro de los pozos es de 7 mm.

Figura N? 12: Halos de inhibicion generados frente a E. coli
DBFIQ E.c. 9 por las fracciones provenientes de RP-HPLC.
Soélo las fracciones | y IV generaron halos de inhibicion. La
fraccién R (residuo) corresponde a aquéllas corridas
cromatograficas que resultaron infructuosas. El diametro de

los pozos es de 7 mm.

Los resultados obtenidos concuerdan parcialmente con abundantes datos

bibliograficos que destacan que las bacteriocinas son péptidos relativamente

hidrofobicos, activos preferentemente contra bacterias Gram (+) (Pascual et al.,

2008).
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Galvez et al. (1998) también constataron que la enterocina EJ97, producida
por Enterococcus faecalis EJ97, fue activa en bajas concentraciones y solamente
inhibié el crecimiento de bacterias Gram (+).

Joosten et al. (1996) demostraron que enterocina 4, bacteriocina obtenida de
Enterococcus faecalis INIA 4, presenté actividad antagonistica frente a bacterias
Gram (+), mientras que todas las bacterias Gram (-) ensayadas fueron resistentes a
este compuesto antibacteriano.

Cintas et al. (1997) informaron que enterocina P, bacteriocina aislada vy
purificada de cultivos de la cepa de Enterococcus faecium P13, resultd ser activa
contra bacterias Gram (+), y no presentd actividad antagonistica frente a las
bacterias Gram (-) ensayadas, tales como E. coli, Salmonella, Pseudomonas y
Yersinia enterocolitica.

Otros autores tales como Ohmomo et al. (2000), obtuvieron a partir de la cepa
de Enterococcus faecium NIAl 157 la enterocina ON-157, la cual fue activa frente a
bacterias Gram (+) y no frente a Gram (-). Sabia et al. (2002) determinaron la
actividad inhibitoria de la enterocina 416K1, una bacteriocina obtenida de la cepa de
Enterococcus casseliflavus IM 416K1, concluyendo que sélo resulté activa frente a
bacterias Gram (+). Sabia et al. (2004) encontraron que dos bacteriocinas
producidas por Enterococcus casseliflavus y por Enterococcus faecalis, s6lo fueron
activas contra bacterias Gram (+).

Yamamoto et al. (2003) purificaron una bacteriocina proveniente de una cepa
de Enterococcus faecalis RJ-11, la cual fue activa frente a bacterias Gram (+) y no
presentd actividad frente a las bacterias Gram (-) ensayadas (E. coli, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella typhimurium).
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Pediocina SA-1, péptido antimicrobiano producido por Pediococcus acidilactici
NRRL B5627, purificado por Anastasiadou et al. (2008), presentd actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram (+), pero no fue activa frente a Gram (-) como
Salmonella spp.

Sin embargo, otros autores han verificado actividad antagénica de ciertas
bacteriocinas tanto frente a bacterias Gram (+) como a Gram (-). Asi por ejemplo,
Strompfova et al. (2006), reportaron que la enterocina A, proveniente de una cepa de
Enterococcus faecium EK13, resultd activa contra bacterias Gram (+) y Gram (-),
tales como Listeria spp, Salmonella spp y E. coli.

Strompfova et al. (2007), estudiaron varias cepas de Enterococcus faecium
EF 55, EF 3S1, EF 2S3, EF 251, EF H31, las cuales presentaron un amplio espectro
de actividad antimicrobiana contra cepas Gram (+) como Enterococcus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus bovis y cepas Gram (-) tales como E. col,
Pseudomonas sp., Salmonella, Yersinia sp.

Pascual et al. (2008), purificaron y caracterizaron una bacteriocina producida
por Lactobacillus fermentum L23, cuya actividad antimicrobiana fue antagonista
hacia bacterias Gram (+) como Staphylococcus aureus, saprophyticus, epidermidis,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Gram (-) como Neisseria gonorrhoeae, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae'y oxytoca.

Tiwari et al. (2008), purificaron y caracterizaron plantaricina LR14, una
bacteriocina producida por Lactobacillus plantarum LR/14, |la cual presenté un amplio
espectro antimicrobiano contra bacterias Gram (+) y Gram (-).

Suma et al., (1998), quienes aislaron plantaricina LP84, una bacteriocina
producida por la cepa de Lactobacillus plantarum NCIM 2084, encontraron que dicha

bacteriocina era activa contra microorganismos Gram (+) como Bacillus cereus,
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Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Lactobacillus amylovarus y contra cepas
Gram (-) como E. coliy Pseudomonas aeruginosa.

Otros investigadores como Zamfir et al., (1999), verificaron que la cepa de
Lactobacillus acidophilus IBB 801, produjo una bacteriocina llamada acidofilina 801,
activa contra bacterias Gram (+) como hacia diferentes especies de Lactobacillus,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y
bacterias Gram (-) tales como Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y
Salmonella panama.

Jamuna et al.,, (2004), aislaron y caracterizaron distintas bacteriocinas
provenientes de diferentes especies de Pediococcus, los que constataron que las
mismas eran activas contra cepas Gram (+) como Lactococcus, B. cereus,
Clostridium, Listeria'y Staphylococcus y dentro de las Gram (-) Aeromonas, E. col,

Pseudomonas'y Vibrio parahaemolyticus.

171



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura N2 13 se detalla el perfil cromatografico obtenido por RP-HPLC

de la fraccion activa eluida con el 20% ACN.

Figura N2 13: Perfil cromatografico obtenido por RP-HPLC de la fraccién eluida con

el 20% de ACN.
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Deteccién UV a A=280 nm. Las fracciones recolectadas fueron las siguientes:

[) 0.00 a 10.60 min., I1) 10.60 a 12.16 min., lll) 12.16 a 15.60 min., IV) 15.60 a 30.00 min.

Al analizar el perfil cromatografico de elucion proveniente de la fraccidén

ACN al 20% (Figura N° 13), se observa que la fraccion | esta compuesta

de

por

numerosos picos, de los cuales ninguno es mayoritario. Se trataria de péptidos con

caracteristicas hidrofilicas, ya que eluyen con 5% de ACN, o bien podria tratarse de

sustancias antimicrobianas que no son retenidas por la columna cromatograf

ica.

En este ultimo caso, el hecho de que no sean retenidas seria debido a la formacion

de agregados por las macromoléculas peptidicas, cuyo corazén es hidrofébico,
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exponiendo las zonas hidrofilicas hacia el solvente de elucién, que en esta zona
contiene un gran porcentaje de agua.

La fraccidon |l esta compuesta practicamente por un solo péptido o proteina
que eluye aproximadamente al 30% de ACN y que no presenta actividad
antimicrobiana.

La fraccion Il no presenté actividad antimicrobiana.

Por ultimo, en la fraccién IV se detectan pocos componentes, de los cuales
uno es mayoritario con relacién a los demas. El mismo eluye a un 43% de ACN.
Dado que esta ultima fraccion posee actividad antimicrobiana, corresponde averiguar
el peso molecular de al menos el péptido mayoritario que la constituye.

Las proteinas y péptidos son un grupo de biomoléculas marcadamente
heterogéneo en cuanto a composicién, estructura y propiedades, lo que hace
imposible unificar criterios de purificacion, mas aun cuando se trata de moléculas
cuya actividad biol6gica debe ser conservada durante el proceso. No obstante, la
mayor parte de las bacteriocinas descritas poseen algunas propiedades que
permiten adoptar procesos generales de purificacion. Asi, debido a su pequeno
tamano, la mayoria presentan una alta tolerancia al pH acido y a los disolventes
organicos, lo que permite su purificacion mediante cromatografia de fase reversa. No
obstante, este pequefio tamafo hace que a veces sea muy dificil su separacién de
los componentes de los medios de cultivo. Ademas, gran parte de las bacteriocinas
descritas presentan carga neta positiva, lo que permite su recuperacion mediante
cromatografia de intercambio catiénico, etapa que posibilita la eliminacién de una
gran parte de los componentes del medio de cultivo. La combinacién de
cromatografia de intercambio cationico con cromatografia en fase reversa puede ser

un método util para la purificacion a homogeneidad de muchas bacteriocinas.
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4.2.- Segundo protocolo de purificacion

4.2.1.- Precipitacion salina con sulfato de amonio

El titulo antimicrobiano de la muestra correspondiente a este segundo
protocolo fue de 133 AU/mL, menor que el obtenido con el primer protocolo, que fue
de 266 AU/mL.

La actividad antimicrobiana del precipitado obtenido y de diferentes diluciones
del mismo, determinada por el método de difusibn en agar y expresada como
diametro (medido en mm) de la zona de inhibicién, se detalla en la Tabla N° 20.
Como control aproximado de la sal remanente que pudiese haber arrastrado la
precipitacion de las proteinas se utilizé una solucion de sulfato de amonio al 80% de

saturacion equilibrada a pH=7.0.
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Tabla N2 20: Actividad antimicrobiana de la muestra proveniente de la primera etapa
de purificacion parcial del segundo protocolo.

Microorganismos

Muestras B. cereus E. coli

Precipitado solubilizado

al 80% de saturacion 16 17
pH=7.0
Diluido al 1/2 12 12
Diluido al 1/4 10 10
Diluido al 1/8 8.5 8.5
Diluido al 1/16 - -
M17 concentrado 10
veces - .
Control: (NH,;).SO, al
80% de saturacion, 8 8
pH=7.0

- Control de la influencia de la sal: solucién al 80% de sulfato de amonio.
- Cepas indicadoras utilizadas: B. cereus DBFIQ B 28 y E. coli DBFIQE. c. 9.
- Didmetro de los pozos: 7 mm.
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La Tabla N° 21 indica que tras la precipitacién con sulfato de amonio al 80%
de saturacién, una buena parte de la actividad antimicrobiana total, proveniente del
sobrenadante sin concentrar, se recuperd (32%). De esta manera, la actividad
inhibidora especifica de la sustancia antimicrobiana se incrementé 3.3 veces en

relacion al sobrenadante libre de células.

Tabla N2 21: Resumen del proceso de purificacién parcial con sulfato de amonio al
80% de saturacion.

Act. Proteina :
. Vol.| Act. [P] Act. Esp.|Recup.| Purif.
Fraccion total Total
(mL)| (AU/mL) (mg/mL) (AU/mg) | (%) |(veces)
(AU) (mg)
Sobrenadante
concentrado 100 100 266 26600 89 8900 3 100 1
veces
Precipitacion
. 64 133 8512 13.6 870.4 9.8 32 3.3
salina

Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad
especifica; Recup.: recuperacién; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realizé por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en el que se aumenta la actividad especifica inicial:
Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mgQ).
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Muriana et al. (1991) purificaron lactacina F, bacteriocina proveniente de
Lactobacillus acidophilus 11088, obteniendo una recuperacion de la actividad
antimicrobiana del 64% luego del proceso de precipitacion, con un muy buen
aumento en la actividad especifica (320 veces respecto de la inicial).

Cintas et al. (1995) utilizaron la precipitacion salina como primer paso del
protocolo de purificacién de pediocina L50, bacteriocina obtenida de una cepa de
Pediococcus acidilactici. Ellos obtuvieron una recuperacioén del 90% de la actividad
antimicrobiana y un aumento de 9 veces respecto de la actividad especifica inicial.

Tahara et al. (1996b) informaron que en el proceso de purificaciéon de
acidocina J1132, proveniente de Lactobacillus acidophilus JCM 1132, se obtuvo un
porcentaje de recupero de sustancia antimicrobiana del 79%, con un muy bajo
aumento en la actividad especifica (0.98 veces).

Aktypis et al. (1998) obtuvieron resultados similares a los logrados en el
presente trabajo, dado que en el proceso de purificacién mediante precipitacion con
sulfato de amonio, el porcentaje de recupero de sustancia antimicrobiana fue de
22%, y se verificd un aumento de 12 veces de la actividad especifica inicial.

Hun-Joo, et al. (1999) purificaron una bacteriocina de la cepa de Lactococcus
lactis subsp. lactis H-559, aplicando la misma metodologia que en este trabajo de
investigacién. Obtuvieron resultados similares a los aqui expuestos en lo que
respecta a los porcentajes de recupero de la sustancia antimicrobiana (22%), y un
aumento de 1.2 veces de la actividad especifica inicial, o sea menor al obtenido en
este trabajo.

Otros autores tales como Ohmomo et al. (2000) obtuvieron un mediano grado

de recuperacion, del 61%, y un aumento de la actividad especifica inicial de 2.87, en
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el proceso de purificaciéon de la enterocina ON-157, producida por la cepa de

Enterococcus faecium NIAIl 157.

4.2.2.- Cromatografia de filtracién por geles

Esta etapa de purificacion se realiz6 para eliminar las sales remanentes y
compuestos de peso molecular menor a 700 Da (provenientes de la precipitacion

salina) presentes en la muestra activa.

En la Figura N° 14 se observa el perfil de la cromatografia de filtracién por

geles utilizando Sephadex G-10.

Figura N2 14: Perfil de la cromatografia de filtracién por geles utilizando
Sephadex G-10.

Cromatografia de filtracion por geles
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Fracciones: A (3a 13), B (14 a24) y C (25 a 60).
Buffer de elucién utilizado: AcNH,4 0.05 M, pH=5.0.

Sélo la fraccién A (indicada con una flecha) resulté ser activa.
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De las tres fracciones recogidas (A, B y C), solo la fraccion A demostr6é poseer
actividad antimicrobiana, eluyendo con el frente cromatografico con un titulo de
67 AU/mL, ya que la mas alta dilucion que dio actividad antimicrobiana fue 1/4. Estos

resultados se detallan en la Tabla N2 22.

Tabla N2 22: Actividad antimicrobiana, expresada como diametro (medido en mm)
de la zona de inhibicidn, de las fracciones provenientes de la cromatografia de

filtracion por geles utilizando Sephadex G-10.

Microorganismos

Atividad antimicrobiana
de las diferentes B. cereus DBFIQ B 28 E. coliDBFIQE.c. 9

muestras

Fraccion A 12 14

Diluida al 1/2 10 11

Diluida al 1/4 8 8

Diluida al 1/8 - -

Fraccion B - i

Fraccion C - -

M17 concentrado 10
veces

En la Tabla N° 23 se observan los resultados del proceso de cromatografia
de exclusion por geles, el cual arrojé una buena actividad inhibitoria (67 AU/mL), a la
vez que disminuy6 sensiblemente la cantidad de proteina (624 mg), por lo que la
actividad especifica so6lo se incrementd levemente (4.3 AU/mg). Se aprecia también
que el porcentaje de recuperacion fue del 10% y que la actividad especifica aumento

1.4 veces.
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Tabla N2 23: Resumen del proceso de purificacién parcial del segundo protocolo,
mediante cromatografia de filtracion por geles.

Act. Proteina :
. Vol.| Act. [P] Act. Esp.|Recup.| Purif.
Fraccion total Total
(mL)| (AU/mL) ((mg/mL) (AU/mg)| (%) |[(veces)
(AU) (mg)
Sobrenadante
concentrado | 100 266 26600 89 8900 3 100 1
10 veces
C. filtracion por
geles
40 67 2680 15.6 624 4.3 10 1.4
(Sephadex
G-10)

Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad
especifica; Recup.: recuperacion; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realizé por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en el que se aumenta la actividad especifica inicial:

Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mg).
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Autores como Yamamoto et al. (2003) utilizaron este tipo de cromatografia, no
para eliminar sales, sino para realizar un fraccionamiento proteico en funcién del
tamano de las proteinas o péptidos presentes en la muestra. Estos investigadores
observaron la formacion de agregados por parte de las sustancias antimicrobianas,
ya que al utilizar Sephadex G-50 las sutancias antimicrobianas eluian en el volumen
muerto de la columna, con un PM mayor a 30 kDa. El agregado de Tween 80 a la
muestra, en una concentracion del 0.1%, produjo la salida de una segunda fraccién
activa con un PM aproximado en 4000 Da (estimado mediante comparacién con
proteinas estandar procesadas en la misma columna). Analisis posteriores indicaron
que este comportamiento se debi6 a la presencia de agregados proteicos y no a la
presencia de dos sustancias diferentes.

Cintas et al. (1997) realizaron cromatografia de filtracién en gel como segundo
paso del protocolo de purificacién, luego de la precipitacion salina, obteniendo un
porcentaje de recuperacion del 77% y un aumento en la actividad especifica de
8 veces.

Herranz et al. (1999) utilizaron la cromatografia de filtraciéon por geles como
pasos intermedios para purificar bacteriocinas producidas por Enterococcus faecium
AA13 y Enterococcus faecium G 16. Para el compuesto activo producido por la
primera de las cepas mencionadas obtuvieron un bajo porcentaje de recuperacion
(17%), pero con un aumento de actividad especifica de 4 veces. En el segundo caso
lograron un porcentaje de recuperacién del 56%, con un aumento de actividad
especifica de 34 veces. En ambos casos utilizaron el mismo gel e idénticos método y
cepa indicadora. En funcion de lo expuesto se puede observar que los resultados
son muy dispares, aun cuando se trata de cepas bacteriocinogénicas

pertenencientes a la misma especie.
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Aktypis et al. (1998) utilizaron cromatografia de filtracibn en geles y
constataron la agregacion de termofilina T. Esta sustancia eluyd en el volumen
muerto de la columna, lo que indicdé que el PM de la bacteriocina era mayor a
150 kDa. Sin embargo finalmente se pudo verificar (aplicando SDS-Page) que su PM
era estimativamente de 2500 Da, lo que demuestra la facilidad de agregacion que

poseen este tipo de moléculas.

4.2.3.- Cromatografia de intercambio cationico

En la Figura N° 15 se detallan los resultados obtenidos al implementar la
cromatografia de intercambio catidnico con SP-Sepharosa, pH=4.50, y utilizando
como solventes de elucién buffers de acetato de amonio desde 0.1 M a 0.4 M.

Al analizar el perfil cromatografico de esta Figura, se aprecia la presencia de
dos picos, uno al comienzo de la cromatografia, que eluye con el buffer de
AcNH4 0.05 M, pH=4.50 (flecha continua), y que corresponde a la fraccion A, y otro
que eluye con el buffer de AcNH4 0.1 M, pH=4.50 (flecha discontinua) que se ha
denominado fraccion C. Sélo la fraccion A (0.05 M de AcNHy4), proveniente del
lavado de la columna, resultdé ser activa. Parte de la actividad antimicrobiana
permanecio en la fraccién no retenida, a pesar de que la muestra se pasé varias

veces por la columna cromatografica.
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Figura N2 15: Perfil cromatografico del intercambio catiénico con SP-Sepharosa
pH=4.50 y utilizando como solventes de elucion buffers de acetato de amonio desde
0.1 Ma0.4 M.
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Fraccién A (1 a 7), activa, se indica con una flecha continua; fraccién B (8 a 15), no activa;
pico cromatografico no activo, fraccion C (16 a 26), se muestra con una flecha discontinua;
fraccion D (27 a 40), no activa.

En la Tabla N° 24 se observan los resultados obtenidos, correspondientes a
las fracciones provenientes del proceso cromatografico de purificacién parcial de
intercambio catidnico con SP-Sepharosa. Del andlisis de los datos se deduce que el
titulo de la fraccién A fue de 133 AU/mL, y que el resto de las fracciones no fueron
activas. La fraccion no retenida es la que se obtiene luego de pasar varias veces la
muestra por la columna, y se aprecia que la misma retuvo actividad, con un titulo de
67 AU/mL. En este proceso se detectd que la muestra no se fijaba a la columna,
razon por la cual salié con la fraccion de lavado, posiblemente debido a la formacion

de agregados proteicos, como ya fuera descrito oportunamente.
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Tabla N2 24: Actividad antimicrobiana, expresada como didmetro (medido en mm)

de la zona de inhibicién, de las fracciones provenientes de la cromatografia de

intercambio catiénico.

Microorganismos

Actividad
antimicrobiana de las
diferentes muestras

B. cereus DBFIQ Bc 28

E. coliDBFIQE.c.9

Fraccion A 14 19
Diluida al 1/2 12 16
Diluida al 1/4 10 12
Diluida al 1/8 8 10
Diluida al 1/16 - -

Fraccion B - -

Fraccion C - -

Fraccion D - -

Fraccion no retenida 11 18

Diluida al 1/2 9 10

Diluida al 1/4 - 8

M17 concentrado
10 veces
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En la Tabla N® 25 se aprecian los datos obtenidos del proceso de purificacion
parcial, los cuales muestran que se logré un porcentaje de recuperacion del 2.5% y

un aumento de la actividad especifica de 3.6 veces.

Tabla N2 25: Resumen del proceso de purificacién parcial del segundo protocolo,
mediante cromatografia de intercambio catiénico con SP-Sepharosa.

Act. Proteina :
. Vol.| Act. [P] Act. Esp.[Recup.| Purif.
Fraccion total Total
(mL)| (AU/mL) (mg/mL) (AU/mg) | (%) |(veces)
(AU) (mg)
Sobrenadante
concentrado 100 100 266 26600 89 8900 3 100 1
veces
SP-Sepharosa
5 133 665 12.3 61.3 10.8 2.5 3.6
(0.05 M AcNH,)

Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad

especifica; Recup.: recuperacién; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realizé por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en el que se aumenta la actividad especifica inicial:
Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mgQ).
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4.2.4.- Cromatografia en fase reversa

En este paso cromatografico, soélo la fraccion de lavado presentd actividad
antimicrobiana. Si bien no hubo retencién de la sustancia antimicrobiana, esta
técnica permitié realizar un clean-up de la muestra, de modo que se logré eliminar
los pigmentos coloreados relativamente hidrofdbicos presentes, los cuales interfieren
con los métodos de determinacion de proteinas, ya sean directos o colorimétricos. El
titulo de esta fraccion activa fue de 133 AU/mL.

Estos resultados pueden apreciarse en la Tabla N 26.
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Tabla N2 26: Actividad antimicrobiana, expresada como didmetro (medido en mm)

de la zona de inhibicion, de las diferentes fracciones provenientes de la

cromatografia en fase reversa Cys.

Microorganismos

Actividad antimicrobiana
de las diferentes

B. cereus DBFIQ Bc 28

E. coliDBFIQE. c.9

muestras
Fraccion Lavado 15 22
Diluido al 1/2 11 17
Diluido al 1/4 10
Diluido al 1/8 8 8.5

Fraccion 10% ACN

Fraccion 20% ACN

Fraccion 30% ACN

Fraccion 50% ACN

Fraccion 80% ACN

Fraccion 100% ACN

M17 concentrado
10 veces
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La Tabla N2 27 muestra el resumen del proceso de purificacion parcial con
cromatografia en fase reversa Cis. En ella se aprecia que el porcentaje de

recuperacion fue de 0.8% y el aumento de actividad especifica fue de 14.8 veces.

Tabla N2 27: Resumen del proceso de purificacién parcial del segundo protocolo,

mediante cromatografia en fase reversa Cis.

Act. Proteina :
. Vol.| Act. [P] Act. Esp.[Recup.| Purif.
Fraccion total Total
(mL)| (AU/mL) (mg/mL) (AU/mg) | (%) |(veces)
(AU) (mg)
Sobrenadante
concentrado 100 100 266 26600 89 8900 3 100 1
veces
C .Fase
Reversa
B 1.5 133 | 199.5 3 4.5 44.3 0.8 | 14.8
Fraccion
(0% ACN)

Vol.: volumen (mL); Act.: actividad; [P]: concentracién de proteina; Act. Esp.: actividad

especifica; Recup.: recuperacién; Purif.: purificacion.

Actividad (AU/mL): En unidades arbitrarias (AU) por mL, que corresponden al inverso de
la mayor diluciéon que produce un halo de 7.5 mm (Diametro del pozo: 7 mm).

Actividad total (AU): Volumen (mL) de la fraccién por actividad (AU/mL). En unidades
arbitrarias (AU).

[P] (concentracion de proteina) (mg/mL): Su determinacién se realizé por el método del
acido bicinconinico.

Actividad especifica (AU/mg): Actividad (AU/mL) / concentracion de proteina (mg/mL).
Porcentaje de recuperacion: Es la relacion en porcentaje entre la actividad total de la
fraccién en cuestién (AU) y la actividad total inicial (AU).

Purificacion: Numero de veces en el que se aumenta la actividad especifica inicial:
Actividad especifica (AU/mg) de la fraccién / Actividad especifica inicial (AU/mg).
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4.2.5.- Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC)

La muestra activa eluida con el lavado de la columna procedente de la
cromatografia en fase reversa sobre soporte sélido, fue a continuacién analizada
mediante cromatografia RP-HPLC, en las condiciones ya descritas en la seccién
8.1.3. del capitulo correspondiente a Materiales y Métodos.

Al analizar el perfil cromatografico de elucién proveniente de la fraccién activa
de lavado de la cromatografia en fase reversa Cqg (Figura N° 16), se observa que la
fraccion |, comprendida entre 0 y 10.60 minutos, esta compuesta por numerosos
picos, de los cuales ninguno es mayoritario. Se trataria de péptidos con
caracteristicas hidrofilicas, ya que eluyen con 5% de ACN, o bien podria tratarse de
sustancias antimicrobianas que no son retenidas por la columna cromatografica.
En este ultimo caso, el hecho de que no sean retenidas seria debido a la formacion
de agregados por las macromoléculas peptidicas, cuyo interior es hidrofébico,
exponiendo las zonas hidrofilicas hacia el solvente de elucién, que en esta zona
contiene un gran porcentaje de agua. La fracciéon Il, comprendida entre 10.60 y
12.16 minutos, estd compuesta practicamente por un solo péptido o proteina que
eluye aproximadamente al 30% de ACN. En la fraccién Ill, comprendida entre 12.16
y 15.60 minutos, no se detecta la presencia de compuestos que absorban a 280 nm.
Por dltimo, en la fraccién IV, comprendida entre 15.60 y 30 minutos, se detectan
pocos peéptidos, de los cuales uno es mayoritario con relacién al resto y eluye

aproximadamente al 43% de ACN.
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Figura N2 16: Perfil cromatogréfico de la fraccion eluida con el lavado de la columna
de C1s, obtenido por RP-HPLC.
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Deteccién UV a A=280 nm.

Las condiciones de corrida son las mismas que las utilizadas para realizar el ensayo del primer
protocolo.

Las fracciones recolectadas fueron las siguientes: |) 0,00 a 10.60 min., II) 10.60 a 12.16 min., lll) 12.16
a 15.60 min., V) 15.60 a 30.00 min.
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No fue determinada la actividad antimicrobiana de las diferentes fracciones
obtenidas mediante este protocolo de purificaciéon, pero se observa que los perfiles
cromatograficos en ambos protocolos son practicamente idénticos, por lo que se
puede inferir que su comportamiento frente a las cepas indicadoras deberia ser

similar.

4.2.6.- Comparacion de los dos protocolos de purificacion

Si comparamos las Tablas donde se resumen las purificaciones parciales
logradas mediante la implementacién de los dos protocolos ensayados, se puede
apreciar que hay diferencias en las distintas etapas. En el primer protocolo la
cromatografia de intercambio catiénico produjo una recuperacion del 2%, siendo
ésta del 2.5% en el segundo protocolo, lo que demuestra que este porcentaje es
similar en ambos métodos. La actividad especifica aumenté 10.2 veces en el
primero, y sélo 3.6 veces en el segundo. Con respecto a la cromatografia en fase
reversa, el porcentaje de recuperaciéon es de 0.3% para el primer protocolo y de
0.8 % para el segundo. La actividad especifica aument6 7.3 veces para el primero y
14.8 veces para el segundo. Los perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC en
las muestras provenientes de los diferentes protocolos son practicamente idénticos.

Todorov et al. (2004) compararon dos métodos de purificacién de plantaricina
ST31, una bacteriocina producida por Lactobacillus plantarum ST31. Para ello
utilizaron dos protocolos de purificacion del SLC. ElI primero consistié en
precipitacion con sulfato de amonio al 60% de saturacidn, extraccion en fase sélida
con columna Sep-Pack Cyg y RP-HPLC, con porcentajes de recupero de 40%, 4% y
0.8% respectivamente. En el segundo se realiz6 cromatografia de intercambio

catibnico con SP-Sepharosa, obteniéndose un porcentaje de recuperacion del

191



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

RESULTADOS Y DISCUSION

5.94%, y luego RP-HPLC. A pesar de las diferencias entre las dos metodologias de
purificacion, las plantaricinas purificadas fueron idénticas. Por lo tanto, los autores
concluyeron que, en términos de pureza, no hubo diferencias significativas entre los
dos métodos de purificacién ensayados y que eran igualmente confiables.

Del estudio realizado en el presente trabajo, con respecto a las dos
metodologias empleadas, los resultados fueron similares a los obtenidos por
Todorovov et al. (2004), ya que si bien los porcentajes de recupero fueron
diferentes, los productos finales fueron practicamente iguales, si tenemos en cuenta
los perfiles cromatograficos obtenidos por RP-HPLC, que representan las
purificaciones parciales del SLC de las dos metodologias empleadas (Figuras N° 13
y N2 16).

Para evitar la pérdida de sustancia activa y por una cuestion de costos,
siempre es conveniente utilizar el protocolo que posea menor cantidad de procesos
de purificacion.

Resulta impracticable estandarizar un protocolo de purificacion para
sustancias proteicas o peptidicas producidas por bacterias del acido lactico, ya que
aunque sean producidas por cepas de la misma especie, pueden tener un
comportamiento muy diferente con respecto al proceso de purificacion. Por ejemplo,
Guyonnet et al. (2000) purificaron bacteriocinas sintetizadas por dos cepas de
Lactobacillus sakeli, la 2675 y la 2525, mediante el mismo protocolo de purificacién, y
obtuvieron un porcentaje de recupero de 10% y 50% respectivamente. Con este
mismo protocolo purificaron un péptido activo producido por la cepa de
E. faecalis 336, obteniendo un 66% de recuperacion.

Otro inconveniente importante que se presenta al momento de purificar una

bacteriocina contenida en un cultivo microbiano, es la pequefa cantidad de ésta que
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se encuentra en el mismo. Parte de las dificultades relacionadas con estas etapas de
purificacion pueden estar, por lo tanto, asociadas con las muy bajas concentraciones
en que se encuentran los péptidos o proteinas antimicrobianos en los SLC
provenientes de cultivos de bacterias acido lacticas bacteriocinogénicas. Al respecto
existe amplia informacion bibliografica, parte de la cual se detalla a continuacion, a
modo de ejemplo:
- Guyonnet et al. (2000) constataron que las cantidades de bacteriocinas
encontradas oscilan entre el 35 y 160 ug de bacteriocina purificada por 100 mL del
SLC, lo que implica que su concentracion inicial, calculada de acuerdo al rendimiento
de la purificacién, se encontraba entre 0.75y 16 mg/L.
- Hanninen et al. (1997) informaron que la bacteriocina leucocina A-UAL 187,
proveniente de Leuconostoc gelidum A-UAL 187, fue purificada a partir de 5 litros de
medio de cultivo, obteniéndose 2.06 mg de bacteriocina y en la purificacion de
acidocina A se necesitaron 2 litros de medio de cultivo para producir 1.5 mg de
proteina activa, y 18 ug / mL de mesentericina Y105 se obtuvieron a partir de
540 mL de medio de cultivo.
- Bhunia et al. (1988) purificaron pediocina AcH, producida por Pediococcus
acidilactici H, mediante precipitacién con sulfato de amonio, filtracién por gel e
intercambio idnico. Este protocolo produjo un rendimiento de 0.112 mg de proteina a
partir de 1500 mL de medio de cultivo. La purificacion de pediocina A produjo
0.086 mg de proteina a partir de 1 litro de SLC.

Un importante numero de factores pueden impactar, al aplicar protocolos de
purificacion especificos, en la determinacion de la actividad especifica y en la
medida de las veces en la que se aumenta la actividad especifica inicial. La

sensibilidad del método de cuantificacion de proteina y de los ensayos que
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determinan la actividad antimicrobiana son factores importantes que influyen en la
determinacién del grado de pureza y de la actividad especifica. Tagg et al. (1976)
indicaron que la actividad de la bacteriocina analizada depende de las condiciones
de los test de ensayos y de la susceptibilidad del organismo indicador utilizado. La
densidad del césped donde se siembra la cepa indicadora es un determinante
importante en la sensibilidad del método. La difusion de la bacteriocina durante el
ensayo es un factor crucial a considerar, como lo es también la cepa indicadora,
pudiéndose producir diferentes actividades especificas en funcién de las mismas.

Se han empleado numerosas variantes en los métodos de purificacion de
bacteriocinas, todos ellos evaluados a través del nimero de veces en que se
aumenta la actividad especifica, el porcentaje de recuperacién de la actividad y la
actividad especifica, los que varian ampliamente, aun para proteinas similares. Por
ello es que a pesar de que se utilizan diferentes procesos, no es muy conveniente
usarlos para comparar protocolos de purificacién de proteinas distintas. Hay muy
poca informacién sobre estructura terciaria de las bacteriocinas, posiblemente
porque los rendimientos de los procesos de purificacion son muy bajos. Mejorar
estos procesos ayudaria a comprender mas ampliamente las relaciones estructura-

actividad de estos péptidos antimicrobianos.
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5.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA UTILIZANDO TRICINA

Y DODECIL SULFATO SODICO (Schagger y von Jagow, 1987)

Tricina-SDS-PAGE es una técnica comunmente usada para separar proteinas
de masa molecular en el rango de 1 a 100 kDa. Es el sistema electroforético
preferido para la resolucién de proteinas de PM menor a 30 kDa. La concentracion
de acrilamida usada en los geles es mucho mas baja que en otros sistemas

electroforéticos (Schagger, 2006).

5.1.- Electroforesis Tricina-SDS-PAGE de la fraccion activa correspondiente a

la primera etapa del segundo protocolo de purificacion.

Mediante esta técnica se procedi6 a caracterizar la muestra parcialmente
purificada, luego de la etapa de precipitacion con sulfato de amonio al 80% de
saturacién, correspondiente al segundo protocolo de purificacién. Los resultados
obtenidos se observan en la Figura N° 17 (linea 2), en la cual aparecen 4 bandas. La
de mayor PM aparece a la altura del patron de PM igual a 26.6 kDa, y es la de
menor migracion; luego aparece una segunda banda entre los patrones de 26.6 y
17 kDa; la tercera se ubica entre los patrones cuyos PM son 17 y 14.2 kDa; y se
observa una cuarta banda muy ancha que se extiende entre los marcadores de 6.5 a
1.06 kDa. Por lo tanto, esta experiencia demostrd la presencia de proteinas y
péptidos de PM que varian entre 26.6 y 1.06 kDa, algunos de ellos provenientes del
medio de cultivo y otros producidos por la bacteria en estudio, E. faecalis

DBFIQ E24.
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Figura N2 17: Corrida electroforética Tricina-SDS-PAGE de patrones y de la

disolucién del precipitado del SLC con sulfato de amonio al 80% de saturacion.
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1- Marcadores moleculares: Triosafosfato isomerasa: 26.6 kDa; Mioglobina: 17 kDa;
a-lactoalbumina: 14.2 kDa; Aprotinina: 6.5 kDa; Insulina cadena B: 3.5 kDa;

Bradiquinina: 1.06 kDa.

2- Muestra (2 L) de la disolucion del precipitado del SLC con sulfato de amonio al 80% de
saturacion.

- Tincion con plata.
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5.2.- Electroforesis Tricina-SDS-PAGE de la fraccion activa correspondiente a
la cromatografia en fase reversa Cis, cuarta etapa del proceso del segundo

protocolo de purificacion.

5.2.1.- Tincidn con plata

El cromatograma electroforético se muestra en la Figura N° 18. En la calle 2,
donde se sembrd la muestra parcialmente purificada luego de la cromatografia en
fase reversa Cig, se aprecia una banda muy difusa, con mucha cola, posiblemente
debido a la presencia de demasiada muestra, y como la tincién con plata es muy
sensible exacerba aun mas la no homogeneidad de la banda. Otra posibilidad para
disminuir las colas en las bandas seria aumentar el tiempo de corrida; de este modo,
parte de la banda que se encuentra retrasada podria equipararse con el resto,
resultando una banda mas estrecha.

A pesar de los resultados no definidos adecuadamente que se obtuvieron en
esta experiencia, si se compara el cromatograma de la muestra parcialmente
purificada luego de la precipitacion con sulfato de amonio al 80% (Fig. N2 17) con el
correspondiente a la Figura. N° 18, se observa que las bandas de PM mayores a
14 kDa han desaparecido, es decir que las mismas fueron eliminadas mediante el

proceso de purificacion parcial realizado.
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Figura N2 18: Corrida electroforética Tricina-SDS-PAGE de patrones y de la

muestra activa parcialmente purificada, luego de la fase reversa Cis.
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1- Marcadores moleculares: Triosafosfato isomerasa: 26.6 kDa; Mioglobina: 17 kDa;
a-lactoalbumina: 14.2 kDa; Aprotinina: 6.5 kDa; Insulina cadena B: 3.5 kDa;

Bradiquinina: 1.06 kDa.

2- Muestra (5 yL) de la fraccidon activa correspondiente a la cromatografia en fase reversa
Cigdel segundo protocolo de purificacion.

- Tincion con plata.
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5.2.2.- Tincion con Coomassie Brilliant Blue R

En la Figura N® 19 se muestra el electroferograma de la muestra activa
parcialmente purificada, luego de la fase reversa Cis, empleando en este caso
Coomassie Brilliant blue R para la tincion, en lugar de plata (ver Figura N° 18).
Comparando las figuras se aprecia que, al ser este colorante menos sensible que
la plata, tine menos y la imagen es mas nitida. En la Ultima de estas dos Figuras se
observa una banda neta a la altura de los patrones de PM entre 3.05 y 1.06 kDa,
dato que estd en concordancia con el obtenido cuando fue determinado el PM
aparente por ultrafiltracion, experiencia que arrojé un valor menor de 3 kDa.

Para determinar con mayor exactitud el PM de la muestra mediante este
método, hubiese sido necesaria una mayor purificacién de la misma, llegando a la

homogeneidad.
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Figura N2 19: Corrida electroforética Tricina-SDS-PAGE de patrones y de la

muestra activa parcialmente purificada, luego de la fase reversa Cis.
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1- Marcadores moleculares: Triosafosfato isomerasa: 26.6 kDa; Mioglobina: 17 kDa;
a-lactoalbumina: 14.2 kDa; Aprotinina: 6.5 kDa; Insulina cadena B: 3.5 kDa;

Bradiquinina: 1.06 kDa.

2- Muestra (5 L) de la fraccidn activa correspondiente a la cromatografia en fase reversa
Cigdel segundo protocolo de purificacion.

- Tincion con Coomassie Brilliant blue R
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5.3.- Método de deteccion directa de la actividad antimicrobiana en geles de

poliacrilamida (Bhunia et al., 1992).

En la Figura N° 20 se aprecia la inhibicién generada por el SLC DBFIQ E24
concentrado 33 veces, sobre la cepa de B. cereus DBFIQ B 28. El efecto antagdnico
es especifico de las proteinas alojadas en el gel, debido a que otras partes del
mismo no provocaron una inhibicién en la cepa indicadora. Ademas, luego de la
fijacion por dos horas, los geles se lavaron durante 30 minutos, cambiando
adecuadamente el agua cada 10 minutos y agitando, lo que aseguré aun mas que el

efecto sea especifico.

Figura N2 20: Método de deteccion directa de la actividad antimicrobiana del SLC
concentrado, aplicando la técnica de Bhunia et al. (1992).

Volumen de siembra: 25 pL del SLC DBFIQ E24 concentrado 33 veces.
Cepa indicadora: B. cereus DBFIQ B 28.
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Esta técnica se us6 para estimar el PM de la banda peptidica con actividad
antimicrobiana.

En la Figura N° 21 se observa que el PM correspondiente a la banda con
capacidad inhibitoria comprobada frente a B. cereus DBFIQ B 28, esta entre los
marcadores de 3.5y 1.06 kDa, valor que coincide con los resultados de los ensayos
preliminares realizados para la determinacion del PM aparente utilizando las técnicas
de ultrafiltracion y dialisis. Mediante estas técnicas se determin6 que el valor del PM

de la sustancia activa es menor a 2 kDa.

Figura N2 21: Método de deteccion directa de la banda con actividad antimicrobiana,

aplicando la técnica de Bhunia et al. (1992).
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1- Marcadores moleculares: Triosafosfato isomerasa: 26.6 kDa; Mioglobina: 17 kDa;
a-lactoalbumina: 14.2 kDa; Aprotinina: 6.5 kDa; Insulina cadena B: 3.5 kDa;

Bradiquinina: 1.06 kDa.

2- Muestra (5 L) de la fraccidn activa correspondiente a la cromatografia en fase reversa
Cygdel segundo protocolo de purificacion.

3- Muestra (10 pL) de la fraccién activa correspondiente a la cromatografia en fase reversa
Cigdel segundo protocolo de purificacion.

4- Indica la banda con actividad antimicrobiana.
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Anastasiadou et al. (2008) utilizaron Tricina-SDS PAGE para determinar el
PM aproximado y la presencia de la banda con actividad antimicrobiana de
pediocina SA-1, constatando que el PM obtenido por Tricina-SDS PAGE estuvo en el
rango comprendido entre 3 y 4 kDa. Este resultado fue concordante con el obtenido
para el mismo compuesto por Espectrometria de masas (3.66 kDa).

Tiwari et al. (2008) purificaron plantaricina LR14 a y [, bacteriocinas
producidas por Lactobacillus plantarum LR/14, y utilizaron Tricina-SDS PAGE para
determinar el PM aproximado. También en este caso los valores obtenidos fueron
concordantes con los determinados por Espectrometria de masas.

Aktypis et al. (1998) utilizaron la técnica Tricina-SDS-PAGE para determinar el
PM aproximado de la banda correspondiente al péptido antimicrobiano termofilina T,
el cual presenté un PM de 2500 Da. La tincién fue realizada con plata y mostré una
banda difusa con cola.

Otros autores como Galvez et al. (1998) no obtuvieron concordancia entre
SDS-PAGE y Espectrometria de masas, cuando analizaron enterocina EJ97. Con la
primera técnica obtuvieron una banda de PM estimado en 4800 Da, y con
Espectrometria de masas observaron senales de PM 5327.7 Da, 10679.6 Da,
16053.9 Da y 21385.4 Da, las que correspondieron a los agregados de dos, tres y
cuatro subunidades monomeéricas, respectivamente. Con estos datos determinaron
que el PM real de la bacteriocina en estudio era de 5340 Da.

Balla et al. (2000) obtuvieron mediante Tricina-SDS-PAGE sélo una banda
peptidica activa. Sin embargo, cuando la misma fracciébn fue analizada por
Espectrometria de masas constataron la presencia de dos péptidos de PM 4285 y

3899 Da, correspondientes a las enterocinas 1071A y 1071B, respectivamente.

203



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

RESULTADOS Y DISCUSION

Ohmomo et al. (2000), utilizando la técnica SDS-PAGE, obtuvieron una
banda simple de PM de aproximadamente 2.500 Da para la enterocina ON-157. Sin
embargo, cuando determinaron la actividad bacteriocinogénica del SLC luego de ser
ultrafiltrado a través de membranas con cut-off de 50 y 20 kDa, escasamente el 60%
de la sustancia con actividad pudo ser ultrafiltrada. Por otra parte, cuando la muestra
fue tratada con SDS y calentada, la totalidad de la sustancia activa fue obtenida
luego de la ultrafiltracién a través de membranas de cutt-off de 10 kDa. Estos
resultados sugieren que esta bacteriocina pudo agregarse, y que la desagregacién
se produjo por la accion detergente del SDS y del calor.

Foulquié Moreno et al. (2003a) utilizaron la técnica Tricina-SDS-PAGE para
estimar los PM de varias enterocinas, las que oscilaron entre 3.9 y 4.0 kDa. Luego
de la electroforesis realizaron el bioensayo, observando bandas simples de
inhibicion.

Aunque SDS-PAGE no es una técnica exacta para calcular la masa molecular
de pequenas bacteriocinas hidrofébicas tipo enterocinas, nos da una valorable
informacion acerca de la presencia de uno o varios péptidos.

También se puede citar a modo de ejemplo que Yanagida et al. (2005),
determinaron mediante Tricina SDS-PAGE el PM del extracto activo que contenia a
la bacteriocina durancina L28-1A, luego de que la misma fue purificada parcialmente
con cromatografia en fase reversa de C18A posteriori confirmaron la actividad de la

misma mediante la técnica de Bhunia et al. (1992).
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En primer lugar y teniendo en cuenta la finalidad central de la ejecucién de la
presente investigacion, se puede afirmar que se llevo a cabo el trabajo experimental
que permitié dar cumplimiento a los objetivos oportunamente planteados para el

desarrollo de esta Tesis:

- Seleccion de una cepa silvestre de Enterococcus, de coleccion propia y aislada a
partir de ecosistemas alimentarios de la region, productora de sustancias

antimicrobianas tipo bacteriocinas.

- Obtencién del sobrenadante libre de células (SLC) a partir de cultivos de esa cepa,

donde se encuentren presentes las sustancias antimicrobianas a estudiar.

- Caracterizacién primaria de esas sustancias, que permitan determinar su

naturaleza quimica y su espectro de accién.

- Purificacion parcial de las sustancias tipo bacteriocinas integrantes del

sobrenadante libre de células antes mencionados.

- Obtencion y purificacién de distintas fracciones peptidicas a partir del SLC de

cultivos de la cepa seleccionada, a fin de avanzar en la purificacion y caracterizacion

de la sustancia activa.
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Por otra parte, mediante la concrecion de la labor experimental necesaria para
dar cumplimiento a los objetivos planteados, también se han obtenido resultados que
implican una contribucion de relevancia para el avance de un aspecto importante de
las tecnologias aplicadas en la industria alimentaria. Desde este punto de vista es
posible afirmar que se ha efectuado un aporte interesante relacionado con una
tematica en creciente auge, la biopreservacion de alimentos. Dicho aporte puede
llevarse a la practica mediante la implementacion de dos estrategias diferentes: a
través de la incorporacion a starters alimentarios especificos de la cepa bacteriana
bacteriocinogénica estudiada, o bien mediante la utilizacion de la bacteriocina
sintetizada por ella, parcialmente purificada, como agente natural para la

conservaciéon de alimentos.

Analizando los resultados logrados en cada una de las etapas cumplidas para
concretar la labor experimental, se pueden deducir las conclusiones parciales que se

detallan a continuacion.

- En lo que respecta a la caracterizacion preliminar del SLC en estudio, es
importante destacar que los resultados empiricos obtenidos permiten formular las
siguientes apreciaciones:

» EI SLC posee un amplio y heterogéneo espectro inhibitorio, que se manifiesta
frente a diversas bacterias, levaduras y hongos filamentosos alterantes de
alimentos o causantes de enfermedades de transmision alimentaria (ETAs).
Esta confirmacion experimental indica que esta cepa del género Enterococcus
podria producir mas de una sustancia con caracteristicas antimicrobianas, ya

que en la mayoria de los casos los péptidos inhibidores de levaduras vy
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hongos filamentosos son distintos de los que reciben la denominacion de
bacteriocinas, los que ejercen su actividad antagoénica frente a bacterias.
Ademas, el espectro inhibitorio amplio ha sido comprobado también
especificamente frente a bacterias, ya que la sustancia activa ha demostrado
serlo frente a diversos géneros y especies Gram (+) y Gram (-). Esto es
sumamente beneficioso si la cepa bacteriocinogénica misma o el SLC de sus
cultivos, ya sea crudo o parcial o totalmente purificado, son adicionados a
ciertos alimentos con vistas a su biopreservaciéon. En cualquiera de estos
casos se lograria una accién antagonica extendida, que no sélo se limitaria a
las bacterias Gram (+) tradicionalmente inhibidas por la accion de
bacteriocinas, sino que también se manifestaria frente a bacterias Gram (-),
levaduras y hongos filamentosos indeseables en alimentos. En funcién de
esto se puede afirmar que la cepa bacteriocinogénica en estudio y su SLC
cumplen sobradamente con una de las premisas fundamentales exigidas a
cualquier biopreservador alimentario, la que consiste en poseer un espectro
antibacteriano amplio. En este caso, esta propiedad fundamental se extiende
también a otros tipos de microorganismos cuya presencia debe ser
convenientemente controlada en distintos tipos de alimentos, aumentando asi
las ventajas potenciales para el uso tecnoldgico de la cepa y de su SLC.

La actividad del SLC frente a una cepa de E. coli convierte a la bacteria
bacteriocinogénica en una de las pocas del género Enterococcus que son
efectivas en el control de esta bacteria Gram (-). Adicionalmente, también ha
demostrado un efecto antagdnico similar frente a una cepa de Salmonella
Enteritidis, y una accidon muy intensa frente a una de Vibrio cholerae 01. Si se

considera la importancia que tiene el control de estas bacterias Gram (-) en la
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industria alimentaria, resulta incrementado el interés tecnolégico de la cepa
en estudio y de su SLC. En el mismo sentido debe tenerse en cuenta la
actividad comprobada, aunque no de intensidad destacable, frente a Listeria
monocytogenes, uno de los contaminantes Gram (+) mas dificiles de controlar
con los métodos tradicionales aplicados para asegurar la inocuidad de los
alimentos. En contraposicién a estos resultados favorables, no se puede dejar
de mencionar un aspecto negativo detectado, el que consiste en la ausencia
de actividad frente a la cepa de Staphylococcus aureus ensayada, siendo
esta especie uno de los agentes causantes de ETAs mas comunes y
extendidos en la industria alimentaria mundial.

Los tratamientos enzimaticos indican que la sustancia inhibitoria presente en
el SLC obtenido de cultivos de E. faecalis DBFIQ E24 esta integrada por
proteinas o péptidos, pudiendo también estar presentes otras sustancias
inhibitorias del crecimiento, tales como lipidos y carbohidratos. Si bien los
tratamientos enzimaticos no son concluyentes por si mismos, sino que sélo
brindan informacién valedera para una caracterizacion primaria del
sobrenadante, la comprobacién mediante estos ensayos preliminares de la
presencia de péptidos o proteinas en el SLC permite aseverar que en el
mismo esta presente una bacteriocina, aunque no pueda descartarse la
presencia simultanea de otras sustancias antimicrobianas.

La demostracion de que el SLC es térmicamente estable, inclusive frente a un
tratamiento en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, es de gran interés
tecnoldgico. De igual modo lo es el hecho de que pueda ser conservado al
menos durante 1 mes a -20 °C y por 3 meses a 4 °C, sin que resulte afectada

su actividad antimicrobiana. Estas propiedades garantizan la posibilidad de
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aplicacién del SLC sin pérdida de efectividad en alimentos que deban ser
sometidos a tratamientos térmicos o conservados bajo refrigeracién o
congelamiento. Por lo tanto, el SLC investigado cumple con los requisitos
necesarios para ser integrado a un sistema de barreras que garantice la
inocuidad alimentaria, dado que su efectividad no seria afectada por otros
tratamientos que integren dicho sistema. Incluso el empleo del SLC como
biopreservador permitiria reducir la intensidad de otras barreras tales como
los tratamientos a altas temperaturas o la conservacion en frio. Es de
destacar que precisamente ésa es la tendencia imperante en la actualidad en
lo que respecta al uso de bacteriocinas en tecnologias alimentarias. Dado que
las mismas no pueden garantizar por si solas la inocuidad de los alimentos,
su aplicacién se debe integrar como una barrera mas en un sistema que si lo
haga. Esta estrategia es de sumo interés, dado que posibilita disminuir la
intensidad de otros tratamientos que alteran las propiedades nutricionales o
los caracteres sensoriales de los alimentos preservados.

La comprobacién de que el SLC es activo en un amplio rango de pH también
es importante desde el punto de vista tecnoldgico, ya que garantiza la
potencial aplicacion del mismo en la conservacién de una variada gama de
alimentos. Este aspecto merece una reflexion idéntica a la realizada en el
item anterior con respecto a la integracibn a sistemas de barreras de
aseguramiento de la calidad e inocuidad alimentarias, dado que la
manipulacion del pH es otra de las barreras muy frecuentemente usadas en
esos sistemas. El hecho de que exista un rango de pH de maxima actividad
para el SLC en estudio, comprendido entre los valores 6.0 y 7.0, es comun

para la mayoria de las bacteriocinas conocidas, mientras que no lo es tanto el

209



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

CONCLUSIONES

que la actividad se mantenga, aunque ligeramente disminuida, fuera de ese
segmento de valores éptimos de pH.

El hecho de haber comprobado que, en general, el agregado de surfactantes
favorece el aumento de la actividad antimicrobiana del SLC investigado, como
consecuencia de la desagregacion de los complejos de bacteriocina, es
importante a fin de determinar las mejores condiciones para su obtencion y
posterior aplicacién. EI comportamiento de cada bacteriocina frente a los
detergentes es Unico y depende de las cepas utilizadas en el ensayo, lo que
explica la gran disparidad de resultados observada en la bibliografia.

El marcado efecto bactericida y bacteriolitico comprobado para el SLC E24,
tanto frente a bacterias Gram (+) como Gram (-), lo torna especialmente
eficaz para el control efectivo de la presencia de estos microorganismos en
distintos tipos de alimentos. A diferencia de otras bacteriocinas conocidas,
cuyo efecto es sblo bacteriostatico y por lo tanto muy limitado, el empleo
como agente antibacteriano del SLC en estudio aseguraria el control efectivo

de la poblacién bacteriana contaminante.

- En lo que respecta a la cepa bacteriocinogénica en si misma, se pudo

establecer que E. faecalis DBFIQ E24 no presenté actividad hemolitica y que resulté

sensible al antibiético vancomicina. Estos aspectos son importantes para poder

aplicar la cepa en estudio en la industria alimentaria o en la elaboracién de

productos veterinarios, dado que se trata de un microorganismo seguro para ser

aprovechado por su actividad productora de agentes antimicrobianos, sin correr el

riesgo de potenciales efectos adversos sobre la salud humana o animal.
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- En lo que se refiere a los ensayos de purificacion efectuados, y en referencia
especifica al primer protocolo de purificacion parcial del SLC, los resultados
obtenidos permiten destacar los siguientes aspectos:

» De la cromatografia de intercambio cationico se obtuvieron dos fracciones
activas, que fueron las correspondientes al lavado y a la fraccién A. La fraccion
lavado posee actividad debido posiblemente a la formacién de agregados
peptidicos, los cuales no son retenidos por la columna de intercambio catiénico
y son eluidos con la solucién de lavado. La obtenciéon de la fracciéon A al
efectuar la elucién con 0.1M de AcNH,, permite concluir que la sustancia
antimicrobiana es de caracter catiénico.

> La fraccién A, resultante de la eluciéon con 0.1M de AcNHg, y cuya actividad
expresada en Unidades Arbitrarias fue de 266 AU/mL, resulté ser mas activa
que la de lavado, dado que esta ultima presenté halos inhibitorios menores
frente a las cepas indicadoras. Esto indica que, para continuar avanzando
eficazmente con el proceso de purificacion, conviene centrar la atencién y
seguir trabajando sobre la mencionada fraccién.

» De la cromatografia en fase reversa C1g se obtuvieron dos fracciones activas,
la de lavado y la eluida con el 20% de ACN. Esto permite concluir que, o bien
se estd en presencia de dos compuestos antimicrobianos diferentes, o se
produce agregacién de las moléculas de sustancia antimicrobiana entre si
mismas o con moléculas de otros péptidos del medio.

> De la cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) se
obtuvieron cuatro fracciones, siendo la | y la IV las activas frente a las cepas
indicadoras. De este modo se pudo avanzar sensiblemente en el proceso de

purificacion de la sustancia activa, dado que se obtuvieron fracciones cada
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vez mas puras, desagregadas y con menor grado de contaminacién con
sustancias interferentes que no aportan nada al proceso de inhibicién frente a

las cepas sensibles.

- En referencia especifica al segundo protocolo de purificacion parcial del
SLC, de acuerdo con los resultados logrados es importante destacar los siguientes
aspectos:

» La precipitacion con sulfato de amonio al 80% de saturacién produjo un
recupero del 32% de la actividad antimicrobiana total, respecto del
sobrenadante sin concentrar. De esta manera, la actividad inhibitoria
especifica de la sustancia antimicrobiana se incrementé 3.3 veces en relacion
a la del SLC. En conclusion, esta metodologia resulta util para concentrar la
sustancia activa y asi facilitar las etapas siguientes del proceso de
purificacion.

» La cromatografia de filtracion por geles resulté Gtil para eliminar las sales
remanentes y aquellas particulas de tamano molecular menor a 700 Da.

» Al aplicar cromatografia de intercambio catioénico, sélo la fraccién A (0.05 M
de AcNHy4) proveniente del lavado de la columna, resultdé ser activa, con un
titulo de 133 AU/mL. Esto demuestra que el empleo de esta técnica con
SP-Sepharosa es util para avanzar en la purificacion del precipitado obtenido
a partir del SLC tratado con sulfato de amonio al 80% de saturacion.

» En la cromatografia en fase reversa Cqg solo la fraccion de lavado presentd
actividad antimicrobiana, con un titulo de 133 AU/mL. Si bien no hubo
retencion de la sustancia antimicrobiana, esta técnica permitidé realizar un

clean-up de la muestra, de modo que se logré eliminar los pigmentos
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coloreados relativamente hidrofobicos presentes, los cuales interfieren con los
métodos de determinacion de proteinas, ya sean directos o colorimétricos.

» La cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC) de la
fraccion activa de lavado proveniente de la cromatografia en fase reversa Cisg,
mostré un perfil cromatografico semejante al del primer protocolo de
purificacion. En conclusién, a pesar de las diferencias metodoldgicas
existentes entre ambos protocolos ensayados, el resultado final, analizado
mediante los perfiles cromatograficos de la cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa (RP-HPLC), lleva a considerar que en términos de
pureza no hubo diferencias. Por lo tanto, es posible utilizar cualquiera de las
dos metodologias para alcanzar niveles de purificaciébn practicamente
comparables.

» Para evitar la pérdida de sustancia activa y al mismo tiempo disminuir los
costos, siempre es conveniente utilizar el protocolo de purificacion que posea
menor numero de etapas. Esta aseveracion también se fundamenta en la muy
escasa concentracién en que estos compuestos se encuentran en los SLC,

comprendida generalmente entre 0.75y 16 mg/L.

- Con respecto a la electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando
Tricina- SDS-PAGE, se pudo constatar que:
> ElI PM de la banda activa se encontraba entre los valores de PM de los
patrones correspondientes a 3.5 y 1.06 kDa, lo que coincide con la determinacién
realizada a través de membranas dialiticas con limites de exclusion de 1000 y
2000 Da. Esto permite confirmar lo previamente observado por otros autores en

lo relativo a que este sistema electroforético es muy Uutil, siendo el generalmente
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preferido para las resolucién de péptidos y proteinas de bajo peso molecular.
Ademas, se puede agregar que la tincion con Coomassie Brilliant blue R es mas
aconsejable que la realizada con plata, dado que el colorante tinie menos por ser
menos sensible que la plata, permitiendo asi el logro de una imagen mas nitida y

con mejor resolucién de las bandas.

A fin de tratar de expresar una conclusién final que deje claramente
establecida la importancia del tema desarrollado y de los resultados obtenidos en la
presente investigacion, se puede argumentar que, en la ultima década, el estudio del
aspecto tecnoldgico relacionado con la bacteriocinogénesis de las bacterias del
acido lactico se ha visto fuertemente incrementado. Este interés creciente surge a
modo de respuesta a la tendencia del mercado consumidor, que ha demostrado una
muy marcada preferencia por los alimentos denominados “naturales”, es decir “libres
de aditivos quimicos”, y por lo tanto libres de los compuestos quimicos
tradicionalmente utilizados como preservadores en la industria alimentaria.

La utilizacién de starters de bacterias lacticas para la produccién “in situ” de
sustancias antimicrobianas en diferentes matrices alimentarias, o el empleo de esos
compuestos total o parcialmente purificados como biopreservadores alimentarios, se
traduce en un incremento del “shelf-life” y de la seguridad de los alimentos en los
que estan involucrados. Por lo tanto, su estudio y desarrollo ocupa y ocupara en el
futuro inmediato un espacio econdémico relevante, teniendo en consideracion los
dafos causados en las industrias de alimentos por defectos microbiol6gicos de

variada naturaleza.
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En lo que respecta al aspecto social, como ya se ha dicho anteriormente, en
la dltima década las exigencias del publico consumidor se han volcado hacia los
aditivos alimentarios naturales, relacionando estas sustancias con alimentos cuyo
consumo les brinda mayor seguridad. Ademas, el uso de bacterias del acido lactico,
y en particular de extractos libres de células obtenidos de su propagacion en medios
adecuados, resultaria totalmente seguro para los consumidores y minimizaria los
posibles cambios en la textura y el flavor de los alimentos, especialmente de
aquellos no fermentados.

En lo que hace al aspecto cientifico, si bien el tema ha recibido destacada
atencién en los ultimos afnos, quedan aun cuestiones por aclarar en funcién de la
notable complejidad del sistema antagbnico generado por las bacterias acido
lacticas que, ademas, es variable de cepa a cepa.

Considerando a cada alimento como un verdadero y particular ecosistema
donde la vida de las poblaciones microbianas esta regida por una gran complejidad
de fendbmenos, la cepa de E. faecalis DBFIQ E24 resultaria muy adecuada para
integrar starters que desempenen mas adecuadamente su papel tecnoldgico en la
maduracion de ciertos alimentos fermentados. De esta manera, su uso como
biopreservador alimentario “natural” muestra un futuro promisorio.

De este modo se considera haber efectuado una considerable contribucién al
desarrollo de una tematica de gran interés tecnoldgico, teniendo en cuenta la
tendencia actualmente imperante en la industria alimentaria mundial, relativa a la
obtencidén de productos libres de aditivos quimicos y, en consecuencia, al uso de
preservadores obtenidos por procesos biotecnolégicos.

Tratando de reunir los conceptos anteriormente expuestos en un parrafo que

los contenga y resuma, se puede afirmar que la sostenida investigacion de este

215



Cardoso, Maria de las Mercedes Elisa -2012 -

CONCLUSIONES

aspecto de las bacterias del acido lactico formara la base de futuras estrategias para
desarrollar alimentos mas estables y seguros, mas acorde con las exigencias
sociales del mercado, y que incluso podrian llegar a desempefar un interesante

papel en la profilaxis intestinal.
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Todos los ensayos descriptos en la Seccién “Materiales y Métodos” que se detallan a
continuacién fueron realizados por triplicado, siendo los resultados expuestos en la
Seccion “Resultados y Discusion” un promedio de los resultados individuales
obtenidos en cada determinacion:

4.- Determinacion de la actividad inhibitoria por el método de difusién en agar.

5. Espectro antimicrobiano de la sustancia inhibitoria producida por la cepa de
E. faecalis DBFIQ E24.

6. Ensayos de inhibicion cruzada entre E. faecalis DBFIQ E24 y distintas cepas
de bacterias acido lacticas.

7. Caracterizacion primaria del sobrenadante libre de células de E. faecalis
DBFIQ E24.

8. Protocolos de purificacion de la sustancia antimicrobiana presente en el
sobrenadante libre de células.

10. Electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando tricina y dodecil sulfato

sodico.
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Buffers y soluciones empleadas en la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico, segun Schagger y Von Jagow (1987)

(Tricina-SDS-PAGE)

Soluciones y buffers necesarios para el armado del gel

Soluciéon madre de acrilamida bis-acrilamida (30% T, 3% C)
Composicion en g:

Acrilamida (30% T, Bio-Rad) 29.1
N,N’-metilen-bis-acrilamida (3% C, Bio-Rad) 0.9
Preparacion:

Pesar y disolver los componentes tomando los recaudos necesarios, en
concordancia con la toxicidad de estas sustancias. Enrasar a 100 mL con agua
destilada, en un matraz aforado. Filtrar por papel Whatman N® 1 y colocar la solucion
en frasco de color caramelo o cubierto con papel de aluminio. Conservar en la
heladera.

Datos:

% T: [(g acrilamida + g de bis-acrilamida)/(volumen total (mL))]*100; (% p/v)

% C: [(g de bis-acrilamida)/ (g acrilamida + g de bis-acrilamida)]*100; (% p/p)

Buffer del gel 3X
Composicion en g:

TRIS (TRIS 3 M, Bio-Rad) 36.34
SDS (SDS 0.3% p/v, Bio-Rad) 0.30
Preparacion:

Disolver el TRIS-BASE con agitador y calor. Ajustar el pH=8.45 con HCI concentrado
(aproximadamente 15 mL), y luego agregar lentamente el SDS hasta su completa
disolucion. Enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz aforado. Conservar en
heladera.

Dato: Peso molecular del TRIS = 121.14 g/mol
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Solucién madre de persulfato de amonio (10% p/v)

Composicion en g:
Persulfato de amonio (APS, Bio-Rad) 1.0

Preparacion:
Disolver la sustancia en el menor volumen de agua posible. Enrasar a 10 mL en

matraz aforado. Distribuirla en alicuotas en tubos Eppendorf. Conservar a -20 °C.

Solucién de N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED)
Es una solucién comercial suministrada por Bio-Rad. Tanto el APS como el TEMED

constituyen los agentes catalizadores de la reaccién de polimerizacidon de la

acrilamida.

Buffers de corrida

Buffer de catodo

Composicion en g:

TRIS (TRIS 0.1 M) 12.11

Tricina (Tricina 0.1 M) (Bio-Rad) 17.92

SDS (SDS 0.1% p/v) 1.00
Preparacion:

Disolver el TRIS-BASE (pH ajustado a 8.25) y luego agregar tricina (N-[Tris
(hidroximetil) metil] glicina); finalmente agregar el SDS. No es necesario ajustar
nuevamente el pH. Enrasar a 1000 mL con agua destilada, en matraz aforado.
Conservar en la heladera.

Dato: Peso molecular de la Tricina = 179.17 g/mol

Buffer de anodo

Composicion en g:
TRIS (TRIS 0.2 M) 24.23
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Preparacion:
Disolver el TRIS-BASE y ajustar el pH a un valor de 8.90 con HCI concentrado

(aproximadamente 4.0 mL). Enrasar a 1000 mL con agua destilada, en matraz
aforado. Conservar en heladera.

Soluciéon de Tris-HCI, pH=6.80

Composicion:

TRIS (hidroximetil aminometano) 6.0 9
Preparacion:
Ajustar el pH a un valor de 6.80 con HCI 1 N (aproximadamente 48 mL). Enrasar a

100 mL con agua destilada, en matraz aforado. Conservar en heladera.

Buffer de Muestra

Composicion:

TRIS-HCI 0,5 M, pH=6.80 (TRIS-HCI 100 mM) 2.0 mL

SDS (SDS 1% p/v) 0.10¢

Glicerol (24% v/v) (Merck) 2.4 mL

B-mercaptoetanol (4% v/v) (Bio-Rad) 0.4 mL

Coomassie Blue G-250 (0.02% p/v) (Bio-Rad) 0.002 g
Preparacion:

Mezclar todos los componentes y enrasar a 10 mL con agua destilada, en matraz
aforado. Conservar en heladera.

Solucion fijadora empleada en el método de deteccion directa de la actividad
antimicrobiana (Bhunia y Johnson, 1992)

Composicién en mL:

Isopropanol (20% v/v) 20
Acido acético glacial (10% v/v) 10
Preparacion:

Mezclar ambas cantidades de solventes y enrasar a 100 mL con agua destilada, en
matraz aforado. Preparar en el momento de usar.
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Soluciones empleadas en la técnica de tincion argéntica segun Blum et al.,
1987

Solucién fijadora fuerte

Composicion en mL:
Glutaraldehido al 25% (Merck) 20

Preparacion:
Efectuar la dilucién del reactivo puro con agua destilada, en matraz aforado de 100

mL. Tomar las precauciones necesarias. Preparar en el momento.

Solucién fijadora débil

Composicion en mL:

Metanol (Cicarelli) 50

Acido acético glacial (Cicarelli) 12

Formaldehido al 37% (Anedra) 0.05
Preparacion:

Mezclar todos los componentes y enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz

aforado. Conservar a temperatura ambiente.

Solucion de lavado |

Composicion en mL:
Etanol (Cicarelli) 50

Preparacion:
Enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz aforado. Conservar a temperatura

ambiente.

Solucion de pretratamiento

Composicion en g:
Tiosulfato de sodio pentahidratado (Na>S>03.5H,0) (Cicarelli) 0.03
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Preparacion:
Disolver el reactivo s6lido en 150 mL de agua destilada. Preparar en el momento.

Solucién de plata

Composicion:
Nitrato de plata (AgNO3) (Cicarelli) 0.2¢
Formaldehido al 37% 0.075 mL
Preparacion:

Disolver la sustancia solida en el menor volumen posible de agua destilada. Luego
agregar el formaldehido. Por ultimo, enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz

aforado. Conservar a temperatura ambiente.

Solucion desarrolladora

Composicion:
Carbonato de sodio anhidro (Carlo Erba) 69
Solucién de pretratamiento 1mL
Formaldehido 0.05 mL
Preparacion:

Mezclar y disolver los componentes. Enrasar a 100 mL con agua destilada, en

matraz aforado. Preparar en el momento.

Solucién de stopping

Composicién en mL:

Metanol 10
Acido acético glacial 12
Preparacion:

Mezclar los componentes. Enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz aforado.

Conservar a temperatura ambiente.
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Solucion de lavado |l

Composicion en mL:
Metanol 30

Preparacion:
Enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz aforado. Conservar a temperatura
ambiente.

Soluciones empleadas en la técnica de tincion con Coomasie Brilliant Blue R

Solucién fijadora fuerte

Composicién en mL:
Glutaraldehido al 25% (Merck) 20

Preparacion:
Efectuar la dilucién en matraz aforado de 100 mL, con agua destilada. Tomar las

precauciones necesarias. Preparar en el momento.

Solucién fijadora débil

Composicién en mL:

Metanol (Merck) 40
Acido acético (Merck) 10
Preparacion:

Mezclar los componentes. Enrasar a 100 mL con agua destilada, en matraz aforado.

Conservar a temperatura ambiente.

Solucién Colorante: Coomasie Brilliant Blue R

Composicion:
Coomasie Brilliant Blue R (Sigma) 0.025 g
Acido acético 10 mL
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Preparacion:
Disolver la sustancia sélida en el menor volumen posible de agua destilada. Luego,
agregar el acido acético. Por ultimo, enrasar a 100 mL con agua destilada, en

matraz aforado. Conservar a temperatura ambiente.

Solucion Decolorante

Composicion:
Acido acético (Merck) 10 mL

Preparacion:
Efectuar la dilucion en matraz aforado de 100 mL con agua destilada.

Reactivos utilizados en el método de cuantificacion de proteinas por el acido
bicinconinico (Walker, 2002)

Reactivo A
Composicion en g:

Bicinconinato disédico (BCA, Sigma) 0.10
Carbonato de sodio monohidrato (Na,CO3.H-O) (Merck) 2.00
Tartrato de sodio dihidratado (NaOOC(CHOH),COONa.2H,0) (Cicarelli) 0.16
Hidroxido de sodio (NaOH) (Merck) 0.40
Carbonato acido de sodio anhidro (NaHCO3) (Merck) 0.95
Preparacion:

Pesar y disolver todos los componentes en agua Milli-Q. Ajustar, si es necesario, el pH
a un valor de 11.25 con NaOH o NaHCOs;. Enrasar a 100 mL con agua Milli-Q, en

matraz aforado.
Reactivo B

Composicion en g:
Sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O,4.5H,0) (Cicarelli) 0.4
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Preparacion:
Disolver el componente con agua Milli-Q y enrasar a 10 mL en matraz aforado.
Los reactivos A y B son estables indefinidamente a temperatura ambiente.

Reactivo de trabajo standard (SWR)

Preparacion:
Mezclar 100 volumenes del reactivo A con 2 volumenes del reactivo B. La soluciéon
es de color verde manzana y resulta estable, a temperatura ambiente, durante

1 semana.
Buffers utilizados en el ensayo enzimatico
Buffer de fosfato de potasio 0.2 M:

a) A: 0.2 M de fosfato monobéasico de potasio (KH.PO4); PM = 136.09 g/mol.

Para 100 mL de solucién se pesan 2.7218 g y se enrasa a 100 mL con agua

destilada, en matraz aforado.

b) B: 0.2 M de fosfato dibasico de potasio (K:HPO,); PM = 174.18 g/mol. Para
100 mL de solucion se pesan 3.4836 g y se enrasa a 100 mL con agua destilada, en
matraz aforado.

Segun el valor de pH que se pretenda lograr, mezclar un cierto volumen de A con
otro de B y enrasar a 200 mL con agua destilada, en matraz aforado.

- Para obtener un buffer de pH=7.50: mezclar 16 mL de A y 84 mL de B.
Controlar el valor del pH antes de enrasar. Si no es el adecuado, agregar pequenas
cantidades conocidas de la sal necesaria de modo de disminuir o aumentar el pH.
Luego, controlar nuevamente el valor del pH. Enrasar a 200 mL con agua destilada,
en matraz aforado.

- Para obtener un buffer de pH=7.40: mezclar 19 mL de A y 81 mL de B.
Efectuar los mismos controles de pH que para el buffer de pH=7.50. Enrasar a

200 mL con agua destilada, en matraz aforado.
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Buffer de fosfato de potasio 0,01 M, pH=7.50
Realizar una dilucion 1/20 del buffer fosfato de potasio 0.2 M, pH=7.50, previamente

preparado. Controlar el valor del pH antes de enrasar

Buffer de fosfato de potasio 0.066 M, pH=6.24
- Para 0.2 M y pH=6.24: mezclar 79.9 mL de A y 20.1 mL de B. Controlar el
valor del pH antes de enrasar. Enrasar a 200 mL con agua destilada, en matraz

aforado.
A continuacion realizar una dilucion al tercio de una alicuota del buffer de fosfato
0.2 M, pH=6.24, previamente preparado. Controlar el valor del pH antes de enrasar.

Buffer de fosfato de potasio 0.01 M, pH=6.20
- Para 0.2 M y pH=6.20: mezclar 81.5 mL de A y 18.5 mL de B. Controlar el
valor del pH antes de enrasar. Enrasar a 200 mL con agua destilada, en matraz

aforado. Luego efectuar una dilucion 1/20 de una alicuota del buffer de fosfato 0.2 M,
pH=6.20, previamente preparado. Controlar el valor del pH antes de enrasar.

Soluciones y buffers empleados en los ensayos de purificacion efectuados
sobre los sobrenadantes libres de células de la bacteria bacteriocinogénica

Buffer empleado en la precipitacion salina con sulfato de amonio

Buffer de fosfato de sodio 0.04 M, pH=7.0

Contiene:

Fosfato dibasico de sodio (Cicarelli) 1.065 g
Fosfato monobasico de sodio monohidratado (Merck) 1.656 ¢
Preparacion:

Disolver ambas sales en agua Milli-Q, trasvasarlas a un matraz aforado de 500 mL y

enrasar.
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ANEXO

Soluciones y buffers utilizados en la cromatografia de intercambio cationico

Solucién madre de acetato de amonio 0,8 M, pH=4.50

Contiene:

Acetato de amonio (Cicarelli) 61.66 g

Preparacion:

Disolver la sal con 700 mL de agua Milli-Q en un vaso de precipitado y ajustar el valor
del pH a 4.50, utilizando &cido acético glacial. A continuacion trasvasar a un matraz
aforado de 1000 mL y enrasar con agua destilada.

Los buffers de acetato de amonio de menor concentracibn molar se obtienen por
dilucién de la solucion madre. A continuacion se muestra la Tabla 1, que detalla el
volumen de solucién madre necesaria para lograr 500 mL de la solucién de acetato de
amonio de la molaridad deseada y con un valor de pH de 4.50.

Molaridad (M) Volumen de solucion | | 1,45 1: Volumen de solucién madre
madre necesario (mL)| | necesario para lograr 500 mL de la
solucion de acetato de amonio de la
0.05 31.25 molaridad deseada y con pH=4.50.
0.1 62.5
0.2 125
0.3 187.5
0.4 250

Soluciones utilizadas en la cromatografia en fase reversa Cs
Se utilizaron mezclas acetonitrilo-agua. En la Tabla 2, se detallan tanto el
porcentaje de acetonitrilo deseado como el volumen de acetonitrilo necesario para

preparar un volumen final de 200 mL de cada mezcla.
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% (v/v) de )
acetonitrilo Volumen necesario de Tabla 2: Volumen de acetonitrilo
o puro necesario para preparar
acetonitrilo puro (mL) 200 mL de mezcla acetonitrilo-
deseado :
agua del porcentaje deseado.

20 40

30 60

50 100

80 160

Soluciones y buffers utilizados en la cromatografia de filtracion por geles

Solucion de acetato de amonio 0.05 M, pH=7.0

Contiene:
Acetato de amonio 3.854 g

Preparacion:
Disolver la sal en el menor volumen posible de agua Milli-Q, trasvasar a un matraz de
1000 mL y enrasar. La solucion tiene un valor de pH de 7.0.

Soluciones empleadas en la cromatografia liquida de alta resoluciéon en fase
reversa (RP-HPLC)

Solucion A
Contiene:
Agua Milli-Q 1000 mL
Acido trifluoroacético (TFA, J. T. Baker) 1mL
Preparacion:

Filtrar el agua Milli-Q utilizando un equipo de filtracion “Millipore”, con una membrana
de diametro de poro de 0.22 ym. A continuacién agregar el TFA con pipeta de vidrio
bajo campana de extraccién.
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ANEXO
Solucién B
Contiene:
Acetonitrilo (ACN, J.T. Baker) 1000 mL
Acido trifluoroacético 0.8 mL
Preparacion:

Filtrar el acetonitrilo utilizando un equipo de filtracién “Millipore”, con una membrana de
diametro de poro de 0.22 um. A continuacién agregar el TFA con pipeta de vidrio bajo

campana de extraccion.

Curva de calibrado para la determinacion de proteinas mediante el método del
acido bicinconinico utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma, A-4503)

Los valores de absorbancia a A=562 nm de las soluciones del patrén en
concentraciones crecientes se muestran en la Tabla A. Los ensayos se efectuaron
por triplicado, se promediaron los valores de absorbancia obtenidos para cada
concentracion del estandar y se grafico la curva correspondiente. Luego se efectu6
una regresion de los datos, aplicando el modelo lineal Y = A + B*X, utilizando el

software “Origin 5.0”. La grafica y su regresion se aprecian en la Figura A.
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Concentraciones | Absorbancias | Absorbancias | Absorbancias )
) ) Promedio de
del testigo del Primer del Segundo del Tercer .
absorbancias
(ng/mL) Ensayo Ensayo Ensayo
0 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.010 0.011 0.010 0.010
125 0.144 0.145 0.157 0.149
250 0.289 0.303 0.270 0.287
500 0.580 0.580 0.497 0.552
750 0.778 0.828 0.813 0.806
1000 1.032 1.077 0.984 1.031
1500 1.518 1.540 1.582 1.547
2000 1.888 2.058 2174 2.040

Tabla A. Valores de absorbancia a A=562 nm, obtenidos por triplicado, de las diferentes

concentraciones del patrén. En “negrita” se resaltan los valores con que fueron construidas

las curvas. Como blanco de reactivo se utilizd6 SWR incubada en las mismas condiciones

que los patrones, sin el agregado de muestra.

Empleando la curva de calibrado obtenida con BSA, la concentracidén de proteina se

calculé con la siguiente formula:

Coroteina (MQ/ML) =

Absorbancia de muestra incégnita — 0.02

0.00102
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—m— Albumina Sérica Bovina
— Regresion lineal de los puntos

2,0 .
= I
c
S 15F i
]
Il |
<
o 1,0 i
e
I - Y=A+B*X
S Parameter Value Error
o 0°5F A 0,02 0,01 7]
3 i B 0,00102  0,00001
R SD N P
00 | 0,99962 0,02108 9 <0.0001
| 1 | 1 | 1 | 1 |
0 500 1000 1500 2000
Ctestigo (Hg/m L)

Figura A.. Curva de calibrado y valores de los parametros de la regresién

lineal obtenidos con BSA.
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