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INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial varios grupos poblacionales presentan sensibilidad a diversos compuestos 

químicos que se usan en los alimentos, siendo estos los aditivos alimentarios que ayudan 

alargar la vida útil de un producto y a su vez evitar la proliferación de microorganismos. 

(Castellano et al, 2008). La ingesta de estos componentes ha causado severas molestias en 

los consumidores a lo largo de los años, debido que se ha asociado con intoxicaciones o 

alergias, por lo tanto, la población se ha limitado con ciertos alimentos. Según la AEPNAA 

(Asociación Española de Personas con Alergia a Alimentos y Látex) se estima que entre un 

5-10% de urticarias crónicas en población adulta se deben, al menos en parte, a algún tipo 

de reacción adversa a aditivos. 

Los agentes microbiológicos y las enfermedades de transmisión alimentaria que provocan los 

alimentos contaminados con algún microorganismo son un problema de salud pública en 

varios países. Este hecho motiva la búsqueda de metodologías alternativas para conservar 

los alimentos (Fuente & Eleaz, 2010). Existe una demanda importante por parte de los 

consumidores en alimentos naturales o que sean mínimamente procesados y sin 

conservadores sintéticos. Generalmente la población considera que muchos productos 

procesados presentan una calidad nutricional baja y que los aditivos sintéticos son peligrosos 

para la salud. Como resultado de estas demandas, se tiene gran interés en desarrollar 

alimentos con agentes antimicrobianos naturales, los cuales deben ser inocuos, cumplir con 

los parámetros de calidad y seguridad de las normativas aplicables para estos y además 

presentar un alto espectro de efectividad contra microorganismos (Beristain et al, 2012) 

Bacteriocinas: características y modo de acción 

 
Las bacterias obtenidas de alimentos de origen lácteo, llamadas bacterias acido lácticas 

(BAL), tienen gran importancia dentro de la industria alimentaria, debido a su capacidad para 

controlar microorganismos patógenos y alterantes (González et al, 2003). Esto se da gracias 

a que estas bacterias pueden producir compuestos de diferente naturaleza con actividad 

bacteriocinogénica, entre los que se encuentran: peróxido de hidrógeno, dióxido de carbono, 

diacetilo, reuterina y bacteriocinas (Olvera & C, 2015). 
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Las bacteriocinas se utilizan en la industria alimenticia como bioconservadores debido a que 

ejercen acción antibacteriana. Estas representan un gran potencial consiguiendo reemplazar 

a los conservadores químicos, ya que tienen la ventaja de ser proteínas que al biodegradarse 

no forman compuestos secundarios. Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL 

y cada una tiene espectros de inhibición particulares (González et al, 2003). Estas moléculas 

son compuestos de naturaleza peptídica, sintetizadas ribosomalmente, estables en rangos 

amplios de pH y algunas son resistentes a tratamientos térmicos (Chen & Hoover, 2003). Las 

bacteriocinas han sido clasificadas dependiendo de los microorganismos productores, peso 

molecular, propiedades físicas, entre otros. Se dividen en 5 clases: clase I o lantibióticos son 

péptidos de muy bajo peso molecular (<5kDa), resistentes a altas temperaturas y con 

aminoácidos no comunes en su estructura; la clase II son péptidos pequeños termoestables 

(<10kDa), sin aminoácidos modificados en su estructura; la clase III son péptidos termolábiles 

de alto peso molecular (>30 kDa); la clase IV son péptidos grandes y de estructura compleja 

asociados a carbohidratos y lípidos y la clase V son péptidos con una estructura que no posee 

modificaciones post traduccionales (Heredia et al, 2017 ) 

Entre los mecanismos de acción de las bacteriocinas se destacan varias características 

esenciales, como la formación de poros en la membrana citoplasmática de células sensibles 

permitiendo la salida de compuestos pequeños como iones de K o ATP. Las bacteriocinas 

poseen una carga neta positiva que favorece su interacción con la carga negativa de la 

membrana de las bacterias Gram-negativas (Cleveland et al, 2001). La hidrofobicidad es una 

característica requerida para la inserción de la bacteriocina en la membrana celular, así como 

su flexibilidad, que le permite realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno 

de interacción con la membrana. A pesar de que estas características varían de molécula a 

molécula, todas son importantes para la actividad antimicrobiana (López et al, 2008). 

 
Producción y purificación de bacteriocinas 

 

Es necesario contar con grandes volúmenes de cultivos antes de iniciar la producción de 

bacteriocinas y se requieren condiciones de crecimiento bien definidas. Por ejemplo, es 

importante elegir una composición y pH correctos del medio de cultivo y también es clave un 

control de adecuado de temperatura (Moreira dos Santos, 1999). Las bacteriocinas son 

secretadas al medio extracelular junto con otras proteínas, lo que hace necesario su 

purificación. El propósito de este proceso es retener la mayor cantidad de proteína funcional 

con el menor número de contaminantes. Durante la purificación y subsiguiente 

almacenamiento de la proteína, pueden ocurrir muchos procesos que afecten su calidad como 

la desnaturalización. Uno de los métodos de purificación de proteínas más comúnmente 

utilizados es la precipitación selectiva con sulfato de amonio. Esta es una sal altamente 

soluble y de bajo costo, lo que favorece su uso al representar una alternativa económica para 

la purificación. (Bollag, 1996). Debido a la dificultad de la purificación de bacteriocinas, 

algunos investigadores trabajan con el extracto crudo que las contiene. Antes de evaluar la 

capacidad bactericida de las bacteriocinas presentes en el extracto crudo, es importante la 
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neutralización de este, para inhibir la acción de los ácidos orgánicos ahí presentes (Vásquez 

& Suárez, 2008). Para evaluar la cantidad y la calidad de la proteína deben realizarse ciertos 

análisis como es el caso de la electroforesis (Ritchie, 2012). 

Electroforesis de proteínas 

 
Las cantidad y calidad de las bacteriocinas pueden ser evaluadas por medio de electroforesis 

SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio). La 

electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y monitorear las proteínas 

durante un proceso de purificación; también se emplea para la determinación del PM (peso 

molecular) de las subunidades de proteínas. Mediante SDS-PAGE se analizan las cadenas 

proteicas individuales, en donde se han reducido todos los enlaces disulfuro y, por ende, se 

ha distendido toda la cadena proteica. Bajo estas condiciones la migración de las moléculas 

obedece fundamentalmente a su PM. (Pérez & García, 2001). 

La electroforesis de proteínas se realiza en cámaras verticales, emplea geles de acrilamida 

de dos capas a diferente concentración de acrilamida. El gel superior tiene un tamaño de poro 

grande y se prepara con un amortiguador. Estas condiciones proporcionan un ambiente para 

que las proteínas recubiertas con SDS se concentren. La adición de SDS a los geles de 

poliacrilamida es opcional; cuando se hace, mantiene a las proteínas en estado extendido y 

además confiere carga, lo que facilita la movilidad electroforética de la proteína mediante el 

gel y permite que la movilidad dependa exclusivamente de su masa molecular. 

Por otro lado, el gel de resolución es un gel de poliacrilamida de poro pequeño (3 - 30% de 

monómero de acrilamida). En este las macromoléculas se separan de acuerdo con su tamaño. 

El gel se prepara con un amortiguador de Tris/HCl con pH de 8.8. Para la electroforesis se 

utiliza diferentes tipos de buffer: el buffer de corrida es de la misma composición y pH que el 

buffer con el que se prepara el gel de resolución, este proporciona el medio para la transmisión 

de la corriente eléctrica y mantiene el pH sin variaciones mientras se realiza la corrida; el 

buffer de carga es un amortiguador, tiene como fin brindar peso, densidad y color a la muestra, 

lo que facilita su depósito en el pocillo y evita su salida del gel, también permite, además, 

monitorear el corrimiento de la muestra en el gel. Así mismo, otro elemento importante son 

los marcadores de peso molecular, estos son una mezcla de moléculas de proteínas de 

tamaño conocido que permiten determinar por comparación el tamaño de las moléculas 

(proteínas) contenidos en las muestras sometidas a electroforesis (López de la Mora & 

Sandoval, 2013). 

La tinción del gel de electroforesis contiene una disolución de un colorante que se une de 

manera específica a los componentes de la muestra y precipita a los componentes separados 

en la posición en la que se encuentren. La tinción con Coomassie se usa para la 

determinación de proteínas cuando estas son abundantes (García Pérez, 2000). 
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Actividad inhibitoria: método turbidimétrico 

 
El efecto de distintos factores físico-químicos sobre la actividad de una bacteriocina no sólo 

tiene el fin de caracterizarla, sino también sirve para inferir su posible aplicación industrial, ya 

que las temperaturas, variaciones de pH, entre otros factores, son algunas de las condiciones 

que debe resistir una bacteriocina para ser útil como agente inhibidor de microorganismos no 

deseados en procesos alimenticios (Farías, 1996). La actividad bacteriocinogénica y 

capacidad antagónica de las bacteriocinas se evalúa a través de pruebas de inhibición in vitro 

por métodos como la difusión de pozos y también por medio de densidad óptica (DO). 

Diferentes tipos de bacterias, independientemente del tamaño celular, se pueden medir por 

medio de la espectrofotometría. Esto quiere decir que, en soluciones, la absorbancia es 

directamente proporcional al peso seco, independientemente del tamaño celular del 

microorganismo. El método turbidimétrico tiene la ventaja de estimar de manera rápida el 

crecimiento de una población microbiana, entonces, la turbidez se determina por la DO que 

puede ser expresada como absorbancia (Acebo & Hernández, 2013). A medida que la 

concentración celular aumenta, el cultivo se hace más turbio y se reduce la cantidad de luz 

transmitida que alcanza la célula fotoeléctrica. La metodología es útil con suspensiones de 

densidad microbiana baja y con cultivos en donde los microorganismos son unicelulares y con 

un tamaño de unos cuantos micrómetros, características que les permiten mantenerse 

suspendidos y homogéneamente distribuidos (Acebo & Hernández, 2013). 

Problemática y objetivos 

En nuestra localidad existen pocos estudios sobre péptidos bioactivos (bacteriocinas) 

generados por las BAL autóctonas, por lo tanto, no se ha logrado hallar datos completos de 

caracterización sobre estos compuestos. En vista de este antecedente, se considera 

importante realizar estudios a fondo sobre este tema ya que aportaría información relevante 

sobre el potencial bacteriocinogénico de las cepas aisladas de alimentos de origen lácteo 

producidos en nuestra zona. Además, las potenciales bacteriocinas identificadas, podrían ser 

evaluadas por su capacidad para controlar el crecimiento de bacterias patógenas y/o 

alterantes de los alimentos. Este trabajo tiene como objetivo obtener péptidos bioactivos semi 

purificados a partir de cepas nativas de BAL aisladas de quesos que se producen en la zona 

del Austro del Ecuador específicamente Bulán-Paute y llevar a cabo su caracterización 

bioquímica. 
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CONCLUSIONES 

 

 
Los sobrenadantes concentrados obtenidos de cepas seleccionadas de bacterias ácido 

lácticas aisladas de quesos de la zona del Austro del Ecuador específicamente Bulán-Paute, 

correspondientes a L. plantarum strain gp108 y E. faecium, fueron caracterizados 

bioquímicamente, se evaluó la capacidad antagónica y la actividad bacteriocinogénica por 

medio de tratamientos térmicos, estabilidad de pH y acción de enzimas. 

Se determinó que L. plantarum strain gp108 y E. faecium secretan péptidos, los mismos que 

se encuentran en una concentración de 301,72 µg/mL y 323,02 µg/mL y a su vez se estimó 

que estos compuestos secretados son de bajo peso molecular (̴̴̴̴̴̴̴̴ 3,5 kDa). Por lo tanto, se 

concluye que se trata de proteínas llamadas bacteriocinas ya que se ha reportado que estos 

son los tamaños esperados para este tipo de compuestos producidos por las BAL. 

Los SC de L. plantarum strain gp108 y E. faecium mostraron efecto antagónico a diferentes 

concentraciones tanto para las bacterias Gram negativas y Gram positivas. E. coli y S. aureus 

mostraron ser más sensibles a estos compuestos. En cuanto a la actividad bacteriocinogénica 

se observó que estos compuestos permanecen estables a pH 5 a 7, son termoestables y 

frente a la acción enzimática se evidenció que los compuestos secretados por estas BAL son 

de naturaleza proteica. 

Por lo tanto, los SC son de naturaleza proteica con un peso molecular bajo perteneciendo a 

los no lantibióticos. Estos péptidos pueden ser usados en procesos previos a ciertos 

tratamientos en la industria de los alimentos para reducir cargas bacterianas y de esta manera 

evitar tratamientos bruscos, así mismo pueden ser una opción atractiva como conservadores 

naturales para el desarrollo de alimentos mínimamente procesados. En cuanto a la toxicidad 

se podrían realizar estudios posteriores sobre este tema para poder determinar si los 

compuestos producidos por este tipo de bacterias ácido lácticas son generalmente 

considerados como seguros para poder ser utilizados en la industria alimenticia. 
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Anexo 1. Saturación con sulfato de amonio 

 
Con el fin de determinar los gramos necesarios para alcanzar el porcentaje de saturación con 

sulfato de amonio para precipitar las proteínas presentes en los sobrenadantes, se utilizó la 

página web (http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm), un programa en línea donde 

se calculó la cantidad exacta de este químico sin la necesidad de usar ecuaciones o formulas 

extras para la precipitación siguiendo los siguientes pasos como se muestra a continuación: 
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Anexo 2. Curva de patrones de BSA 
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