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RESUMEN

Se caracterizo la actividad bacteriocinogénica de los sobrenadantes concentrados (ABSC)
provenientes de Lactobacillus plantarum strain gp108 y Enterococcus faecium, bacterias
aisladas de quesos artesanales de la zona austral del Ecuador. La ABSC resisti6 a los
tratamientos térmicos (50 °C, 70°C y 95 °C) y fue estable a pH entre 5 a 7. El tratamiento con
proteasas elimind la ABSC, no asi con catalasa. Mediante electroforesis se determind un peso
molecular de ~3.5 kDa para los péptidos mas abundantes en los sobrenadantes. La presencia

de estos péptidos mas la sensibilidad a proteasas, sugiere que la ABSC esta dada por
bacteriocinas.

PALABRAS CLAVE: Lactobacillus, Enterococcus, actividad bacteriocinogénica,
bacteriocinas.
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ABSTRACT

The bacteriocinogenic activity of concentrated supernatants (BACS) from
Lactobacillus plantarum strain gp108 and Enterococcus faecium were characterized.
These bacteria were isolated from artisanal cheeses from the south of Ecuador. BACS
withstood thermal treatments (50 °C, 70 °C and 95 °C) and was stable at a pH between
5 and 7. Protease treatment eliminated BACS, but catalase treatment did not. A
molecular weight of ~3.5 kDa was determined for the most abundant peptides in the
supernatants through electrophoresis. The presence of these peptides and the

sensitivity to proteases suggested that the BACS was given by bacteriocins.

KEYWORDS: Lactobacillus, Enterococcus, bacteriocinogenic activity, bacteriocins.
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Bacterias acido lacticas con capacidad antagénica y actividad bacteriocinogénica

aisladas de quesos frescos

INTRODUCCION
A nivel mundial varios grupos poblacionales presentan sensibilidad a diversos compuestos
guimicos que se usan en los alimentos, siendo estos los aditivos alimentarios que ayudan
alargar la vida util de un producto y a su vez evitar la proliferaciéon de microorganismos.
(Castellano et al, 2008). La ingesta de estos componentes ha causado severas molestias en
los consumidores a lo largo de los afios, debido que se ha asociado con intoxicaciones o
alergias, por lo tanto, la poblacion se ha limitado con ciertos alimentos. Segun la AEPNAA
(Asociacion Espafiola de Personas con Alergia a Alimentos y Latex) se estima que entre un
5-10% de urticarias crénicas en poblacién adulta se deben, al menos en parte, a algun tipo

de reaccién adversa a aditivos.

Los agentes microbiolégicos y las enfermedades de transmisién alimentaria que provocan los
alimentos contaminados con algin microorganismo son un problema de salud publica en
varios paises. Este hecho motiva la busqueda de metodologias alternativas para conservar
los alimentos (Fuente & Eleaz, 2010). Existe una demanda importante por parte de los
consumidores en alimentos naturales o que sean minimamente procesados Yy sin
conservadores sintéticos. Generalmente la poblacion 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 parametros de calidad y seguridad de las normativas aplicables para estos y ademas

presentar un alto espectro de efectividad contra microorganismos (Beristain et al, 2012)
Bacteriocinas: caracteristicas y modo de accion

Las bacterias obtenidas de alimentos de origen lacteo, llamadas bacterias acido lacticas
(BAL), tienen gran importancia dentro de la industria alimentaria, debido a su capacidad para
controlar microorganismos patdgenos y alterantes (Gonzdlez 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: perdxido de hidrégeno, diéxido 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 accion antibacteriana. Estas representan un gran potencial consiguiendo reemplazar
a los conservadores quimicos, ya que tienen la ventaja de ser proteinas que al biodegradarse
no forman compuestos secundarios. Existen numerosas bacteriocinas producidas por las BAL
y cada una tiene espectros de inhibicién particulares (Gonzalez et al, 2003). Estas moléculas
son compuestos de naturaleza peptidica, 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 fisicas, entre otros. Se dividen en 5 clases: clase | o lantibioticos son
péptidos de muy bajo peso molecular (<5kDa), resistentes a altas temperaturas y con
aminodacidos no comunes en su estructura; la clase Il son péptidos pequefios termoestables
(<10kDa), sin aminoécidos modificados en su estructura; la clase 11l son péptidos termolébiles
de alto peso molecular (>30 kDa); la clase IV son péptidos grandes y de estructura compleja
asociados a carbohidratos y lipidos y la clase V son péptidos con una estructura que no posee

modificaciones post traduccionales (Heredia et al, 2017 )

Entre los mecanismos de accién de las bacteriocinas se destacan varias caracteristicas
esenciales, como la formacién de poros en la membrana citoplasmatica de células sensibles
permitiendo la salida de compuestos pequefios como iones de K o ATP. Las bacteriocinas
poseen una carga neta positiva que favorece su interaccion con la carga negativa de la
membrana de las bacterias Gram-negativas (Cleveland et al, 2001). La hidrofobicidad es una
caracteristica requerida para la insercion de la bacteriocina en la membrana celular, asi como
su flexibilidad, que le permite realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno
de interaccion con la membrana. A pesar de que estas caracteristicas varian de molécula a

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

Produccidn y purificacion de bacteriocinas

Es necesario contar con grandes volumenes de cultivos antes de iniciar la produccion de
bacteriocinas y se requieren condiciones de crecimiento bien definidas. Por ejemplo, es
importante elegir una composicion 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 proteinas, lo que hace necesario su
purificacion. El propésito de este proceso es retener la mayor cantidad de proteina funcional
con el menor numero de contaminantes. Durante la purificaciébn y subsiguiente
almacenamiento de la proteina, pueden ocurrir muchos procesos que afecten su calidad como
la desnaturalizacion. Uno de los métodos de purificacion de proteinas mas comunmente
utilizados es la precipitacion selectiva con sulfato de amonio. Esta es una sal altamente
soluble y de bajo costo, lo que favorece su uso al representar una alternativa econémica para
la purificacién. (Bollag, 1996). Debido a la dificultad de la purificacion 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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neutralizacion de este, para inhibir la accién de los acidos organicos ahi presentes (Vasquez
& Suérez, 2008). Para evaluar la cantidad y la calidad de la proteina deben realizarse ciertos

analisis como es el caso de la electroforesis (Ritchie, 2012).
Electroforesis de proteinas

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 proteinas
durante un proceso de purificacion; también se emplea para la determinacion del PM (peso
molecular) de las subunidades de proteinas. 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 migracién de las moléculas

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

La electroforesis de proteinas se realiza en camaras verticales, emplea geles de acrilamida
de dos capas a diferente concentracion de acrilamida. El gel superior tiene un tamafio de poro
grande y se prepara con un amortiguador. Estas condiciones proporcionan un ambiente para
que las proteinas recubiertas con SDS se concentren. La adicion de SDS a los geles de
poliacrilamida es opcional; cuando se hace, mantiene a las proteinas en estado extendido y
ademas confiere carga, lo que facilita la movilidad electroforética de la proteina mediante el

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

Por otro lado, el gel de resolucién es un gel de poliacrilamida de poro pequefio (3 - 30% de
monodmero de acrilamida). En este las macromoléculas se separan de acuerdo con su tamafio.
El gel se prepara con un amortiguador de Tris/HCI con pH de 8.8. Para la electroforesis se
utiliza diferentes tipos de buffer: el buffer de corrida es de la misma composicién y pH que el
buffer con el que se prepara el gel de resolucién, este proporciona el medio para la transmision
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 depdsito en el pocillo y evita su salida del gel, también permite, ademas,
monitorear el corrimiento de la muestra en el gel. Asi mismo, otro elemento importante son
los marcadores de peso molecular, estos son una mezcla de moléculas de proteinas de
tamafio conocido que permiten determinar por comparacion el tamafio de las moléculas
(proteinas) contenidos en las muestras sometidas a electroforesis (Lopez de la Mora &
Sandoval, 2013).

La tincién del gel de electroforesis contiene una disolucion de un colorante que se une de
manera especifica a los componentes de la muestra y precipita a los componentes separados
en la posicion en la que se encuentren. La tincion con Coomassie se usa para la

determinacion de proteinas cuando estas son abundantes (Garcia Pérez, 2000).
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Actividad inhibitoria: método turbidimétrico

El efecto de distintos factores fisico-quimicos sobre la actividad de una bacteriocina no sélo
tiene el fin de caracterizarla, sino también sirve para inferir su posible aplicacion industrial, ya
que las temperaturas, variaciones de pH, entre otros factores, son algunas de las condiciones
que debe resistir una bacteriocina para ser Gtil como agente inhibidor de microorganismos no
deseados en procesos alimenticios (Farias, 1996). La actividad bacteriocinogénica y
capacidad antagonica de las bacteriocinas se evalla a través de pruebas de inhibicién in vitro
por métodos como la difusién de pozos y también por medio de densidad optica (DO).
Diferentes tipos de bacterias, independientemente del tamafio celular, se pueden medir por
medio de la espectrofotometria. Esto quiere decir que, en soluciones, la absorbancia es
directamente proporcional al peso seco, independientemente del tamafio celular del
microorganismo. El método turbidimétrico tiene la ventaja de estimar de manera rapida el
crecimiento de una poblacién microbiana, entonces, la turbidez se determina por la DO que
puede ser expresada como absorbancia (Acebo & Hernandez, 2013). A medida que la
concentracién celular aumenta, el cultivo se hace més turbio y se reduce la cantidad de luz
transmitida que alcanza la célula fotoeléctrica. La metodologia es Util con suspensiones de
densidad microbiana baja y con cultivos en donde los microorganismos son unicelulares y con
un tamafio de unos cuantos micrémetros, caracteristicas que les permiten mantenerse

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

Problematica y objetivos

En nuestra localidad existen pocos estudios sobre péptidos bioactivos (bacteriocinas)
generados por las BAL autéctonas, por lo tanto, no se ha logrado hallar datos completos de
caracterizacion sobre estos compuestos. En vista de este antecedente, se considera
importante realizar estudios a fondo sobre este tema ya que aportaria informacién relevante
sobre el potencial bacteriocinogénico de las cepas aisladas de alimentos de origen lacteo
producidos en nuestra zona. Ademas, las potenciales bacteriocinas identificadas, podrian ser
evaluadas por su capacidad para controlar el crecimiento de bacterias patégenas 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 especificamente Bulan-Paute y llevar a cabo su caracterizacion

bioquimica.
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CONCLUSIONES

Los sobrenadantes concentrados obtenidos de cepas seleccionadas de bacterias acido
lacticas aisladas de quesos de la zona del Austro del Ecuador especificamente Bulan-Paute,
correspondientes a L. plantarum strain gpl08 y E. faecium, fueron caracterizados
bioguimicamente, se evalu6 la capacidad antagonica y la actividad bacteriocinogénica por

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

Se determiné que L. plantarum strain gp108 y E. faecium secretan péptidos, los mismos que
se encuentran en una concentracioén de 301,72 pg/mL y 323,02 pg/mL y a su vez se estimé
que estos compuestos secretados son de bajo peso molecular ¢ 3,5 kDa). Por lo tanto, se
concluye que se trata de proteinas llamadas bacteriocinas ya que se ha reportado que estos

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

Los SC de L. plantarum strain gp108 y E. faecium mostraron efecto antagonico a diferentes
concentraciones tanto para las bacterias Gram negativas y Gram positivas. E. coliy S. aureus
mostraron ser mas sensibles a estos compuestos. En cuanto a la actividad bacteriocinogénica
se observd que estos compuestos permanecen estables a pH 5 a 7, son termoestables y
frente a la accidn enzimatica se evidencié 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 lantibiéticos. 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, asi mismo pueden ser una opcién atractiva como conservadores
naturales para el desarrollo de alimentos minimamente procesados. En cuanto a la toxicidad
se podrian realizar estudios posteriores sobre este tema para poder determinar si los
compuestos producidos por este tipo de bacterias &cido lacticas son generalmente

considerados como seguros para poder ser utilizados en la industria alimenticia.
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ANEXOS

Anexo 1. Saturacién con sulfato de amonio

Con el fin de determinar los gramos necesarios para alcanzar el porcentaje de saturacion con
sulfato de amonio para precipitar las proteinas presentes en los sobrenadantes, se utilizé la

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

se calculd la cantidad exacta de este quimico sin la necesidad de usar ecuaciones o formulas

extras para la precipitacion siguiendo los siguientes pasos como se muestra a continuacion:

Anexo 1. Saturacion de sulfato de amonio

EnCor Biotechnology Inc.

540, 4949 SW 41st Blvd.

Gainesville n 0 r
Florida 32608

Tel (352) 372 7022 o

Fois raua) ass e Biotechnology Inc.

Calculador de sulfato de amonio:

La precipitacién con sulfato de amonio es un medio simple y efectivo de fraccionar las proteinas.
Se basa en el hecho de que a altas concentraciones de sal se supera la tendencia natural de las
proteinas a no agregarse, ya que las cargas superficiales se neutralizan. La neutralizacion de carga
significa que las proteinas tenderdn a unirse, formar grandes complejos v, por lo tanto, son faciles
de precipitar mediante centrifugacién suave. Dado que cada proteina comenzara a agregarse a
una concentracion de sal caracteristica, este enfoque proporciona una forma simple de
enriquecimiento para proteinas particulares en una mezcla, y se usa, por ejemplo, para aislar
inmunoglobulinas de sueros. Es bastante facil llevar una preparacion al 50% de saturacion
simplemente agregando un volumen igual de sulfato de amonio saturado. Es mds problematico
hacer soluciones de mayor porcentaje de saturacion ya que puede que tenga que agregar grandes
voliimenes de sulfato de amonio saturado. Por lo general, es mds fécil agregar Sulfato de Amonio
sélido a su muestra, pero calcular cuanto agregar lleva bastante tiempo. El siguiente programa
calcula la cantidad de sulfato de amonio sélido que necesita agregar a un volumen especifico de
una solucion para obtener un porcentaje de saturacién especifico a una temperatura especifica;

Seleccione la temperatura a la que esta

[} N o o _ o __ o N ]
trabajando (25 C es el valor 90 c%94 c%10 c%20 c©25 ¢
predeterminado):
Ingrese el volumen de inicio de la
solucion en mls: \:l

Saturacion porcentual deseada Sulfato
de amonio: ‘:I

Ingrese el porcentaje de inicio de \:, S Cale
saturacién de sulfato de amonio: [ 0E P A



http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm
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Anexo 2. Curva de patrones de BSA

0.D. 595

Curva de patrones BSA

y =0,0009x + 0,2265
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