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RESUMEN

La conservacion de alimentos asi como la prevencion de enfermedades causadas por éstos
es un tema que ha motivado la investigacion cientifica. El empleo de aditivos de origen
natural es uno de los campos méas ampliamente estudiados. Las bacteriocinas son
compuestos de naturaleza peptidica sintetizadas ribosomalmente por diferentes bacterias y
con propiedades antimicrobianas. Las bacteriocinas de bacterias acido lacticas son
generalmente reconocidas como seguras y por lo tanto son de gran interés para su uso como
aditivo en alimentos.

En los ultimos afios se han descubierto y caracterizado nuevas bacteriocinas de bacterias

acido lacticas, que permiten aprovechar al maximo su potencial antimicrobiano

En el presente trabajo, se estudié la produccion, purificacion y caracterizacion de un
péptido que presentd caracteristicas propias de una bacteriocina. Este péptido fue
producido por una cepa de Lactobacillus helveticus y fue probado contra un
microorganismo sensible (Listeria innocua) para determinar su actividad antimicrobiana.
Al realizar la fermentacion de Lactobacillus helveticus en dos medios; uno con Oligomate
55 como fuente de carbono y otro en MRS se encontré que, al utilizar un medi6 con
Oligomatese obtuvo una mayor produccion de compuestos antimicrobianos comparado con
el MRS. Se evaluaron 3 diferentes metodologias para la purificacién de este péptido:
ultrafiltracion, precipitacion y adsorcion-desorcion en células.

Tras realizar las purificaciones se encontr6 que el método més efectivo para tener la
bacteriocina activa fue por adsorcion-desorcién en células tanto para los extractos de
fermentacion de un medio con Oligomate 55 como en un medio con MRS.

Se determin6 por HPLC el peso molecular se encontrd que los péptidos presentes en ambos
extractos parcialmente purificados con actividad tenian entre 5y 12 kDa.

La evaluacion del modo de accion de ambos extractos purificados evidencio un efecto
bacteriolitico frente a Listeria innocua, sin embargo al evaluarlo frente a otro
microorganismo (Escherichia coli) no se encontré un modo de accién aparente, por lo cual

el modo de accidn adn no es claro.
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Finalmente se evalu6 el efecto del pH y la temperatura, para ello se aplicd un disefio
experimetal 2% para generar una superficie de respuesta para cada extracto sobre la
actividad antimicrobiana de las bacteriocinas purificadas de ambos extractos. Probando
dos diferentes modelos de regresién mdltiple, se encontré que en ambos casos el efecto
del pH resulta ser significativo, pero en el caso de la bacteriocina producida en un medio
con Oligomate 55 también es significativo el efecto de la interaccion del pH y la
temperatura. La bacteriocina en ambos casos es estable a pH entre 3 y 5 y a temperaturas
de 70y 80°C.

< Vi D>
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SUMMARY

Food preservation and the prevention of diseases caused by food is an issue that has
motivated scientific research. The use of natural additives is one of the topics studied.
Bacteriocins are peptide compounds synthesized ribosomaly by different bacteria with
antimicrobial properties. Bacteriocins of lactic acid bacteria are generally recognized as
safe and therefore are of great interest for use as food additives.

In recent years have discovered and characterized new bacteriocins of lactic acid bacteria,
which allow us to maximize potential use as antimicrobial

In this study, we studied the production, purification, and characterization of a peptide
presented characteristics of a bacteriocin. This peptide was produced by a strain of
Lactobacillus helveticus and was tested against a sensitive organism (Listeria innocua) to
determine its antimicrobial activity. When performing the fermentation of Lactobacillus
helveticus in two media Oligomate 55 and MRS, it was found that by using Oligomate 55
medium we obtained higher production of antimicrobial compounds as compared to a MRS
medium. 3 different methods were assessed for the purification of this peptide:
ultrafiltration, precipitation, and cell adsorption-desorption.

After performing the purification it was found that the most effective method to get the
active bacteriocin to a good yield was by cell adsorption-desorption in both cell extracts of
fermentation medium with Oligomate 55 as MRS medium. Extracts of both media with
antimicrobial activity, we determined their molecular weight by HPLC and found that the
peptides present had a weight between 5 and 12 kDa.

Evaluation mode of action in both purified extracts, showed a bacteriolytic effect against
Listeria innocua. However, when evaluated against other microorganisms (Escherichia
coli) the mode of action remains unclear.

Finally the effect of pH and temperature on the antimicrobial activity of the purified
bacteriocins of both extracts was evaluated, testing 2 different regressions models found
that in both cases the pH effect is significant, but in the case of the bacteriocin produced by
a minimal medium there is also a significant interaction effect of pH and temperature. In
both cases the bacteriocin is stable at pH between 3 and 5 and at temperatures of 70 to 80
°C.

< i D
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1 INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas se emplean como conservadores en alimentos. Estos se usan,
en parte, debido al hecho de que pueden prevenir el crecimiento de microorganismos

patdgenos y de deterioro.

Lactobacillus helveticus pertenece a las bacterias &cido lacticas, es un importante cultivo
iniciador termofilo que se emplea predominantemente en la fermentacién de la leche para
la fabricacion de diferentes quesos. Ademas de su importancia tecnologica existe evidencia
cientifica que demuestra que las cepas pertenecientes a la especie Lactobacillus helveticus
tienen propiedades promotoras de la salud. Si bien Lactobacillus helveticus no es
considerado como un microorganismo probidtico, se ha demostrado que tiene efectos
benéficos en el hospedero por la generacion de péptidos antihipertensivos durante la
fermentacion de la leche, ademés de la generacidén de otros compuestos antimicrobianos

como es el peroxido de hidrégeno, el &cido lactico y las bacteriocinas.

Las bacteriocinas son metabolitos secretados por las bacterias acido lacticas que ayudan a
mantener y restaurar la flora intestinal, evitando el crecimiento y desarrollo de patégenos ya
que tienen la capacidad de ser potentes antimicrobianos. En los Gltimos afios se han
desarrollando diversas investigaciones en torno a su deteccion, produccion, purificacion,
forma de accion, caracterizacion bioguimica, propiedades bactericidas, microorganismos
inhibidos asi como su aplicacion. Por otro lado se han evaluado diferentes fuentes de
carbono para la produccién de las bacteriocinas y se conoce que el uso de Oligosacaridos
como el Oligomate 55, que es un prebidtico, favorece la produccién de estos compuestos.

Figueroa- Gonzales (2010) report6 que Lactobacillus helveticus en presencia de Oligomate
55 como fuente de carbono, producia una mayor inhibicion frente a sus micoorganismos

indicadores que usando otra fuenta de carbono.

El objetivo de este proyecto de investigacion fue la caracterizacién de las bacteriocinas

producidas por Lactobacillus helveticus en presencia de un medio con Oligomate 55,

< D
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comparado con las producidas en MRS. Asi como purificacion parcial de la bacteriocina y

el modo de accién de la bacteriocina.

2 ANTECEDENTES

2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo diverso de bacterias que, si bien, no estan
sujetas a un grupo taxonémico estricto, tienen en comdn la produccion de acido lactico a
partir de los carbohidratos y son Gram positivas. EI grupo de BAL asociadas con los
alimentos incluyen cocos de los géneros: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc y bacilos de los géneros Lactobacillus y Carnobacterium (Balciunas et al.,
2013). En general, las BAL son no esporulados, microaerofilicos o anaerobios facultativos,
carecen de citocromos y catalasa estrictas y poseen un contenido de guanina y citosina
(G+C) inferior a 50 mol %. Las BAL son generalmente reconocidas como seguras (GRAS)
y desempefian un papel importante en la conservacion de alimentos, ya sea en la microbiota
natural o en cultivos iniciadores afiadidos bajo condiciones controladas (Cintas et al.,
2001).

Moreira dos Santos (1993) menciona que las BAL probablemente sean el grupo de
bacterias méas abundante y difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que poseen de
crecer en una gran variedad de sustratos y en diversas condiciones bioldgicas. Dentro de las
BAL, el grupo Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo, incluyendo especies con

propiedades bioquimicas y fisioldgicas muy diferentes.

Las BAL se han dividido en dos grupos, de acuerdo con los productos finales de la
fermentacion de la glucosa. Las especies que producen fundamentalmente acido lactico se
denominan homofermentativas, mientras que las que producen una mezcla de productos
finales (lactato, acetato, etanol, CO,) se consideran heterofermentativas. En la tabla 1 se
muestra una clasificacién de acuerdo a la configuracién de los esteroisomeros del &cido
lactico (D, L o DL).

< 2 D
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En realidad, la diferencia entre las bacterias lacticas homo y heterofermentativas reside en
las enzimas asociadas con la fermentacion de la glucosa. De esta manera, las bacterias
lacticas se dividen en tres grupos fisiologicos diferentes: 1) Heterofermentativos obligados,
que poseen las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, pero no fructosa difosfato aldolasa, 2) Homofermentativos obligados, que
carecen de las dos deshidrogenasas pero poseen aldolasa, y 3) Homofermentativos
facultativos, que aunque poseen

las dos deshidrogenasas degradan la glucosa

preferentemente como los homofermentadores obligados (Moreira dos Santos, 1993).

Tabla 1. Clasificacion de BAL de acuerdo a la configuracion del &cido lactico (Moreira dos Santos, 1993).

Lactococcus Homofermentativa Lactato L(+)
Leuconostoc Heterofermentativa Lactato, acetato, co, D(-)
Pediococcus Homofermentativa Lactato DL, L (+)
Streptococcus Homofermentativa Lactato L(+)
Lactobacillus
Thermobacterium Homofermentativa Lactato D(-), L(+),DL
Streptobacterium Homofermentativa Lactato D(-), L(+), DL
Heterofermentativa Lactato, acetato D(-), L(+), DL
Betabacterium Heterofermentativa Lactato, acetato, CO, DL
Bifidobacterium Heterofermentativa Lactato:acetato L(+)

Carnobacterium

Heterofermentativa

2.2 Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus pertenece a las BAL debido a su produccion de &cido lactico
(Christensen et al., 2003). Es una bacteria termo y acido tolerante, homofermentativa con la

capacidad de producir altos niveles de acido lactico, es generalmente reconocida como
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segura (GRAS). El &cido lactico producido por L. helveticus es una mezcla racémica de L
y D isémeros (Kyla-Nikkila et al., 2000).

Esta presente en alimentos fermentados principalmente en quesos. Es utilizado como un
cultivo iniciador y coadyuvante en la fabricacion de queso y demuestra un ndmero de
rasgos altamente deseables, incluyendo autolisis rapida, amargor reducido y el aumento de
notas de sabor. L. helveticus est4 agrupada tradicionalmente entre los cultivos iniciadores
termofilicos debido a su uso en la fabricacion de quesos suizo e italiano “cocido” (Callanan
et al., 2008). El efecto benéfico de L. helveticus ha sido evaluado en enfermedades como el
cancer y la inflamacion intestinal. Cabe sefialar que, aunque L. helveticus no se considera
un cultivo probidtico, ciertas cepas han demostrado tener efectos benéficos a través de la
generacion de péptidos antihipertensivos liberados durante la fermentacion proteolitica de
la leche (Prajapati et al., 2012).

En otros estudios se encontrd que Lactobacillus helveticus 481 fue capaz de producir un
agente antimicrobiano activo (bacteriocina) contra cinco especies estrechamente
relacionadas. Los indicadores sensibles fueron L. helveticus 1846 y 1244, L. bulgaricus
1373 y 1489, y L. lactis 970 y demostrd en los mismos, que tiene un modo de accién
bactericida contra indicadores sensibles. Esta bacteriocina fue designada como helveticina
J. Mediante diferentes técnicas de ultrafiltracion de sobrenadantes de cultivo confirmaron
que la bacteriocina estaba presente como un agregado de gran peso molecular (< 300,000
daltons). Por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante se
encontré una banda de proteina de 37,000 daltons con actividad para esta misma
bacteriocina. Para la sintesis de bacteriocinas se demostrd que L. helveticus 481 alberga

un solo plasmido de 8-megadalton (Joerger y Klaenhammer, 1986).

2.3 Compuestos antimicrobianos

Desde hace varios afios en paises como Europa y Estados Unidos esta prohibida la
produccion de alimentos que contengan antibioticos debido a que en el consumidor final
puede generarse resistencia a esos antibidticos y dejandolo propenso a enfermedades

bacterianas. Adicionalmente, la utilizacion de antibidticos destruye no solo las bacterias
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patégenas sino también las bacterias que forman parte de la microflora normal, que
intervienen en el proceso de digestion de los alimentos, protegen al organismo contra
infecciones futuras. Por estas razones, es necesario encontrar sustancias que cumplan con la
funcién antibidtica pero que no afecten las funciones regulares del organismo (Jaramillo et
al., 2010).

La biopreservacion es un método de conservacion que extiende la vida util y aumenta la
seguridad de los alimentos, por medio del uso de una microbiota natural, controlada y de
sus productos antimicrobianos. Diferentes estudios han aplicado la biopreservacion
mediante el uso de una microbiota natural como las BAL aisladas de productos lacteos,
carnicos, pescados y vegetales, utilizando sus propiedades antibacterianas, atribuidas a los
productos finales de su metabolismo (Vasquez y Suarez, 2008). ElI mayor efecto
preservativo de las BAL es la produccion de los acidos organicos, principalmente acido
lactico, dando como resultado el descenso del pH. Sin embargo éstas también producen
diversos compuestos como el perdxido de hidrégeno (H,0,), didxido de carbono (CO,),
diacetilo (2,3-butanodiona), compuestos no caracterizados y compuestos de naturaleza

peptidica como bacteriocinas (Cintas et al., 2001; Ammor et al., 2006).

La produccién de &cidos organicos se realiza durante el metabolismo anaerobio y estos
juegan un papel importante en la disminucion del pH. La inhibicion del crecimiento
microbiano por el efecto del acido férmico, acético, propionico y los acidos butirico y
lactico; se produce debido a la capacidad de estos &cidos para pasar a través de las
membranas celulares disociandose en el ambiente més alcalino del interior de la células con
la consecuente acidificacion el citoplasma (Kashket, 1987). La gran mayoria de estos
metabolitos son absorbidos en el intestino grueso, permitiendo al hospedero ganar energia
de los alimentos no digeridos en la parte superior del tracto intestinal (Macfarlane y Steed,
2008). Los carbohidratos son fermentados principalmente por diferentes bacterias en el
colon, produciendo &cidos organicos, CO, y H, productos que tienen efecto la fisiologia
colonica. Por otro lado la fermentacion de proteinas y aminoacidos por bacterias
proteoliticas genera acidos organicos ramificados, CO,, CH; y H,, fenoles y aminas

(Figueroa-Gonzélez 2010).
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El perdéxido de hidrégeno (H,0,) funciona como un oxidante produce radicales libres que
atacan los componentes celulares esenciales, lipidos, proteinas, ADN y produce la
destruccion de la membrana celular, al perder su impermeabilidad y fluidez por alteracion
de los gradientes ionicos, con lo que se pierde su capacidad de barrera selectora e induce
célula muerte. La habilidad de producir H,O, es comun entre las bacterias acido laticas. En
algunos cultivos, el H,O, puede acumularse hasta niveles que resultan autoinhibitorios o
inhibitorios para otras bacterias. Algunos investigadores han sugerido que la produccién de
H.O, por bacterias acido lacticas involucra acciones oxidativas en los azlcares y
compuestos relacionados (Villegas y Gilliland, 1998).

El perdxido de hidrdgeno puede reaccionar con otros componentes para formar sustancias
inhibidoras. En la leche cruda, el peréxido de hidrégeno generado por las bacterias lacticas
reacciona con el tiocianato enddgeno en una reaccion catalizada por la lactoperoxidasa, 1o
que genera productos intermediarios de la oxidacién que inhiben el desarrollo de muchos
microorganismos. Este mecanismo de inhibicion se conoce como “sistema antibacteriano

lactoperoxidasa” (Moreira dos Santos, 1993)

2.4 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son metabolitos sobre los que se han desarrollado diversas
investigaciones en torno a su deteccion, produccion, purificacién, forma de accion,
caracterizacion bioquimica, propiedades bactericidas, microorganismos inhibidos o
sensibles y aplicacion con éxito en la biopreservacion de alimentos. El término
bacteriocinogenicidad esta definido como la capacidad de las bacterias de sintetizar y
excretar sustancias proteicas antagénicas de otros microorganismos (Vasquez Yy Suarez,
2008).

Existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de inhibicion particulares, esta
caracteristica es aprovechada para la manipulacion de poblaciones bacterianas a nivel de
tracto digestivo (Monroy et al., 2009). En la figura 1 se muestra el arbol filogenético de las

bacteriocinas de bacterias Gram positivas.
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Las bacteriocinas, son productos del metabolismo de las BAL con funcién antimicrobiana,
de naturaleza peptidica, sintetizadas ribosomalmente y que afectan a bacterias relacionadas
filogenéticamente. De igual forma se ha comprobado que pueden actuar sobre bacterias
patogenas, especialmente en Gram positivas y en algunas Gram negativas. Estudios
recientes afirman que pueden actuar contra algunas especies de hongos y parasitos. Ademas
de su accion antimicrobiana contra bacterias indeseables, se cree que las bacterias
productoras de bacteriocinas contribuyen a favorecer la competitividad (Monroy et al.,
2009; Figueroa-Gonzalez, 2010).

La produccion de las bacteriocinas ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del
desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando relacién directa con la biomasa
producida (Cintas, 2001). Las variaciones de las condiciones de cultivo, como por ejemplo
temperatura y tiempo, ejercen un efecto en la produccién de bacteriocinas activas.
Generalmente, hay una mayor produccion cuando se cultiva a su temperatura Optima de
crecimiento. El desarrollo de la bacteria a temperaturas elevadas puede suprimir
completamente la produccién de bacteriocina y algunas veces, eliminar irreversiblemente

esta propiedad (Moreira dos Santos, 1993).
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2.4.1 Bacteriocinas producidas por BAL

Las bacteriocinas producidas por BAL son las que tienen una mayor atencion ya que estos
organismos son considerados como seguros.

Las bacteriocinas de BAL son generalmente estables a pH &cido o neutro, lo que indica
una adaptacion al entorno natural de las bacterias que las producen. Ademaés, algunos
extractos de bacteriocinas presentan estabilidad al calentamiento, propiedad que es
importante para asegurar el control de microorganismos en algunos procesos de la industria
alimentaria. Se ha considerado que el espectro de inhibicidn de estas proteinas es reducido
y en particular demostrando que la susceptibilidad de bacterias Gram negativas a
bacteriocinas producidas por BAL es mucho méas limitada. Hasta hace poco no se conocian
bacteriocinas producidas por BAL utilizadas en alimentos activas naturalmente frente a

bacterias Gram negativas (Vasquez y Suérez, 2008).

2.4.2 Clasificacion de bacteriocinas de BAL

Existen diferentes formas para clasificar a las bacteriocinas, Balciunas et al, (2013)
establecieron que las bacteriocinas se pueden clasificar en 4 clases. La clase I, llamados
lantibi6ticos y representado por la nisina, son péptidos de peso molecular muy bajo (<5

kDa) y son termoestables.

La clase Il se compone de pequefios péptidos termoestables (<10 kDa), dividido a su vez
en tres subclases: lla (pediocina y enterocina), I1b (lactocina G) y lic (lactocina B). La clase
I11 esta representada por péptidos de alto peso molecular (> 30 kDa) son termolabiles tales
como la helveticina J, mientras que en la clase IV podemos encontrar péptidos grandes
unidos con hidratos de carbono o lipidos.

La clasificacion mas frecuentemente utilizada es la propuesta por Drider, et al., (2006) en
la cual sugieren tres grandes clases de bacteriocinas de acuerdo con sus caracteristicas

bioquimicas y genéticas.



Caracterizacion de bacteriocinas producidas por Lactobacillus helveticus “ ‘{.“/

24.2.1 Clasel

La clase | o lantibidicos poseen entre 19 y 38 residuos de aminoacidos, son termoestables
debido a su composicion de aminoacidos resultado de la combinacién de dos alaninas por
enlace disulfuro o de un acido amino butirico unido a una alanina por un enlace disulfuro
como es el B-metil-lantionina (Jarvis et al., 1968). La bateriocina principal de esta clase es
la nisina, que es producida por algunas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis y se
compone de 34 residuos de aminoacidos (Mulders et al., 1991). Debido a la naturaleza
acida de su molécula, la nisina es completamente estable en solucion a pH 2 y se puede
almacenar durante mucho tiempo en el intervalo de temperatura de 2 a 7°C, mientras que
por encima de pH 7 la inactivacion se produce incluso a temperatura ambiente.

Los estudios toxicoldgicos mostraron que la ingesta de la nisina no causa ningun efecto
toxico para los seres humanos cuando se administran por via oral (Jozala et al., 2007). La
nisina se utiliza en gran medida en la industria alimentaria como agente antibiotico en el
queso, los huevos procesado, salsas y alimentos enlatados; tiene un amplio espectro
antimicrobiano contra L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y otros

patdgenos (Rilla et al., 2004).

24.2.2 Clasell

Esta clase esta compuesta por péptidos termoestables, con estructura anfifilica helicoidal
que permite su insercion en la membrana citoplasmatica de la célula blanco, promoviendo
asi la despolarizacion de la membrana y la muerte celular. Se proponen tres subdivisiones

de esta clase, de acuerdo con Drider et al. (2006).

La subclase Ila estd compuesta por bacteriocinas que tienen alta especificidad contra L.
monocytogenes, tienen entre 37 y 48 residuos de aminoacidos con una porcion C- terminal

que contiene una o dos a- hélices a (Fimland et al., 2005).

La subclase Ilb incluye bacteriocinas heterodimericas por ejemplo bacteriocinas que
requieren la actividad combinada de dos peptidos. Normalmente los genes estan ubicados
en el mismo operdn y se expresan simultdneamente, éstos muestran un importante efecto

sinérgico (Balciunas et al., 2013).
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La subclase llc tienen una union covalente entre el C y N terminal dando como resultado

una estructura ciclica (Kawai et al., 2004).

2.4.2.3 Clase lll

Esta clase retine grandes bacteriocinas termolabiles que tienen una estructura mas compleja.
Su porcién N-terminal es similar a una endopeptidasa implicada en la sintesis de la pared
celular, mientras que la parte C-terminal es responsable del reconocimiento de la célula
blanco (Lai et al., 2002).

2.4.3 Sintesis de bacteriocinas

Las bacteriocinas se sintetizan generalmente como pre-péptidos inactivos con una
secuencia N-terminal. Estos precursores son transportados a la superficie celular, durante la
fase de crecimiento exponencial se convierten enzimaticamente en sus formas activas. Los
transportadores contienen una porcion peptidica N-terminal responsable de la escision del
péptido guia, asi como una porcién C- terminal responsable de la hidrélisis del ATP y del
suministro de energia. El sistema de regulacion de la produccién de bacteriocinas se
compone de tres componentes: un péptido inductor (o factor de feromona de activacion), la
histidina cinasa transmembranal (receptor de feromona) y un regulador de respuesta. El
péptido inductor se sintetiza en el ribosoma en niveles de baja concentracion como un pre-
péptido, que se escinde y se excreta al medio. Cuando este compuesto alcanza una
concentracion umbral, se activa la histidina cinasa transmembranal, lo que conduce a la
autofosforilacion del residuo de histidina, por lo tanto, se produce la transferencia de
fosfato a una proteina reguladora de respuesta. El regulador fosforilado activa la
transcripcion de la bacteriocina, ademas de los elementos que componen el sistema de
regulacién, iniciando una retroalimentacién positiva.

Tagg, et al., (1976) sefialaron que la accion de las bacteriocinas sobre las células sensibles
ocurre en dos etapas. En la primera fase, la bacteriocina se adsorbe en receptores
especificos de la célula hospedera. En este estadio, las bacteriocinas son sensibles a las
proteasas. En una segunda fase, irreversible, la bacteriocina origina alteraciones celulares

en las células sensibles de acuerdo con cada tipo de bacteriocina. No obstante, no esta
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suficientemente claro que este modo de accion, descrito de una manera general para las
bacterias Gram-positivas, sea aplicable a las bacteriocinas producidas por las bacterias

lacticas (Balciunas et al., 2013).

2.4.4 Modo de accién

En general, el modo de accion de una sustancia inhibitoria frente a alguna célula puede ser
de tres tipos; bacteriolitico, bacteriostatico o bactericida. EI primero implica la muerte
celular seguida de lisis, representado por la disminucion de la absorbancia. EI segundo no
produce muerte celular pero detiene el crecimiento, por lo cual, sin muerte celular el conteo
de colonias y la absorbancia se mantienen constantes. Y finalmente el bactericida produce
muerte celular que se manifiesta por la disminucién de colonias pero sin lisis y por

consiguiente la absorbancia se mantiene constante (Jaramillo et al., 2010)

La mayoria de las bacteriocinas de las BAL ejercen su accién antimicrobiana
desestabilizando y permeabilizando la membrana citoplasmatica de las células sensibles por
medio de la formacién de poros o canales idnicos que provocan la disipacién de la fuerza
proton motriz. Las bacterias lacticas bacteriocinogénicas se autoprotegen de los efectos
toxicos de sus bacteriocinas mediante la expresion de una proteina de inmunidad especifica

codificada generalmente por el mismo operon que la bacteriocina (Cintas et al., 2001)

El poder que ejercen las bacteriocinas sobre otros microorganismos patdgenos puede tener
diferentes comportamientos. Algunos microorganismos pueden ser sensibles mientras que
otros son resistentes, inclusive una cepa que parece ser sensible puede tener células que
presentan resistencia.

Las mismas bacterias productoras de compuestos antimicrobianos pueden ser sensibles a la

accion de otra bacteriocina (Cintas et al., 2001).

En cuanto al modo de inhibicion utilizado por las bacteriocinas, existen diferencias por su
clase (figura 2), se sugiere que existe una unién inicial a la membrana bacteriana por
atraccion electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su

carga neta positiva localizada fundamentalmente en uno de los extremos. Luego se produce
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la insercidn de la bacteriocina en la bicapa lipidica (Jaramillo et al., 2010). La formacion
de poros en la membrana citoplasmica de las células sensibles parece ser un mecanismo de
accion comun presentado por las bacteriocinas producidas por las BAL. La estructura de
estos peptidos, a-helice o B-laminar, presenta dos caras, una hidrofilica y otra hidrofobica,
creando oligdbmeros que atravesarian la membrana formando poros, el lado apolar de la
molécula se ubicaria préximo a los lipidos de la membrana, mientras que el lado polar
miraria al centro del poro. Como consecuencia se observa, en general, una pérdida de iones
K, ATP vy, en algunos, casos aminoacidos y moléculas pequefias. La pérdida de estas
sustancias origina a su vez una pérdida del potencial de membrana, el consumo de las
reservas energeticas celulares, descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas (Vasquez
y Suérez, 2008). En el intento de mantener o restablecer la fuerza motriz de protones, hay
aceleracion en el consumo de ATP y en consecuencia la muerte celular (Kaiser y
Montville, 1996).

Las bacteriocinas de la clase 1l tienen un modo de accion y una estructura compleja. Su
mecanismo de accion es diferente al de otras bacteriocinas. Su porcion N-terminal es
homdloga a una endopeptidasa implicada en la sintesis de la pared celular, mientras que la

parte C-terminal es responsable del reconocimiento de la célula blanco (Lai et al., 2002).
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Figura 2 Modo de accidn de las bacteriocinas. (A) Bacteriocinas clase I; (B) Bacteriocinas clase 1l y (C)
bacteriocinas clase 111 (Cotter et al., 2005)

2.4.5 Meétodos de purificacion

Para llevar a cabo la caracterizacion de una bacteriocina es importante implementar una
estrategia de purificacion. Muchas bacteriocinas de BAL no se producen en grandes
cantidades por la cepa productora, por lo que es importante concentrar el sobrenadante que
contiene la sustancia antimicrobiana en los pasos iniciales.

Los procesos de separacion y purificacion dependen del medio utilizado para la produccion
y del microorganismo utilizado. La estabilidad de las bacteriocinas disminuye a medida que
aumenta su purificacion (Moreira dos Santos, 1993). Es necesario realizar estudios de
produccidn y contar con grandes proporciones de cultivo antes de iniciar la purificacion
(Monroy et al., 2009).
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Una limitante acerca de la purificacion y uso de bacteriocinas, en el desarrollo de
metodologias de precipitacion de la proteina que permitan obtenerla de forma fécil y
reproducible y que sea con la garantia de que no haya residuos de los productos quimicos
que se utilizan en las diferentes etapas. Debido a la dificultad de la purificacion algunos
investigadores trabajan con el extracto crudo que contiene la bacteriocina después de ser
neutralizado para inhibir la accion de los &cidos organicos. La eficiencia de cada técnica
depende de las caracteristicas del péptido con el que se trabaje y de la cantidad de

sustancias antagonicas producidas (Vasquez, 2008).

Independientemente del procedimiento de purificacion empleado, los rendimientos de cada
bacteriocina disminuyen durante todo el proceso, por lo tanto, es recomendable optimizar la
produccién mediante el ajuste de las condiciones experimentales (por ejemplo, la
composicion del medio, temperatura, tiempo, pH final, la aireacion, agitacion, el tamafio de

inculo, etc.)

Las técnicas normalmente utilizadas para la obtencion de las bacteriocinas son
precipitacion con sulfato de amonio, absorcion-desorcion y la precipitacién con solventes
orgénicos (Cintas et al., 2001).La precipitacion con sulfato de amonio tiene su fundamento
en la naturaleza proteinica de las bacteriocinas. Estas pueden ser concentradas a través de
la aplicacién de los métodos de precipitacion con sales, donde el sulfato de amonio es la
mas utilizada. Las proteinas precipitadas se obtienen mediante centrifugacion y se
disuelven en volumenes pequefios. Las sales de la suspension se pueden eliminar mediante
dialisis (Rajaram et al., 2010; Tiwari y Srivastava, 2008; Drider et al., 2006; Maldonado et
al., 2003; Cintas et al., 2001).

El método de absorcion-desorcion fue desarrollado por Yang et al., (1992 ) se fundamenta
en la propiedad de las bacteriocinas para adsorberse a las células productoras a pH neutro y
su liberacion después de ser modificado el pH disminuyendo su valor (entre pH 2-2.5).
Este protocolo fue utilizado para purificar nisina, pediocina Ac H, sakacina A y
leuconocina LCM1 con las mismas BAL productoras, las cuales se cultivaron durante la

noche, el sobrenadante se calento a 70°C durante 25 minutos para inactivar las células. El
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pH del medio se ajustdé a pH 7 para permitir la adsorcion de la bacteriocina a las células
productoras. Las células se recolectaron por centrifugacion, se lavaron dos veces y se
resuspendieron en solucion de NaCl 0.1M a pH 2 durante 1 h para liberar las moléculas de
bacteriocina de la superficie de la célula. Las células se separaron por centrifugacion y al
sobrenadante con la bacteriocina se le evaluo la actividad inhibitoria. Una de las ventajas de
este método de purificacion es que se obtiene un menor nimero de proteinas contaminantes

en comparacion con la precipitacion con sulfato de amonio descrito antes.

Las metodologias descritas anteriormente producen un extracto parcialmente purificado de
bacteriocinas. Estos extractos deben ser sometidos a otra etapa de purificacién, que incluye
el uso de diferentes estrategias. La técnica mas utilizada es la cromatografia. La seleccion

del tipo de cromatografia dependera del conocimiento de las caracteristicas de los péptidos.

Algunas bacteriocinas aparecen en su estado natural como agregados de alto peso
molecular (30-300 kDa). Estos agregados pueden enmascarar parcial o totalmente la
actividad antimicrobiana de las bacteriocinas en la purificacion de ellos y también inducir a

errores en la determinacion de su peso molecular.

Para comprobar la naturaleza proteica de la bacteriocina producida se tratan las muestras
obtenidas con diferentes proteasas como son o-quimitripsina, tripsina, proteinasa k y
pronasa E. Otras enzimas como la a-amilasa, la lipasa A, la lisozima, la aminopeptidasa,
la mutaniolasa, la DNAsa y la RNA-sa revelan informacion sobre la formacion de
complejos de la bacteriocina junto con otros componentes como carbohidratos, lipidos o

acidos nucleicos (Tiwari y Srivastava, 2008).

2.5 Potencial z

El potencial z se define como el potencial electrocinético en el limite del plano de
cizallamiento hidrodinamico (deslizamiento plano) de una particula cargada como es el
caso de las proteinas. En una solucion, las particulas se cargan negativamente o
positivamente por adsorcion de iones y la disociacion de grupos superficiales polares

(figura 3). Por lo tanto, alrededor de las particulas, los iones con polaridad opuesta se
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acumulan para neutralizar el potencial interfacial y los iones con una pequefia carga de la
misma polaridad se distribuyen difusamente, formando una doble capa eléctrica.

La doble capa se forma con el fin de neutralizar el coloide cargado y a su vez, provoca un
potencial electrocinético entre la superficie del coloide y cualquier punto en la masa del
liquido de suspension. Esta diferencia de tension es del orden de milivoltios y se conoce
como el potencial de la superficie. La magnitud del potencial de superficie esta relacionada
con la carga de la superficie y el espesor de la doble capa. (Wongsangonsup et al., 2005).
El punto donde se unen la capa difusa y la de Stern es conocido como potencial Z, el cual
puede ser medido de una manera muy simple. La relacion entre el potencial Z vy el
potencial de superficie depende del nivel de iones en la solucién. EIl potencial Z puede ser
una manera efectiva de controlar el comportamiento de un coloide. Wongsagonsup et al
(2005) demostraron que el valor del potencial Z se relaciona con la cantidad de proteina,
asi como con la cantidad de iones que estén en el medio. A mayor concentracion de
proteina a pH alcalino, es mas negativo el potencial Z. A concentraciones constantes, se
puede realizar determinaciones de la carga neta de las proteinas a diferentes rangos de pH.

Particula cargada

Capa Stern
Capa difusa ) particula con
o carga superficial
. negativa
g !
g |
: |
| I I
I
E I Capa difusa
Potencial Z - i

Distancia de |a particula

Figura 3. Dibujo esquemaético de la doble capa electroquimica y potencial Z de una particula cargada.
Adaptado de Wongsangonsup et al., 2005.
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2.6 Prebidticos

Los prebiodticos son carbohidratos que no son digeribles y producen efectos benéficos
estimulando selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o mas tipos de bacterias en
el colon. Son principalmente de origen vegetal como el trigo, cebolla, ajo, durazno, entre
otros. Estos Son fundamentalmente fructooligosacaridos (FOS) y galactooligosacaridos
(GOS), como la inulina y la oligofructosa, clasificadas como fibra dietética (Macfarlane et
al., 2008).

En el mercado se comienza a observar una tendencia hacia la elaboracion de productos que
promuevan, aparte de una funcién nutricional, propiedades que mejoran la salud; haciendo
alimentos funcionales. Este es el caso de productos como yogures y jugos, productos de
consumo masivo que dentro de sus ingredientes aluden la utilizacion de inulina,
oligofructosa y polidextrosa en su manufactura (Figueroa-Gonzalez et al., 2010). Aunque
muchas preparaciones de oligosacaridos se utilizan en los alimentos funcionales en Japén,
dos clases generales se utilizan ampliamente en Europa, estos son los fructanos, tales como

lainulinay los fructooligosacéridos y los B-galacto-oligosacaridos (Rabiu et al., 2001).

En la actualidad, diversos estudios involucran oligosacaridos que pueden ser prebidticos
potenciales y que pueden clasificarse de acuerdo a sus constituyentes quimicos y grado de
polimerizacion, e incluyen manooligosacaridos, pectino oligosacaridos, oligosacaridos de la
soya, isomaltooligosacaridos, xilooligosacéridos y lactulosa. Sin embargo, recientemente,
la mayoria de los estudios de prebidticos se han enfocado a la inulina, los
fructooligosacaridos (FOS), los galactooligosacaridos (GOS) y los

transgalactooligosacaridos (TOS) (Macfarlane et al., 2008).

Los TOS han sido producidos comercialmente para ser incorporados en productos como el
Oligomate 55 que es el nombre comercial de un azlcar formado por la accion de la
galactosidasa sobre la lactosa para formar galactooligosacaridos. EI Oligomate 55 se utiliza
ampliamente en un gran nimero de productos alimenticios como leches fermentadas,

helados, bebidas frutales, galletas, dulces, edulcorantes, jaleas, carnes procesadas, entre
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otros. Consiste principalmente de TOS, en los cuales el principal componente es la 4°-

galactosil-lactosa ademaés de son lactosa y monosacaridos (Figueroa-Gonzélez et al., 2010).

El Oligomate 55 contiene al menos 55% de 4" y 6"-galactosil-lactosa. Estos TOS son muy
estables a altas temperaturas, permanecen sin cambios después de un tratamiento térmico a
160°C por 10 minutos y a pH neutro y después de un tratamiento a 120°C por 10 minutos a
pH 3 ¢ 100°C por 10 minutos a pH 10. También permanecen estables durante periodos
largos de almacenamiento. Por ello, se ha sugerido que los TOS son maés estables que los
FOS. En experimentos in vitro se ha mostrado que los TOS no se digieren y permanecen
estables al contacto con la a-amilasa de la saliva, al contenido del intestino delgado de las

ratas y a jugos gastricos humanos artificiales (Thammarutwasik et al., 2009)

< v D



: MA'.&‘O"\

)

Caracterizacion de bacteriocinas producidas por Lactobacillus helveticus - f‘s'/

3 JUSTIFICACION

Las BAL juegan un papel importante en la produccion de alimentos fermentados, como lo
son el yogurt, quesos, embutidos entre otros; siendo los Lactobacillus uno de los mas
usados en la elaboracion de éstos. Las BAL no s6lo son importantes desde un punto de

vista organoléptico, sino también por presentar efectos antimicrobianos frente a patdégenos.

El antagonismo entre BAL y las bacterias patogenas se debe a la disminucién del pH, la
competencia por sitios de adhesion a los receptores epiteliales, los nutrientes y la
produccidn de otros metabolitos con efecto antibacteriano. Las bacteriocinas son uno de los
metabolitos mayormente estudiado en la actualidad debido a que, por su naturaleza
peptidica, se inactivan enziméaticamente y no resultan tdxicas para el ser humano; ademas
de que estas pueden ser utilizadas como conservadores en alimentos, con la ventaja de no
ser antibidticos (Balciunas et al., 2013). Estudios previos evidenciaron una mayor
produccién de bacteriocinas usando una fuente prebidtica (Oligomate 55) a partir de

diferentes BAL principalmente Lactobacillus heveticus (Figueroa- Gonzéles, 2010)

Por estas razones se crecié Lactobacillus helveticus en un medio con Oligomate 55 para
producir bacteriocinas y lograr asi su caracterizacion y parcial purificacion. Asi mismo se
evalué el modo de accidn de la bacteriocina y su la estabilidad al efecto de la temperatura

y el pH.
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4 HIPOTESIS

Se produciran uno o varios péptidos por Lactobacillus helveticus, en presencia de
Oligomate 55 como fuente de carbono, que cumplirdn con las caracteristicas de una

bacteriocina.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Caracterizar y purificar la o las bacteriocinas producidas por Lactobacillus helveticus

utilizando como fuente de carbono el Oligomate 55.

5.2 Objetivos particulares

=  Producir bacteriocinas durante la fermentacién de Lactobacillus helveticus
usando Oligomate 55 como fuente de carbono.

= Purificar parcialmente las bacteriocinas producidas por Lactobacillus helveticus.

= Evaluar el modo de accion (bacteriostatico, bactericida o bacteriolitico) que
presentan las bacteriocinas frente a Listeria innocua ATCC33090 y Escherichia
coli K12.

= Evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de la bacteriocina

usando Listeria innocua ATCC33090 como microorganismo indicador.
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6 Estrategia experimental

Oligomate 55/ MRS

Eliminacion de H,0O, Eliminacion acidos organicos

Purificacion por Purificacion por Purficacion por adsorcion
ultrafiltracion precipitacién con Acetona en células
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7 METODOLOGIA
7.1 Activacion de las cepas

Se empled una cepa de Lactobacillus helveticus como bacteria productora de bacteriocinas
previamente aislada en la UAM-I, de una muestra leche fermentada comercial.
Lactobacillus helveticus fue activada en medio Litmus milk (Difco) a 37°C por 24 h.

Como microorganismo indicador se utilizé Listeria Innocua ATCC33090 y Escherichia
coli K12. Ambas conservadas en glicerol a -4°C. Para la activacion L. innocua se crecio
en medio nutritivo adicionado con 2.5 g/L de glucosa, 5g/L NaCl y 15 g/L de peptona de
caseina por 24hrs a 37°C E. coli K 12 se crecio en medio nutritivo (Difco) 24h a 37°C.

7.2 Produccion de la bacteriocina

Se inocularon 15 pL de las cepa de L. helveticus, activada en Litmus milk, en botellas
serologicas de 100 mL con 50 mL de medio de cultivo que contenian: Oligomate 55 (1%
p/v), extracto de levadura (0.3% p/v) y peptona de caseina (0.5% p/v). Se incubd a 42°C y
una agitacion de 50 rpm por 48 h (Figueroa-Gonzéalez, 2010) Asi mismo se realiz6 una
fermentacion en caldo MRS (Difco) a las mismas condiciones de tiempo, temperatura y

agitacion.

Para obtener el extracto de bacteriocina, se tratd el caldo de la fermentacion con NaOH
2M para ajustar el pH a 6.5 y asi excluir el efecto del &cido lactico. La actividad inhibitoria
del peréxido de hidrogeno se elimind por la adicion de 1mg/mL de catalasa el cual fue
incubado a 25°C por 90 min. Posteriormente se llevo a cabo la inactivacion de esta enzima
(60°C/10 min).

El extracto tratado se centrifug6 a 10,000 rpm durante 25 min. en tubos estériles; seguido

por la filtracion del sobrenadante a través de un de filtro de acetato de celulosa con 0.2 pm

de tamafio de poro (Figueroa-Gonzélez, 2010).
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Para determinar que el efecto inhibitorio se debe a la presencia de bacteriocinas se realizd
la adicion de proteinasa K (0.1 mg/mL) la cual se incubé 37°C por 120 min y

posteriormente se inactivd la enzima (60°C/10 min).

7.3 Determinacion de la bacteriocina

Para determinar la actividad de bacteriocina en los extractos se utilizo la técnica reportada
por Figueroa-Gonzalez (2010) modificada, usando como microorganismo indicador L.
innocua ATCC33090. Este microorganismo se sembrd en caldo nutritivo adicionado con
2.5 g/L de glucosa, 5¢g/L NaCl y 15 g/L de peptona de caseina durante 24 h a 37°C.
Posteriormente 10 mL del cultivo se transfirieron a un matraz con 50 mL de medio fresco
y se incubaron por 3 h a 37°C con agitacion a 150 rpm para obtener células en fase de
crecimiento logaritmica. Se tomo una alicuota de 0.5 mL del extracto a analizar, de medio
estéril como control junto con 2 mL del caldo de cultivo con el microorganismo indicador.
Después de 3 h de incubacion a 37°C se midio la absorbancia a las muestras a 650 nm. La
inhibicidn del crecimiento de L. innocua (%) se determind mediante la siguiente ecuacion

Ecuacién 1;

Inhibicion del crecimiento de L. innocua (%)

— 100 densidad dpica de la muestra después de 3 h 100
- densidad optica del control después de 3 h x

7.4 Purificacion de la bacteriocina
7.4.1 Purificacion por ultrafiltracién

Se tomaron 2 mL del extracto de bacteriocina tratado y se realiz6 una purificacion por

ultrafiltracién en una membrana con un corte de 10 KDa por centrifugacién en una
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centrifuga J2-MI marca Bekman, a 5,000 rpm a 4°C. Se determiné la actividad de la

bacteriocina en el permeado y en el retenido.

7.4.2 Purificacion por acetona fria

Se utilizdé la metodologia sugerida por Pal y Ramana (2010) para la precipitacion de
proteinas. El sobrenadante de la fermentacion libre de células (500 mL); se mantuvo en
agitacion en cdmara fria, durante la adicion de acetona fria hasta llegar a un 60% de
concentracion con agitacion constante y se incubd por 15 minutos a 4°C. La proteina
precipitada fue recuperada Yy reconstituida en agua destilada y sometida a agitacion a

temperatura ambiente por 16 h para la evaporacion de restos de acetona.

Al precipitado obtenido se le determind la actividad de la bacteriocina mediante la

inhibicién de L. innocua.

7.4.3 Purificacion por adsorcion- desorcion en células

Para la purificacion de las o la bacteriocinas se us6 el método modificado de Pal y Ramana
(2010). Se realiz6 la fermentacion de 500 mL L. helveticus en medio MRS y 500 mL en
medio con Oligomatecomo fuente de carbono. Una vez fermentado el medio se calent6 a
70 ° C durante 30 min para inactivar las proteasas. Posteriormente se ajust6 el pH a 6.5 por
adicion gradual de NaOH 4M. Las muestras se agitaron durante 3 horas a temperatura
ambiente para permitir que las bacteriocinas se adsorbieran en la células. El extracto se
centrifugd a 5,000 rpm para colectar las células y estas se lavaron dos veces por
resuspension en 100 mL de buffer de fosfato de sodio 5 mM (pH 6.5). Las células lavadas
fueron resuspendidas en una solucién de 50 mL de NaCl 100 mM pH 2 y se mantuvieron
en agitacion en camara fria (4°C) durante 18 h para la desorcion de las bacteriocinas. Las
celulas fueron eliminadas por centrifugacion a 5,000 rpm durante 25 minutos a 4°C. El pH
de los sobrenadantes se ajustd a 6.5 y se les determind la actividad de la bacteriocina

mediante la inhibicion de L. innocua de cada de uno de los sobrenadantes.
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7.5 Determinacion del potencial Z

Para el calculo del punto isoeléctrico de la bacteriocina en la purificacion de adsorcion-
desorcion, a partir de una primera purificacion de los extractos producidos con la
fermentacion de L. helveticus en MRS y en Oligomate 55 se determind el potencial z en

un equipo Zetasizer nano de la marca Malvern Instruments Ltd. U.K.

Las muestras de la bacteriocina se ajustaron a pH 2, 4, 6, 8 y 10. Se enjuago el electrodo y
la celda con agua desionizada, se llend la celda con la muestra 'y se inserté el electrodo
lentamente en la celda verificando que no quedaran burbujas atrapadas dentro de la celda.
Se insertd la celda dentro del equipo y se analizaron las muestras usando agua como
dispersante a una temperatura de 25°C. El potencial zeta se calculd a partir de las medidas

de la movilidad electroforética.

7.6 Determinacion del peso molecular por electroforesis

El peso molecular de la bacteriocina se determind mediante la electroforesis SDS-PAGE
con un gel de concentracion al 4% de acrilamida (0.15 M Tris, pH 6.8) y gel de separacion
al 12% de acrilamida (0.375 M Tris, pH 8.8). Se usd un estandar de proteinas de peso
molecular conocido, (Miosina 200 kDa, -galactosidasa 116.25 kDa, fosforilasa b 97.4
kDa, seroalbimina 66.2 kDa, ovoalbumina 45kDa, anhidrasa carbonica 31kDa, Inhibidor
de tripsina 21.5 kDa, lisozima 14.4 kDa y aprotinina 6.5 kDa) un estandar de
seroalblmina y las bacteriocinas obtenidas a partir de la purificacion absorcion-desorcion
de las fermentaciones en MRS y con Oligomate 55 como fuente de carbono. La
electroforesis fue realizada a 200 V en un sistema de electroforesis Mini Protean 1, Bio-
Rad E.U.A. EI gel se tifi6 con azul de Coomassie y se destifio usando acido acético-
metanol (40:10) EI peso molecular de la bacteriocina se calculd a partir de la movilidad

relativa de los marcadores de peso molecular que se corrieron simultineamente.
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7.7 Determinacion del peso molecular por HPLC

Se realiz6 una nueva determinacion del peso molecular mediante cromatografia de liquidos
de alta presion (HPLC) inyectando un volumen de 20 pL de la bacteriocina purificada de
adsorcion desorcion en células fermentadas en MRS y en Oligomate 55; mediante una
columna de exclusién molecular, lo que permite separar las moléculas de acuerdo a su
tamafio. La columna estd compuesta de cuentas esféricas de gel con poros de tamarfio
especifico (Mine y Shahidi, 2006).

El equipo utilizado fue un cromatografo de liquidos de alta resolucion (Lab Alliance,
E.U.A.) compuesto por una bomba, un desgasificador, un sistema de mezclado y un
detector de arreglo de diodos UV- visible (Spectra System UV6000 LP). Se utilizo una
columna (BioSep SEC-S-2000) con un tamafio de 300 x 7.80 mm. Se utilizé un buffer de
fosfatos de 0.1 M a un pH de 6.8. El flujo de trabajo fue de 0.9 mL/min. La temperatura de

la columna oscil6 entre 22 y 25°C

Se inyecto un estandar externo de peso molecular de polipéptidos que contenia triosafosfato
isomerasa de 26.625 kDa, mioglobina de 16.95 kDa, a-lactoalbumina de 14.43 kDa,
aprotinina de 6.512 kDa, cadena B de la insulina oxidada de 3.496 kDa y bacitracina de
1.42 kDa, para conocer el peso de cada uno de los picos obtenidos de las muestras

inyectadas.

7.8 Evaluacién del modo de accion

Se realizd la curva de crecimiento de los microorganismos indicadores L. innocua
ATCC33090 y de E. coli K12. Estos microorganismos se cultivaron en 50 mL de caldo
nutritivo para E. coli y caldo nutrivito adicionando con 2.5 g/L de glucosa, 5g/L NaCl y 15

g/L de peptona de caseina durante 24 h a 37° para L. innocua.

La evaluacion del modo de accién se realizd mediante la evolucion del crecimiento de los
microorganismos mediante densidad dptica a 650 nm. después de la adicion de 20 mL del

extracto purificado de L. helveticus crecido en caldo MRS.
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7.9 Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de la bacteriocina
parcialmente purificada

El disefio compuesto central rotable (DCCR) fue propuesto por Box y Wilson en 1951
como una alternativa al factorial 3; basicamente consiste de un ncleo factorial 2%, cuyos
niveles de los factores se codifican con +1 y —1, asi como niveles o que pueden variar de
acuerdo al numero de factores a evaluar y garantiza ademas, una propiedad estadistica de
rotabilidad (Bustamente et al., 2006). Se probaron 2 factores, pHenelrangode 3a8 y
temperatura entre 70 a 90 °C. El DCCR cuenta con cinco niveles y dos variables
(temperatura y pH) para estudiar la influencia combinada de la temperatura y el pH sobre la

estabilidad de la bacteriocina.

El disefio consistié en 12 experimentos factoriales con cuatro puntos axiales con puntos
centrales cuadruplicados, los cuales se muestran en la tabla 2., los factores de la ecuacién

de regresién son codificados de acuerdo con la ecuacion 2:
Ecuacion 2:

. Xi—Xo
X=X

Donde xi es el valor adimensional codificado de la variable independiente a la i-ésima
variable independiete, Xi es el valor natural de la variable i-ésima independiente, Xo es el
valor natural i-ésimo de la variable independiente en el punto central y dXi el es el valor

de cambio escalonado.

Una vez que los experimentos se realizaron, los resultados experimentales se ajustaron con

una funcién polinémica de segundo orden:
Ecuacion 3:
Y = bo + blxl + bzXz + blle + bzzxg + bllexZ

Donde Y es la variable respuesta; b, es la interseccion; b; y b, son los coeficientes
lineares; bi; y by, son los cuadrados de los coeficientes y by, es la interaccion de los

coeficientes.
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Los niveles de las variables experimentales estudiados se presentan en la tabla 3. Los
resultados experimentales se ajustaron a un modelo cuadrético que permite la prediccion
de la actividad de la bacteriocina (% de inhibicién) en funcién del rango de pH desde 3

hasta 8 y cualquier rango de temperatura desde 70°C hasta 90°C.

Las muestras de bacteriocina extraidas de adsorcion-desorcion en células de la
fermentacion con MRS y con Oligomate 55 se ajustaron a los valores de pH con H3PO4 0
con NaOH vy se incubaron durante 15 min a las temperaturas de acuerdo con el disefio
experimental. Después de la incubacion, las muestras se ajustaron a pH 6.5 y se determind

la actividad de la bacteriocina (% inhibicion del crecimiento de L. innocua) por duplicado.

Tabla 2. Disefio compuesto central rotatorio (DCCR) para evaluar la interaccion del pH y la temperatura
sobre de la actividad de la bacteriocina.

2 80 8.5 0 +a
3 70 8 -1 +1
4 90 8 +1 +1
5 80 55 0 0
6 80 5.5 0 0
7 80 247 0 -0l
8 80 5.5 0 0
9 92.1 55 +a 0
10 67.9 5.5 -ol 0
11 70 3 -1 -1
12 90 3 +1 -1
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Tabla 3. Dominio del disefio experimental

Variables independientes Simbolo Rango y nivel
-0 -1 0 1 +a
Temperatura ( °C) X1 679 70 80 90 921
pH Xz 2475 3 55 8 8525
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Produccion de bacteriocinas

Antes de comenzar la produccion de bacteriocinas se confirm6 la morfologia de L.
helveticus por tincion de Gram y se encontraron que eran bacilos Gram positivos como lo

reportd Figueroa-Gonzéalez (2010).

La produccién de la bacteriocina y de los compuestos antimicrobianos por la cepa de L.
helveticus usando Oligomate 55 y MRS, se confirm6 mediante la prueba de la inhibicion
en el crecimiento del microorganismo indicador L. innocua ATCC 33090 tanto en el caldo
de la fermentacion asi como con el extracto tratado con catalasa y ajustado a pH 6.5 al cual
se le nombr6 como extracto de bacteriocina. En la figura 4 se puede observar la inhibicion

de L. innocua del caldo de fermentacion y del extracto de bacteriocina.

El sobrenadante del caldo de fermentacion con Oligomate 55 tiene una mayor inhibicion
(32.59%) que el sobrenadante del caldo de fermentacion con MRS (26.52%). EI pH al
terminar la fermentacion fue de 3.5 para el caldo de fermentacion con Oligomate 55,
mientras que para MRS el pH final fue de 4.2. El caldo de fermentacion de Oligomate 55
presentd mayor inhibicion posiblemente al cambio en el pH, a la concentracion del H,0,,

asi como de las bacteriocinas presentes.

Por otro lado se puede observar que el porcentaje de inhibicion causada por el extracto de
Oligomate 55 (13.55%) es mayor que la produccion que el del MRS (6.14%).
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Figura 4 Determinacion del % Inhibicion del crecimiento de L. innocua en extractos libres de células y en
extractos tratados de dos diferentes medios de cultivo.

Figueroa-Gonzélez (2010) reporté que la inhibicién del caldo de fermentacion en
Oligomate 55 para L. innocua fue de 58.7% bajo condiciones similares de fermentacion,
éste corresponde al efecto generado por H,O, y/o bacteriocinas ya que la inhibicion por
acido lactico fue descartada al neutralizar sus muestras obtenidas hasta un valor de pH de 7.
Figueroa-Gonzélez (2010) report6 que la inhibicion por accion de las bacteriocinas fue del

22.3% utilizando Oligomate 55 como fuente de carbono.

Estos resultados pueden ser diferentes debido al efecto de las temperatura de fermentacion
empleada en el presente trabajo fue de 42°C mientras que Figueroa-Gonzales empled una

temperatura de fermentacion de 37°C.

Kashket (1987) reportd que el principal factor de inhibicion se debe al descenso en el pH

por la produccién de acido lactico; el perdxido de hidrégeno es el segundo factor que
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contribuye con la inhibicion. La accién bactericida del peroxido de hidrogeno se atribuye a
su efecto altamente oxidante, mediante peroxidacion de los lipidos de la membrana y la
destruccion de la estructura molecular basica de proteinas celulares. Cintas et al (2001)
reportan que el diacetilo también contribuye a la inhibicion, desactivando enzimas

microbianas por bloqueo o por modificacién de la zona catalitica.

Chang et al. (2007) explican que las condiciones de produccion deben ser especificas para
cada organismo productor. En este caso se probaron dos medios de cultivo. Se utilizé un
medio con Oligomate 55 y un medio nutritivo, el MRS. Es importante elegir un medio de

crecimiento correcto ya que éste puede inhibir o aumentar la produccion de la bacteriocina.

De acuerdo a la figura 4, el medio de cultivo puede ser un factor importante para la
produccidn de la bacteriocina ya que el extracto de bacteriocina con Oligomate 55 presentd

una mayor inhibicion del crecimiento de L. innocua.

Fooks y Gibson (2002) sefialaron que el potencial antimicrobiano de los probidticos parece
depender de la fuente de carbono utilizada. Figueroa- Gonzalez (2010) report6 que, usando
el Oligomate 55 como fuente de carbono produjo una mayor inhibicién comparada con la

lactosa.

Para comprobar las naturaleza peptidica de la bacteriocina producida se trataron las
muestras con proteinasa K; después se determiné el % de inhibicion en L. innocua. Se
comprobd la perdida en la inhibicion y por lo tanto la naturaleza peptidica del compuesto

antimicrobiano (resultados no mostrados).

Yang et al. (2012) comprobd la pérdida de la actividad de 34 bacteriocinas alisladas de 7
quesos comerciales y 3 muestras de yogurt comercial utilizando varias enzimas
proteoliticas; con proteinasa K todas las muestras con actividad antimicrobiana la perdieron

después de la incubacién con la enzima.

8.2 Purificacion de la bacteriocina

Para llevar a cabo la purificacion de la bacteriocita se probaron diferentes métodos de

purificacion. Las técnicas utilizadas en esta investigacion fueron ultrafiltracion,
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precipitacion con de acetona fria y adsorcion-desorcion en células. La purificacion por
ultrafiltracion fue una de las primeras técnicas empleadas para separar por exclusion
molecular, a la bacteriocina; ya que permite seleccionar las fracciones que presentan
actividad antimicrobiana (Zapata et al., 2009). Por medio de técnicas de ultrafiltracion los
sobrenadantes libres de células se pueden fraccionar de acuerdo al tamafio de los péptidos
(Cintas et al., 2001).

En la figura 5 se muestra el resultado de la purificacion por ultrafiltracion de la bacteriocina
producida en Oligomate 55 con una membrana de 10 kDa. Se comparé la inhibicién del
extracto de bacteriocina (12.48%) contra la inhibicién del permeado (5.7 %) y del extracto
concentrado (8.37%). Se observa como se fracciona el porcentaje de la inhibicion después
de la ultrafiltracién con lo cual se puede concluir que este método de purificacion es poco
eficiente, se encontrd inhibicién tanto en el permeado como en el concentrado estos

resultados no son contundentes por lo tanto se llevé a cabo la purificacion por acetona fria.
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Figura 5 Determinacion del % Inhibicion de las fracciones obtenidas por ultrafiltracion con una membrana de

10 kDa.
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Tras realizar la purificacion con exceso de acetona, se evalud la actividad de la bacteriocina
en el precipitado reconstituido. En ladeterminacion del % de inhibicion en el crecimiento de
L. innocua se encontré la pérdida total de la actividad de la bacteriocina (resultados no
mostrados). Este efecto se puede deber a que entre los péptidos precipitados no se encontrd
la bacteriocina; o bien que la bacteriocina precipitada pierda su actividad debido al efecto

del solvente.

Pal y Ramana (2010) probaron la precipitacion con acetona fria logrando una purificacion
de la bacteriocina producida por Weissella paramesenteroides; sin embargo esta

metodologia no resultd para la purificacion de la bacteriocina producida por L. helveticus.

Pal y Ramana (2010) del mismo modo probaron el efecto de diferentes solventes
organicos por 2 h a 35 °C y reportan la perdida de la actividad en la bacteriocina (95% de
pérdida con acetona y 50% de pérdida con etanol). Esta pérdida la adjudican al cambio de

la estructura nativa de la proteina por la pérdida de agua.

Khali et al. (2009) probaron el efecto de los solventes orgénicos (acetona, cloroformo,
alcohol etilico, hexano y metanol) sobre una bacteriocina producida por Bacillus
megaterium y a excepcién del hexano y el etanol, la bacteriocina fue completamente

sensible a los solventes empleados en el estudio.

Otra metodologia para la purifiacion de bacteriocinas fue la basada en adsorcion-
desorcion en células; esta metodologia se llevo a cabo con valores de pH de 6 para la
absorcion y de 2 para la desorcién en un medio fermentado con Oligomate 55 y en otro
con MRS; los resultados de esta purificacion se muestran en la figura 6.
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Figura 6 Determinacién del % Inhibicién de L. innocua de la bacteriocina purificada por adsorcion-
desorcidn en células de Lactobacillus helveticus.

Al realizar esta purificacion se encontr6 un 14.57% de inhibicion en el extracto purificado
de la fermentacién con MRS y un 6.96 % en el extracto purificado de la fermentacion con

Oligomate 55.

Se observo un descenso en la actividad de la bacteriocina purificada a partir de Oligomate
55 en comparacion con el extracto de bacteriocina producida por esta misma fuente
(13.55%) al contrario que con la bacteriocina purificada con MRS (6.14%) donde se
encontr6 mas actividad que en el extracto de bacteriocina de MRS. Este efecto se puede
deber a dos factores, el soporte para la adsorcion de la bacteriocina (cantidad de células) y
los valores de pH utilizados para la adsorcién y la desorcién de la bacteriocina, tomados de

otros autores (Pal y Pamana, 2010).

Se ha demostrado que con un medio con Oligomate 55 existe una pobre produccion de
biomasa, se generan mas bacteriocinas; sin embargo las células para la adsorcién no son
suficientes. En una fermentacion con MRS existe una gran produccion de células y se

comprobd un % de inhibicion menor para la produccién de bacteriocina; sin embargo existe
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una mayor superficie para la adsorcion de las bacteriocinas las cuales se recuperaron con

mayor eficacia.

Para obtener un mejor rendimiento en la purificacién por adsorcién-desorcion en células
para la bacteriocina producida en Oligomate 55, con los extractos se realizd la
determinacion del potencial z. Se realiz6 un cambio en el valor de pH para la desorcion a
15

En la figura 7 se muestra la actividad de la bacteriocina (% de inhibicion del crecimiento de
L. innocua) purificada por adsorcidén-desorcion a partir de una nueva fermentacion con
MRS y con Oligomate 55, después de realizar los ajustes en el pH a 1.5 para la desorcion.
El % de inhibicion del crecimiento del microorganismo indicador en la fermentacion con
MRS fue de 13.29%, un comportamiento similar a la primera purificacion (14.57%); Para
la bacteriocina purificada de caldo con Oligomate 55 como fuente de carbono se obtiene

un 11.96%, un porcentaje mayor con respecto a la primera purificacion (6.96%).
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Figura 7. Determinacion del % de inhibicién de L. innocua para la purificacion de la bacteriocina por
adsorcién-desorcién en células de Lactobacillus helveticus con ajuste de pH para la desorcion.
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Pal y Ramana (2010) utilizaron el método basado en la naturaleza cationica de las
bacteriocinas y su habilidad de absorberse reversiblemente y no especificamente sobre
celulas de bacterias Gram-positivas. Este método sugiere cambios de pH para adsorber las
bacteriocinas con una maxima adsorcién a pH superiores a 6 y minimas a pH de 2. Si la
adsorcion se lleva acabo por medio de la carga neta del peptido como lo sugieren Yang et
al. (1992), para obtener un mayor % de inhibicion en el crecimiento del microorganismo
indicador era necesario disminuir el pH para la desorcion de la bacteriocina debido a que, a
un pH de 2, la bacteriocina ain se encontraba muy cercana a su punto isoelectrico, lo cual
se corroborod determinando el potencial z, por lo tanto se emple6 la misma metodologia con

el cambio pH a 1.5 para la desorcion.

Existen varios factores que contribuyen a la adhesion de las bacteriocinas a los
Lactobacillus, uno de éstos pueden ser por la carga positiva de las. Por ejemplo, la
hidrofobicidad de la superficie celular y la autoagregacién (Cesena et al., 2001; Ehrmann
et al., 2002; Ventura et al., 2002; Kos et al., 2003), los &cidos lipoteicoicos (Sherman y
Savage, 1986; Granato et al., 1999) y las proteinas de la superficie celular (Walter et al.,
2005) también contribuyen a las propiedades de unidon de los probidticos. Especies de
Lactobacillus como Lactobacillus brevis, L. acidophilus, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus gallinarum y L. helveticus poseen proteinas de la
capa superficial situadas fuera de la pared celular externa en una capa paracristalina (Avall-
Jaskeldinen y Palva, 2005) los cuales se agregan para formar la capa de la superficie en una
estructura cristalina de dos dimensiones con una red regular, que podrian contribuir a la
adhesion (Saray Sleytr, 2000).

En la tabla 4 se muestra la actividad especifica de las bacteriocinas purificadas por
adsorcion-desorcion en células producidas en MRS y en Oligomate 55 como fuente de

carbono, con una desorcion a pH 2 y con una desorcion a pH 1.5.

Al llevar a cabo las purificaciones se buscO obtener la mayor cantidad posible de
bacteriocina, evitando impurezas de otras proteinas. La actividad especifica se calculd
como el cociente entre la actividad total (%/mL) y la proteina (mg) presente en esa

preparacion. A mayor valor, se recupera mas bacteriocina que otras proteinas.
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El incremento de la actividad especifica (tabla 4) se calculé dividiendo la actividad
especifica recuperada en cada paso de la purificacion entre la que se encontré en la
preparacion original, para saber cuéntas veces se incremento la actividad de la bacteriocina
en cada etapa de la purificacion. Por lo tanto el valor de la primera actividad fue igual a la
unidad, ahi la bacteriocina conserva la pureza correspondiente al extracto original, puesto

que no fue tratada.

El rendimiento (%) se refiere a cuanto de la bacteriocina que se purificd, se esta recobrando
en cada paso. Se utiliza el cociente del % de la actividad de la bacteriocina con respecto a
actividad inicial por el volumen de la fraccion sobre el volumen inicial. Por lo tanto en

la primera purificacion se obtiene el 100% del rendimiento de la bacteriocina.

Tabla 4 Rendimientos y actividad especifica de las bacteriocinas de la fermentacion en Oligomate 55 y MRS.
Los valores de las mediciones son de tres experimentos independientes con una desviacién estandar inferior al
10%. EXB, extracto de bacteriocina; ADC1, adsorcion-desorcion en células; ADC2, adsorcion-desorcion en
células con ajuste de pHa 1.5

Tipo de Volumen Actividad Actividad Proteina Total de Actividad Incremento Rendimiento
purificacion (mL) dela total(%/mL) (mg/mL) proteina especifica dela (%)
bacteriocina (mg) (%/mg) actividad
especifica
EXB 500.00 13.55 0.03 7.40 3700.00 3.66E-03 1.00 100.00
oligomate
ADC1 20.00 6.96 0.35 6.42 128.40 5.42E-02 14.80 2.05
ADC2 20.00 11.96 0.60 11.09 221.80 5.39E-02 14.72 3.53
EXB MRS 500.00 6.14 0.01 7.70 3850.00 1.59E-03 1.00 100.00
ADC1 20.00 14.57 0.73 24.11 482.20 3.02E-02 8.25 9.49
ADC2 20.00 13.29 0.66 23.60 472.00 2.82E-02 7.69 8.66

Se puede observar que después de realizar la purificacién por adsorcidn-desorcién en
células de las fermentaciones en Oligomate 55 no existe una gran diferencia en cuanto a la
actividad especifica; sin embargo existe un pequefio incremento en el rendimiento, con
esto datos se puede decir que por medio de esta técnica solo se recupera mas proteina. En el
caso de la bacteriocina purificada del medio de MRS después del cambio de pH se observa
un decremento, tanto en la actividad especifica como, en el rendimiento, en este caso no se

recomienda el cambio en el pH.
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D"Angelis et al. (2009) realizaron la metodologia sugerida por Yang et al. (1992) para la
purificacion de sakaicina producida por Lactobacillus sakei; al realizar las purificaciones
encotraron un incremento en la actividad especifica final de 235 con un un rendimiento
del 2%. Pal y Ramana al realizar la purificacion de la bacteriocina producida por Weisiela
paramenseroides por esta misma tecnica encontraron un incremento en la actividad

especifica de 56.7 y un rendimiento de 5.34 %.

8.3 Determinacion del potencial Z

En la figura 8 se muestra la curva de la determinacion del potencial Z considerando la
carga total de la bacteriocina de las muestras obtenidas por absorcion-desorcion en celulas
del medio fermentado con MRS y del medio fermentado con Oligomate 55 como fuente de
carbonobh en funcion del pH. A pH de 2 las muestras extraida de MRS y de Oligomate 55
tienen un potencial zeta positivo o muy cercano a 0 lo cual indica que esta muy cercano al
punto isoelectrico. A un pH de 3 la muestra de Oligomate aun se encuentra cercana a su
punto isoelectrico. Rebasando este pH las muestras extraidas de ambos medios de cultivo

mostraron un caracter negativo.

Con los resultado obtenidos se confirmo que, el pH 1.5 utilizado para la desorcion de los
péptidos fue el mas adecuado porque estd mas alejado del punto isoelectrico y las

bacteriocinas pueden tener cierta carga; con la cual se pueden desorber de la células.

Se puede observar como, el potencial zeta del extracto de MRS tiene potenciales
mayormente negativos a todos los pH por encima de 3 comparados con los potenciales del
extracto de Oligomate 55. El potencial zeta mide la carga neta total, por lo tanto el efecto
de la concentracion repercute directamente con el potencial, la muesta con mayor

concentracion muestra cambios mas evidentes en la magnitud de su carga.
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Figura 8 Determinacién del potencial Z en funcién del pH para las muestras purificadas de la fermentacion
de MRSy de Oligomate 55.

8.4 Determinacion del peso molecular por electroforesis

El peso molecular de la bacteriocina fue determinado mediante una electroforesis en SDS-
PAGE. En la figura 9 se muestra el gel de electroforesis donde se observan las
bacteriocinas purificadas por adsorcion-desorcion en células obtenidas de la fermentacion
de MRS y de Oligomate 55. En ambos casos se encontraron 4 bandas con las mismas

distancias de migracion (RF) a las cuales se les determiné su peso molecular.

En la tabla 5 se muestran los pesos moleculares de las bandas purificadas que corresponden
a compuestos de alto peso molecular; esto se puede deber a que no se utilizd B-
mercaptoetanol como agente desnaturalizante. Se ha reportado que algunas bacteriocinas
aparecen en su estado natural como agregados de alto peso molecular (30-300 kDa). Estos
agregados pueden inducir a errores en la determinacion de su peso molecular. Por esta
razon la forma mas adecuada para determinar el peso molecular es por medio de una

cromatografia por exclusion de tamafios en HPLC.
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Figura 9 Estimacion del peso molecular de los péptidos obtenidos por adsorcion-desorcion en un gel de
electroforesis SDS-PAGE (12% poliacrilamida) Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2 Estandar de
alblmina; carril 3 muestra purificada por adsorcion-desorcion en células (ADC) en MRS vy carril 4 muestra
purificada por adsorcion-desorcion (ADC) en células con Oligomate 55.

Tabla 5 Peso molecular de los péptidos obtenidos por adsorcién-desorcién en células de la fermentacion en
Oligomate 55 y en MRS calculado mediante electroforesis.

Muestra RF logMw MW (KDa)
Oligomate 55 MRS

1 1 13 4.95 89.37

2 2 16 4.89 78.43

3 3 20 4.82 65.90

4 4 31 4.61 40.83

< 2 >



/4 **&'&(.-.

Caracterizacion de bacteriocinas producidas por Lactobacillus helveticus Q,\_

8.5 Determinaciéon del peso molecular por HPLC

Para poder conocer la fraccion en la cual se encontraba la actividad de la bacteriocina asi
para conocer el perfil peptidico de la bacteriocina parcialmente purificada y su peso
molecular se hizo una inyeccién de 20 pL de cada muestras de adsorcion desorcion en
MRS y de Oligomate 55 (Figura 10 y 11). Para determinar el peso exacto de la bacteriocina
se inyectd un estandar externo con pesos moleculares conocidos; en la figura 12 se muestra
el cromatograma del estandar, en la tabla 6 se muestran los pesos moleculares de cada una

de las fracciones obtenidas.
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Figura 10 Cromatograma de los péptidos obtenidos adsorcién-desorsion en células producidas en MRS.
A=215, 254 y 280 nm
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Figura 11 Cromatograma de los péptidos obtenidos adsorcidn-desorsion en células producidas en Oligomate
55. A=215,254y 280 nm
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Figura 12 Cromatograma del estandar de polipéptidos Blo-Rad con triosefosfato isomerasa de 26.625 kDa,

mioglobina de 16.95 kDa, a-lactoalbimina de 14.43 kDa, aprotinina de 6.512 kDa, cadena B de la insulina
oxidada de 3.496 kDa y bacitracina de 1.42 kDa (215, 254 y 280 nm).
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Tabla 6 Peso molecular de los péptidos purificados por adsorcion-desorcion en células de Oligomate 55 y
MRS mediante HPLC

Péptidos Tiempo PM
purificados (KDa)
de MRS
Pico 1 12.34 11.90
Pico 2 12.68 10.81
Pico 3 14.23 5.87
Péptidos
purificados
Oligomate 55
Pico 1 12.01 12.95
Pico 2 12.40 11.69
Pico 3 13.39 8.55

Por medio de HPLC se puede determinar el peso molecular, las particulas pequefias se
difunden mejor en los poros que las moléculas de mayor tamafio y por eso sus tiempos de
retencion son mas altos, en consecuencia las moléculas son eludias en orden inverso a su
peso molecular (Mine y Shahidi, 2006). Los pesos moleculares de las muestras evaluadas
se encuentran entre los 5 y 12 kDa a diferencia de los resultados con electroforesis. Debido
a los diferentes métodos y al tratamiento previo se puede decir que los resultados del peso
maés confiable es por HPLC. En base a estos resultados se puede decir que la bacteriocina
producida por esta cepa de L. helveticus es diferente a helveticina J, reportada por Joerger y
Klaenhammer, (1986) con un peso molecular aproximado de 37 kDa.

Vaughan et al. (1992) realizaron la purificacion de una bacteriocina aislada de L.
helveticus 1829 mediante una sonda de ADN especifica para el gen estructural de
helveticina J, compararon con el gen de su cepa y no encontraron concordancia entre

ambos, lo que indico que la helveticina VV-1829 no se relaciona con la helveticina J.

Por otro lado Bonadé et al. (2001) también realizaron la purificacién parcial de una
bacteriocina de L. helveticus G55 aislada de queso Granada y encontraron una bateriocina
con un peso molecular de 12.5 kDa, la cual es parecida en tamafio la bacteriocina que se
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estudio. Por otro lado Thompson et al., (2008) aislaron una bacteriocina de L. helveticus
CNRZ450 con un peso molecular de 17 kDa.

8.6 Evaluaciéon del modo de accion

Las bacteriocinas tienen diferentes modos de accion; bactericida, bacteriostatico o
bacteriolitico y principalmente muestran una inhibicion con aquellas bacterias que estan
relacionadas taxonomicamente. Las Figuras 13 y 14 muestran la inhibicion del
crecimiento de L. innocua ATCC33090 y Escherichia coli K12 frente a la los péptidos
purificados por adsorcion-desorcion, producido con Oligomate 55 y MRS. Se puede
observar que en el caso de la curva de crecimiento de L. innocua, después de la adicion de
los péptidos existe un descenso en la absorbancia, sin embargo no existe un descenso

aparente en la curva de crecimiento de Escherichia coli.

Se ha comprobado que las bacteriocinas tienen un efecto antibacteriano contra especies
filogéneticamente relacionadas, por ello las bacteriocinas de BAL tienen una mayor
actividad frente a bacterias Gram positivas (Cintas et al., 2001). Sin embargo no se puede
descartar por completo el efecto de la bacteriocina contra Escherichia coli, ya que el
método de evaluacién para la actividad de la bacteriocina fue por diferencias entre las
absorbancias y pueden existir células que no son viables pero si reflejan un valor en la
absorbancia. Para comprobar la actividad en Escherichia coli es necesario hacer un conteo

de bacterias viables sin embargo los resultados no fueron contundentes.

En cuanto a L. innocua se puede decir que la bacteriocina tiene un modo de accion
bacteriolitico, este modo de accion implica la lisis de la bacteria, y como consecuencia se
observo un decremento en la absorbancia. Todas las bacteriocinas caracterizadas contienen
un componente proteico esencial para su actividad biologica. Algunas son simples
proteinas, mientras que otras son moléculas complejas con componentes lipidicos o
carbohidratos (Medina et al, 1992). Jaramillo et al. (2010) establecieron que la membrana
bacteriana se permeabiliza mediante atraccion electrostatica entre los lipidos cargados

negativamente y la bacteriocina con una carga neta positiva, la cual conduce a la insercion
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de la bacteriocina en la bicapa lipidica, formando poros en la membrana. Las células

permeabilizadas permiten filtraciones de metabolitos fundamentales ademéas de iones,

provocando la eventual muerte de la bacteria.
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Figura 13 Curva de crecimiento de Listeria innocua en presencia y ausencia de la bacteriocina. La flecha
indica el momento en el cual la bacteriocina de los diferentes extractos, fue afiadida.
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indica el momento en el cual la bacteriocina de los diferentes extractos, fue afiadida.
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8.7 Evaluacion del efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de la
bacteriocina parcialmente purificada

Los parametros mas importantes que afectan a la estabilidad de una bacteriocina son la
temperatura y el pH. Diversos estudios sugieren los efectos individuales de pH y de la
temperatura en la estabilidad de las bacteriocinas, de este modo se decidio estudiar el efecto

de ambos factores.

Para determinar el efecto de la temperatura y del pH sobre la actividad de las bacteriocina
tanto en MRS como en Oligomate 55, se aplicé un disefio experimental estadistico. Los
rangos de temperatura y de pH probados fueron de 67.9 a 92.1°C y de 2.47 a 85
respectivamente, con un total de 12 experimentos (tabla 2). La aplicacién del disefio

experimental en ambas bacteriocinas dieron como resultado las siguientes ecuaciones:

a) Ecuacion para la bacteriocina purificada parcialmente de MRS

Inhibicion del crecimiento de L. innocua (%) = -37.0556+ 9.75845*pH -
0.883767*Temperatura - 0.534664*pH2 - 0.0832*pH*Temperatura +
0.00753015* Temperatura

b) Ecuacion para la bacteriocina purificada parcialmente en Oligomate 55

Inhibicion del crecimiento de L. innocua (%) = -24.9472 + 13.6364*pH +
0.0501404*Temperatura - 0.387046*pH? - 0.1256*pH*Temperatura +
0.00360825* Temperatura®

En la tabla 7 y 8 se observan los resultados del analisis de varianza (ANOVA) para el
disefio experimental de las bacteriocinas parcialmente purificada de MRS y Oligomate 55.
Se puede observar el efecto de los factores independientes (pH y temperatura) asi como la
interaccion de estos. La tabla ANOVA divide la variabilidad de la inhibicion del

crecimiento de L. innocua (%) en factores separados.
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Tabla 7. ANOVA para evaluar el efecto de la temperatura y el pH en la bacteriocina del extracto de
adsorcion-desorcion en MRS.

A:pH 334.373 1 |334.373 23.11 0.0030
B:Temperatura | 12.917 1 |12917 0.89 0.3812
AA 47.8734 1 |47.8734 3.31 0.1188
AB 17.3056 1 |17.3056 1.20 0.3161
BB 2.43097 1 |2.43097 0.17 0.6961
Error total 86.8185 6 | 14.4698

Total (corr.) 501.718 11

R% = 82.6958%
Error estandar del est. = 3.80391

Tabla 8. ANOVA para evaluar el efecto de la temperatura y el pH en la bacteriocina del extracto de
adsorcion-desorcién en Oligomate 55.

A:pH 19.3856 1 |19.3856 6.52 0.0433
B:Temperatura | 2.77954 1 | 2.77954 0.93 0.3710
AA 25.0875 1 |25.0875 8.43 0.0272
AB 39.4384 1 |39.4384 13.26 0.0108
BB 0.558168 1 |0.558168 0.19 0.6800
Error total 17.8457 6 | 297428

Total (corr.) 105.095 11

R* =83.0195%
Error estandar del est. = 1.72461

Los resultados indican que con el modelo empleado para la bacteriocina de MRS solo el
pH tiene un efecto significativo (P< 0.05). El coeficiente de correlacién ( R? ) es de
0.8260, lo que significa que el modelo explica el 82.6% de la variabilidad en la actividad

de la bacteriocina.
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En la bacteriocina de Oligomate 55 el factor pH también es significativo; sin embargo
también existe un efecto significativo de la interaccion del pH con la temperatura (P< 0.05).
En este modelo la correlacién es de 0.8301, lo que explica el 83.01% de la variabilidad en

la actividad de la bacteriocina.

La Figura 15 muestra el grafico de contornos de superficies de respuesta asi como la
superficie de respuesta, del efecto de la temperatura y el pH sobre la bacteriocina y su
inhibicion del crecimiento del microorganismo indicador, después de 15 min de
tratamiento. Se observd una inhibicion maxima a temperaturas de 70°C y 80 °C y a pH
entre 3 y 5. ElI aumento adicional de la temperatura y el valor de pH resulté en una
disminucion de la actividad bacteriocina. La figura 16 muestra la superficie de respuesta y
los contornos de la superficie de respuesta, sobre la inhibicion del crecimiento del
microorganismo indicador con la bacteriocina producida en Oligomate 55 bajo las
mismas condiciones de tratamiento. Se encontr6 una actividad maximaapHentre4y 8 ya
temperaturas de 70 a 78 °C. En este caso como el efecto de ambos factores (pH y

temperatura) es significativo.

Las diferencias entre los dos extractos parcialmente purificados pueden deberse al efecto de
la concentracion, ya que la concentracion de proteinas del extracto de Oligomate 55 fue de
11.09 mg/mL mientras que el extracto de MRS fue de 23.6 mg/mL. En futuras

investigaciones, el efecto de la concentracion también debe de ser evaluado.

Entre los estudios que se han realizado con bacteriocinas de L. helveticus, Vaughan et al.
(1992) encontraron que la helveticina 1829 fue labil al calor, inactivandose a 50 °C

durante 30 min, sin embargo se mantuvo estable a un intervalo de pH 2.5 a 6.5.
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Superficie de Rezpuesta E stimada

Figura 15 Contornos de la superficie y superficie de respuesta estimada para la bacteriocina purificada por adsorcion
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9 CONCLUSIONES

Se comprobo la produccion de bacteriocinas al realizar la fermentaciones de L. helveticus
usando un medio con Oligomate 55 asi como con un medio mas complejo (MRS) para el

crecimiento de lactobacilos (MRS).

Se realizaron purificaciones parciales de estos péptidos con caracteristicas de bacteriocina,
demostrando que el método de purificacion méas adecuado es por medio de adsorcion-
desorcion en células. Al extracto de estas purificaciones parciales con actividad se les
determiné el tamafio molecular, encontrando péptidos con pesos de entre 5kDa y 14 kDa
determinado por HPLC

Se determind que el modo de accion que presentan estas bacteriocinas producidas por L.

helveticus frente a L. innocua es bacteriolitico.

El extracto parcialmente purificado de la bacteriocina tiene una mayor actividad en un
rango de pH de 3 a 5 y a temperaturas de 70°C a 80°C ademéas de comprobar
estadisticamente que el pH es la variable que afecta la actividad de la bacteriocina

producida en Oligomate 55 como fuente de carbono, como en MRS.
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10 Perspectivas

e Es recomendable optimizar las condiciones de produccién de la bacteriocina para
obtener mejores actividades, asi como determinar cual es la fase de la produccion de
estos péptidos (fase exponencial media tardia o fase estacionaria)

o Realizar la determinacion de la fraccion peptidica con actividad inhibitoria

e Determinar el espectro de accidon en contra de otros microorganismos, tanto los
relacionados filogenéticamente asi como los que no lo son.

e Evaluar el efecto de la concentracion de la bacteriocina sobre su actividad
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