UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

“IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE PURIFICACION DE LA/S
BACTERIOCINA/S PRODUCIDAS POR Lactococcus lactis NATIVO”

por

Ilgnacio RODRIGUEZ BARRETO

TESIS DE GRADO presentada como uno de
los requisitos para obtener el titulo de
Doctor en Ciencias Veterinarias

Orientacion: Higiene, inspeccion, control y
tecnologia de los alimentos de origen
animal.

MODALIDAD: Ensayo Experimental

MONTEVIDEO
URUGUAY
2016



PAGINA DE APROBACION

Presidente de Mesa: i
Dra. Maria Bausero
Segundo Miembro (Tutor): ...
Dr. Aldo Calliari
Tercer Miembro:
Dra. Rosario de los Santos
Co-tUtores:
Dra. Silvana Carro
Dr. Alvaro Gonzalez
AULOr

Br. Ignacio Rodriguez

Fecha: 2 de Diciembre de 2016



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, agradecer a mi familia por la motivacion, la fuerza y el apoyo
en todo momento.

A Aldo, Silvana y Alvaro por su tiempo, dedicacién y paciencia.

A los comparfieros del Dpto. de Ciencia y Tecnologia de la Leche, por la
colaboracién, ensefianza y compaferismo.

Al IIBCE por la disposicion de los equipos.
A CSIC, por la financiacién del proyecto.
A Rosi por su apoyo y compafierismo infinito.

Finalmente, quiero agradecer a mis amigos, amigas que siempre estan y a los
compairieros de Facultad, por los momentos vividos en estos afos.



TABLA DE CONTENIDO

PAGINA DE APROBACION ......ocuiitiieiiitiieie sttt 2
AGRADECIMIENTOS ..o e e e e e e e e e e 3
LISTADE TABLAS Y FIGURAS ....oooii et 7
RESUMEN ...t e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e aaaa e e aeees 8
SUMM ARY et e e aas 9
INTRODUGCCION ..ottt sttt sttt 10
Bacterias acido [ACHICAS .........cccooeeviiiie e 10
Actividad Antimicrobiana de las BAL: Bioconservacion .........ccccovvveeeeeeeeicccnvnveeeennnn. 10
Bacteriocinas: definicion, estructura y clasificacion .............cccccvvvveeeiieennnnn. 11
Clase | 0 1antibiGtiCOS: ......uviiieiee e e e e e e e e e e e e eans 12

(01 =1 SN | PR PUPRRRN 12

(01 =1 SN 1 | PR PUPURN 13
Bacteriocinas del género LactOCOCCUS SPP....cveeeeeirririiuiiiiiieeeeeeeeeeirinnee e 13
Mecanismo de accion de las bacteriocinas.............o.oevvveeiieieeeeeeeeiiicee e, 14
Espectro antimicrobiano de las bacteriocinas..............ccceeeevieeeeieveiicieie e, 15
Diferencias entre bacteriocinas y antibiotiCoS..............cceeeeeeeeiiiiiiiiiicie e, 16
Aplicaciones de BacCterioCiNAS ...........cccevviiiiiiiiiiei e 16
Aplicacidn en productos IACtEOS .....cocueeeiiiiiiiee e 17
Biosintesis y produccion 6ptima de bacteriocinas ..............occceevvvviiiiiiinneeenn. 18
Propiedades de las bacterioCinas..............uueeiiiiiiciiiiee e 19
TOleranCia @l CalOr ... e 19
Sensibilidad @l PH cooeee e e e e e e 19
Sensibilidad a la actividad enzimatica......ccccoccveeiieiiiie i 20
Otras consideraciones relacionadas a su estabilidad. .........cccccceeeiviiieeiencieee e, 20
Purificacion de bacterioCIiNAaS ..........ccouuuiiieiiiiiie e 20
OBJETIVO GENERAL ...t e e eeanns 23
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 23
MATERIALES Y METODOS.... .ottt e e e e eeeeeee e, 24
EQUIPOS Y MALEIIAIES ... .ccevviiiieeee e 24



Cepas bacterianas, medios de cultivo, condiciones de crecimiento y

MANTENIMIEINTO ..t e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeaannneeeeeeeeeeenes 24
Obtencion del Sobrenadante del CUltIVO ... 24

Preparacion del Pre-inOculo...... ..ot 24

(0] o] =Yg Yol o oo [T I K@i ol { Ve [ RPN 25
Determinacion de la actividad antimicrobiana............ccccoeeeeeeee, 25
Caracterizacion del SLC con enzimas y calor.........cccooveveevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeens 26
Optimizacion del cultivo de L. [actiS NatiVO ...........cooviiiiiiiiiiiieeiiiiieeeeeen 26

Aumento de biomasa y desadsorcion de la bacteriocina a la célula productora... 26

Purificacion parcial del SLC ........ccoii i 28
Precipitacion con sulfato de amonio........ccueeeecciiiieccciie e 28
Cromatografia de intercambio catidniCo .......ccccvvieeeeeiii e 29
Determinacidn de la concentracion de proteina soluble..........ccceeveviiiiiiiiiienens 30

Evaluacion de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de

(o0 0 1511 V7= Uox o1 o P 31
Temperatura y HofilizaCion.........eevivciieii e 31
Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH............... 31
RESULTADOS. ... .ttt ettt e e et e e e e e e e e e s e e e e e e e e e s annnnrnees 32
Produccion del cultivo y determinacién de la actividad antimicrobiana del SLC
...................................................................................................................... 32
Caracterizacidon del SLC con enzimas ¥ Calor.....ccccuveeeeeeeeieeiiiiieeeeeeeeeeeecirreeeee e e eeans 32
Optimizacion del cultivo de L. [actis NatiVO ...........cooviiiiiiiiiieiieeeeiiiiiieeeeen 32

Aumento de biomasa y desadsorcidn de la bacteriocina a la célula productora... 32

Purificacion parcial del SLC ........ccooi i 33
Precipitacion con sulfato de amonio..........ccceeeeeeeeccciiiiieee e 33
Cromatografia de intercambio catidniCco .......ccccuvviieeeeiii e, 34
Determinacién de la concentracion de proteina soluble..........ccccveeveeiiiiiciiinnnnn.n. 35

Evaluacion de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de

(o0 g 11T V7= Tox o o PP 35
Temperatura y liofilizacion ... 35
Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH............... 37
DISCUSION ...ttt sttt et nene e 38



Produccion del cultivo y determinacién de la actividad antimicrobiana del SLC

...................................................................................................................... 38
Caracterizacion del SLC con enzimas y calor.........cccoovvveeviiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeen, 38
Optimizacion del cultivo de L. [actiS NatiVO ..........ccooviiiiiiiiiiiieeeeiiieeeeeen 40

Aumento de biomasa y desadsorcidn de la bacteriocina a la célula productora... 40
Precipitacion con sulfato de amonio........ccueeeieciiei et 41
Cromatografia de intercambio cationiCo ......cuvvveviiiiiieecee e, 41

Evaluacion de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de

(o10] 0 11=] A V7= (e (o] RO TPR PR 43
Temperatura y HofilizaCion.........ooeociieie i e 43
Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH............... 44
CONCLUSIONES. ... e e 45
BIBLIOGRAFIA ..o e ettt e e 46



LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

Cuadro |: Tratamiento de desadsorcion de bacteriocinas segun técnica de
1= 1 1= 5 27

Cuadro II: Resultado de la actividad antimicrobiana presente en el SLC tratado
térmicamente y con enzimas. Comparacion con nisina comercial utilizada como
CONEIO . . s 32

Cuadro lll: Resultados de ensayo de actividad antimicrobiana luego del
aumento de biomasa y desadsorcion de la bacteriocina a la célula productora
EN € CUIIVO. ... 33

Cuadro IV: Actividad antimicrobiana presente en el pellet y sobrenadante
durante la precipitacién con diferentes rangos de saturacion de sulfato de
=010} 0o 34

Cuadro V: Concentracion de proteinas y actividad antimicrobiana del proceso
de purificacion del SLC, Pellet y fracciones cromatograficas con actividad
antibacteriana....... ... . 3D

Cuadro VI: Resultado del ensayo de conservacion de la actividad
antimicrobiana del SLC almacenado en refrigeracién (4°C) o congelacion (-

Cuadro VII: Resultado del ensayo de conservacion de la actividad
antimicrobiana del SLC liofilizado almacenado en congelacion (-

Cuadro VIII: Resultado del ensayo de conservacion de la actividad
antimicrobiana del pellet (SLC concentrado) almacenado en refrigeracion (4°C)

0 CONQEIACION (-18°C). .. i 37
Cuadro IX: Presencia/ausencia de actividad antimicrobiana en el precipitado de
proteinas obtenidos del SLC al resuspender en buffer a diferentes pH........... 37
Figura 1: Principal mecanismo de accion de las bacteriocina....................... 15

Figura 2: Sonicador de punta utilizado para los ensayos de desadsorcion de
bacteriocinas a la célula productora. ..o 28

Figura 3: Precipitacion con sulfato de amonio..............ccoocviiiiiiiiiiineenns. 29

Figura 4: Curva de crecimiento, produccion de bacteriocina/s y actividad
acidificante de L. lactis nativo en caldo MRS. ..ot 34



RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representado por varios géneros con caracteristicas morfologicas
heterogéneas, cuyo rasgo comun es la propiedad de producir acido lactico
como unico o principal producto final de fermentacion. Estos microorganismos
forman parte de la microbiota natural de la leche y son utilizados en la industria
alimentaria, no solo por su habilidad para acidificar y preservar los alimentos,
sino también por su implicancia en la textura, sabor, y desarrollo de aromas en
productos fermentados. Ademas, pueden presentar actividad antimicrobiana
que se atribuye principalmente a la produccion de diferentes sustancias, entre
las cuales se encuentran péptidos de sintesis ribosomal denominados
bacteriocinas. El espectro de accion de algunas bacteriocinas producidas por
BAL es amplio e incluye microorganismos alterantes y/o patégenos de los
alimentos como, por ejemplo, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
y Clostridium botulinum entre otros. La capacidad antimicrobiana de las BAL,
sumado a su status de “seguras” para el consumo hace que estas bacterias
posean un gran potencial para su uso en biopreservacion. Por otra parte, para
la identificacion de bacteriocinas es necesario llegar a su purificacion y dado
que son sustancias con caracteristicas estructurales y propiedades quimicas
diferentes, no es posible generalizar un método Unico, debiendo adecuar el
proceso para cada bacteriocina en particular. El objetivo del presente trabajo
fue implementar una técnica de purificacién de la/s bacteriocina/s producidas
por una cepa de BAL nativa, Lactococcus lactis GU967439, con el propdsito de
identificar dicha/s sustancia/s. Para cumplir con el objetivo, en primer lugar, los
cultivos de esta BAL fueron optimizados, de manera de obtener el mayor titulo
posible de bacteriocinas para los pasos posteriores de concentracion y
purificacion. Fue planteado una secuencia metodologica de tres pasos:
precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico y
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). A su vez, se evaluaron en el
sobrenadante crudo y concentrado, diferentes métodos de conservacion
(refrigeracion, congelacion vy liofilizacion). Los resultados del crecimiento de la
BAL en medio de cultivo mostraron actividad antimicrobiana baja (320 UA/mL),
atribuyendo dicho valor a fenébmenos de adsorcion de la bacteriocina a la pared
celular. Mediante ensayos de desadsorcién (sonicacion y tratamiento con
detergentes) se logré optimizar el cultivo a una produccion de 1280 UA/mL.
Durante la concentracion de la bacteriocina se definié un 40% de saturacion de
sulfato de amonio como el adecuado para los siguientes pasos de purificacién
(mayor actividad antimicrobiana). La cromatografia de intercambio i6nico
mostré dos picos de absorbancia, el primero al inicio del gradiente, el cual
presentd actividad antimicrobiana, lo que indicaria la elucién de la bacteriocina
y que ésta no es retenida o es retenida débilmente en la columna. El dltimo
paso de purificacion (RP-HPLC), se vio dificultado debido a la pérdida de
estabilidad de la bacteriocina. Los ensayos de conservacion de la actividad
antimicrobiana mostraron la pérdida de la misma a lo largo del tiempo,
independientemente de la forma en que se la conserve, aunque con diferentes
cinéticas.



SUMMARY

Lactic acid bacteria (LAB) is a group of microorganisms represented by various
genres sharing heterogenous morphological characteristics, which common
feature is the production of lactic acid as a unique or main product of
fermentation. Those microorganisms are part of the natural microbiota present
in milk and play an important role in fermentation processes. They are widely
used in the food industry, not only for its ability to acidify and preserve food but
also due to their capacity to confer texture, taste, odor and flavor to fermented
products. In addition, LAB often shows antimicrobial activity that is mainly
attributed to the production of different substances, including peptides of
ribosomal synthesis called "bacteriocins”. The antimicrobial spectrum of some
bacteriocins produced by LAB is broad and includes food-spoilage
microorganisms and/or pathogens such as Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus and Clostridium botulinum, among others. The
aforementioned antimicrobial activity, together with the fact that LAB are
regarded as “safe” microorganism, make them candidates to be used as
bioprotectors. In order to identify a bacteriocin it is necessary to purify it first.
There are several purification procedures already available for specific groups
of antimicrobial peptides. However, since we did not know the identity of the
peptide we are dealing with, we needed to develop a specific protocol for its
purification. Thus, the aim of this study was to implement a purification method
for bacteriocins produced by Lactococcus lactis GU967439, a native LAB strain.
To accomplish this purpose for this, we first, optimized this BAL cultures and so
we obtained the highest possible bacteriocins titers for the following
concentration and purification steps. We propose a three-step methodological
sequence: precipitation with ammonium sulphate; ion exchange
chromatography and reverse phase high performance liguid chromatography
(RP-HPLC). Moreover, different methods of preservation of bacteriocin activity
were evaluated in the crude and concentrated supernatant (refrigeration,
freezing and lyophilization). The antimicrobial activity measured in culture media
was moderate to low (320 UA/mL), probably due to the bacteriocin adsorption to
the celll wall. In fact, the desorption procedures (sonication or detergent
extraction) increased the activity to 1280 UA/mL. In an attempt to concentrate
the bacteriocin, we found that a 40% of ammonium sulphate concentration,
precipitated most of the bacteriocin present in the culture medium. The protein
eluted after the ion exchange chromatography showed two main peaks, being
the first the first at the beginning of the gradient, showing antimicrobial activity,
which would indicate elution of the bacteriocin, and little or weak retention in the
column. Further purification of the bacteriocins produced by this microorganism
was hampered due to their loss of stability along the purification processes and
so, the last step of purification (Reverse Phase Chromatography) could not be
carried out. Sensitivity to proteolytic enzymes suggests that our bacteriocin is a
peptide different from nisin. Conservation tests of bacteriocin activity showed
that over time, it loses its activity regardless of the method used to store it
(refrigerated, frozen or lyophilized), although with different kinetics.



INTRODUCCION

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representados por varios géneros con caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas
y metabdlicas en comudn. En general las BAL son cocos o bacilos Gram
positivos, no esporulados, no moviles, anaerdbicos/microaerofilicos o
aerotolerantes, oxidasa y catalasa negativas, producen &cido lactico como
anico o principal producto de la fermentacién de carbohidratos (Carr y col.,
2002; Vazquez y col., 2009). Desde el punto de vista practico y tecnoldgico
son considerados los siguientes géneros: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy Weissella
(Waters y col., 2015). Las BAL se localizan frecuentemente en hbitat ricos en
nutrientes, caracterizados por la presencia de carbohidratos solubles y
productos de la degradacion de proteinas, vitaminas y en presencia de bajas
tensiones de oxigeno. La leche y los productos lacteos son el medio tipico y
satisfactorio para la proliferacion de las BAL (Vazquez y col., 2009), se las
puede encontrar, ademas en productos carnicos y vegetales fermentados,
frutas y hortalizas frescas, ensilados, pescado y derivados de la pesca (Stiles,
1996; Cintas y col., 2000). Ademas, algunas bacterias lacticas son habitantes
comunes del tracto gastrointestinal y mucosas del hombre y animales, del
estiércol y de aguas residuales urbanas e industriales (Cintas y col., 2000).

Este grupo representa un papel importante en los procesos de fermentacion;
son muy utilizadas en la industria alimentaria, no sélo por su habilidad para
acidificar y preservar los alimentos, sino también su implicancia en la textura,
sabor y desarrollo de aromas en productos fermentados (Parras, 2010). Asi es
que, estos microorganismos son generalmente utilizados como cultivos
iniciadores en la elaboracion y conservacion de productos lacteos tales como
leche acidificada, yogur, quesos, mantecas y cremas (Garcia y col., 1998; Carr
y col., 2002).

Actividad Antimicrobiana de las BAL: Bioconservacion

El principal factor en el que se basa la actividad antimicrobiana de las BAL es la
produccion de acidos organicos (fundamentalmente acido lactico), derivada de
la fermentacion de carbohidratos presentes en alimentos y la consecuente
disminucion del pH, a lo que se suma, ademas, la competencia por nutrientes
presentes en el sustrato. Estas bacterias pueden tener también la capacidad de
producir otras sustancias inhibitorias tales como: peréxido de hidrogeno (H202),
diacetilo, metabolitos de oxigeno y bacteriocinas (Rodriguez y col., 2000; Carro
y col., 2005).
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El uso de las BAL y de sus productos metabolicos son considerados por la FDA
(Food and Drug Administration) con el status de seguros o GRAS (Generally
Recognized as Safe). Estas pueden ser empleadas por la industria alimenticia
para evitar la contaminacion de alimentos con microorganismos potencialmente
patdogenos para el hombre sin modificar las propiedades del alimento
(Cleveland y col., 2001). La inhibicién de patdégenos transmitidos por alimentos
mediante el uso de bacterias acido lacticas es una de las formas de
bioconservacion (Riley, 2005). La “bioconservacion” se define como la
prolongacion de la vida util contribuyendo a la inocuidad de los alimentos
mediante la microbiota natural o sus metabolitos (Holzapfel y col., 1995; Favaro
y col., 2015). En este sentido, muchos investigadores consideran que las BAL
son candidatas idoneas para formar parte de cultivos bioprotectores e incluso
algunos han llegado a definir la bioconservaciéon como el empleo de BAL, sus
productos metabdlicos o ambos para mejorar la calidad de los alimentos
(Cintas y col., 1997; Casaus y col., 1998; Rodriguez y col., 2005).

Bacteriocinas: definicion, estructura y clasificacion

Las bacteriocinas son péptidos de sintesis ribosomal y con actividad
antimicrobiana, sintetizadas durante la fase exponencial de crecimiento (Cotter
y col., 2005). Las bacteriocinas de las BAL son un grupo heterogéneo
constituido mayoritariamente por péptidos de pequefio tamafio entre 30 y 40
aminoacidos, generalmente catiénicos o anfipaticos y derivados de propéptidos
con un extremo N-terminal cargado negativamente (Arqués, 2003; Joerger,
2003; Papagianni, 2003; Motta y col., 2008; Garcia y col., 2010). Tienen un
efecto bacteriocida o bacteriostatico en otras bacterias ya sea de la misma
especie (espectro estrecho) o de otros géneros (espectro amplio) (Balciunas y
col., 2013).

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo
a sus caracteristicas bioquimicas y genéticas (Klaenhammer., 1993; Nes,
1996). El conocimiento de su accidn bactericida, estructura especial, peso
molecular y secuencia de aminoacidos le permiti6 a Klaenhammer (1993)
clasificar a las bacteriocinas en cuatro clases denominadas |, Il, 1l y IV
internacionalmente aceptada. La clase | (lantibidticos), representada por la
nisina, retne a los péptidos de bajo peso molecular (<5 kDa) termoestables
caracterizado por la presencia de lantionina y derivados. La clase Il se
compone de pequefios péptidos termoestables (<10 kDa) dividido en tres
subclases: lla (pediocina y enterocina), llb (lactocina G) y lic (lactocina B). La
clase Il esta representada por péptidos de alto peso molecular (> 30 kDa)
termolabiles tales como la helveticin J, mientras que en la clase IV podemos
encontrar grandes péptidos acomplejados con carbohidratos o lipidos.

Por otra parte, Cotter y col. (2005), sugiri6 una nueva clasificacion, donde las
bacteriocinas se dividen en dos grupos: Clase | y Il. Los lantibioticos
corresponden a la Clase | y las que no contienen lantionina pertenecen a la
Clase Il. Estos autores proponen, ademas, que los péptidos de alto peso
molecular termolabiles (Clase 1l de Klaenhammer), constituyan un grupo
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separado denominandolas “bacteriolisinas”, mientras que la Clase IV proponen
eliminarla.

Por ultimo, Drider, (2006) y col. proponen tres clases de acuerdo a sus
caracteristicas genéticas y bioquimicas. Dicha clasificacién es aceptada por
Balciunas y col., (2013) y se utiliza con frecuencia. Esta clasificacion se
desarrolla a continuacion.

Clase | o lantibi6ticos:

Poseen entre 19 y 38 residuos de aminoacidos, son termoestables. Se
caracteriza por la presencia de latntionina, un aminoacido modificado 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 y col., 1968). La bacteriocina mas representativa de esta
clase es la nisina, se compone de 34 residuos de aminoacidos (Mulders y col.,
1991).

Clase Il:

Esta clase estd compuesta por pequefios péptidos termoestables (<10kDa) con
estructura anfifilica helicoidal que permite su insercion en la membrana
citoplasmatica de la célula blanco, promoviendo asi la despolarizacién de la
membrana y la muerte celular. Se proponen tres subdivisiones de esta clase,
de acuerdo con Drider y col.,2006 citado por Balciunas y col., 2013).

La subclase lla esta 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 (Fimland y col.,
2005). Las bacteriocinas de esta clase penetran en la membrana celular del
microorganismo diana y promueven la formacién de poros con la consiguiente
disipacion de la fuerza motriz de protones (Kaiser, 1996). Pediocina PA-1, se
compone de 44 residuos de aminodcidos, es la Unica bacteriocina que
pertenece a la subclase lla que se sintetiza no sélo por diferentes especies,
sino también por los diferentes géneros de LAB (Bhunia, 1987).

La subclase llb incluye bacteriocinas heterodiméricas por ejemplo bacteriocinas
gue requieren la actividad combinada de dos péptidos. Normalmente los genes
estan ubicados en el mismo operén y se expresan simultineamente, éstos
muestran un importante efecto sinérgico (Balciunas y col., 2013). Su
mecanismo de accién implica también la disipacion del potencial de membrana
y una disminuciéon en la concentracion de ATP intracelular. Estos péptidos
tienen actividad muy baja cuando se emplean de forma individual (Garneau,
2002).

Subclase llc. Las bacteriocinas que pertenecen a esta subclase tienen un
enlace covalente entre C y N terminales, lo que resulta en una estructura ciclica
(Kawai y col., 2004). La enterocina AS-48, circularina A y reutericina 6 son
representantes de esta subclase.
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Clase llI:

Esta clase reune grandes bacteriocinas termolabiles (>30 kDa) que tiene
actividad y estructura proteica compleja. Su mecanismo de accion es diferente
de las otras bacteriocinas, se basa en promover la lisis de la pared celular del
microorganismo diana. Su porcion 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 y col., 2002).

Bacteriocinas del género Lactococcus spp.

Diferentes cepas de Lactococcus lactis (L. lactis) se encuentran formando parte
de la mayoria de los cultivos iniciadores comerciales de BAL utilizados en la
industria lactea para la elaboracion de queso y otros productos fermentados.
Se han identificado y caracterizado varias cepas de Lactococcus lactis aisladas
de distintas fuentes y que producen diferentes bacteriocinas (Ayad, 2009). Asi,
la Nisina, fue la primera bacteriocina aislada producida por Lactococcus lactis
subesp. lactis. Fue descubierta en 1928 luego de observarse que, durante la
maduracion de quesos, determinadas cepas de Lactococcus lactis inhibian el
crecimiento de bacterias patégenas y que ésta ademas no era perjudicial para
la salud (Suarez, 1997). Al momento han sido identificadas cinco variantes
naturales de nisina (A, Z, Q, Uy F). Otros péptidos antimicrobianos producidos
por L. lactis incluyen a la Lacticina 481, Lacticina 3147, Lactococcinas MMFII, A
(Diplococcina), B, G, M, Q y 972 (Venema y col., 1995; Rodriguez y col., 2000;
De Vuyst y col., 2007; Oppegard y col., 2007; Trmcic y col., 2008; Alegria y col.,
2010).

Desde 1951 la nisina juega un papel importante en la conservacion de los
alimentos. En 1968 una comisién conjunta de la FAO/WHO acept6 su empleo
como conservante alimentario, indicando que la dosis aceptable podria ser
superior a los 0,125 mg/Kg (FAO/WHO, 1969). En 1983 se afadi6 a la lista
positiva de aditivos del CEE (Consejo de la Unién Europea) con el numero
E234 y en 1988 la FDA le confirié el status de sustancia GRAS para su empleo
en la elaboracion de quesos fundidos pasteurizados, dado que no es toxica y
se degrada por enzimas digestivas (Martinez, 1996). Ademas, no brinda sabor
ni color (De Arauz y col., 2008). Tiene un amplio espectro antimicrobiano,
siendo activo contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus y otros patogenos (Rilla y col., 2004).

Actualmente se emplea en mas de 50 paises, aunque con distintos criterios en
cuanto a los limites maximos de utilizacion permitidos y de alimentos donde se
puede emplear. Es la Unica bacteriocina incluida en la lista positiva de aditivos
alimentarios, Codex Alimentarius, en su norma estandar para quesos. Se
admite a una concentracién de 12,5 mg/Kg (Codex Stan 283 — 1978) (Sierra,
2012), la que también es aceptada en Uruguay para quesos, segun el
Reglamento Bromatologico Nacional (MSP, 1994).
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Mecanismo de accion de las bacteriocinas

Su mecanismo de accién puede variar e incluye: la formacion de poros en la
membrana, la degradacion del ADN celular, la inhibicién de la sintesis de
proteinas a través de la escision especifica del ARNr 16s y la inhibicién de la
sintesis de peptidoglicano (Heu y col., 2001).

Las bacteriocinas de bacterias Gram positivas poseen caracteristicas
esenciales para llevar a cabo su actividad antimicrobiana, independientemente
del blanco celular. Estas incluyen una carga neta positiva, que favorece su
interaccion con la carga negativa de los lipopolisacaridos de la membrana de
las bacterias Gram negativas, o con los acidos teicoicos y lipoteicoicos de la
pared de las bacterias Gram positivas; la hidrofobicidad es una caracteristica
requerida para la insercion de la bacteriocina en la membrana celular y la
flexibilidad que le permite a la bacteriocina realizar un cambio conformacional
de un estado soluble a uno de interaccion con la membrana. Estas
caracteristicas varian de molécula a molécula, no obstante, todas son
importantes para la actividad antimicrobiana (L6pez y col., 2008).

La formacion de poros en la membrana citoplasmica de células sensibles es un
mecanismo de accidon comun, presentado por las bacteriocinas producidas por
bacterias lacticas (Gonzéalez y col., 2003). En este proceso las bacteriocinas
actian destruyendo la integridad de la membrana citoplasméatica del
microorganismo sensible a través de la formacién de poros, lo que provoca la
salida de compuestos pequefos, pérdida de iones K, ATP o la alteracion del
gradiente electroquimico de protones. La pérdida de estas sustancias origina a
su vez una pérdida del potencial de membrana, consumo de las reservas
energéticas celulares, descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas
originando finalmente la inhibicion o muerte celular (Vazquez y col., 2009).

En la Figura 1 se observa un modelo que muestra el mecanismo de accién mas
comun de las bacteriocinas, el cual consta de 3 etapas bien marcadas. En la
etapa 1 las mismas poseen una carga neta positiva que incrementa su
interaccidon con las cargas negativas de los componentes de la pared celular.
Posteriormente en la etapa 2, la bacteriocina se une al lipido Il, principal
transportador de las subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared
celular interfiriendo con su sintesis. Finalmente, en la etapa 3, varias moléculas
de la bacteriocina utilizan al lipido Il para anclarse e insertarse en la membrana
celular y comenzar con la formacion de los poros, lo que lleva a la bacteria a
una rapida muerte. Un ejemplo claro del uso de este mecanismo de accién es
la nisina.
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Figura 1. Principal mecanismo de accion de las bacteriocinas. Fuente: (Lépez y
col., 2008). Etapa 1 interaccion entre carga (+) de la bacteriocinay carga (-) de la
pared bacteriana, Etapa 2 union al lipido Il y Etapa 3 formaciéon de poros en la
membrana bacteriana.

5

Espectro antimicrobiano de las bacteriocinas

Normalmente actdan contra microorganismos no deseados 0 patdgenos,
estrechamente relacionados o responsables del deterioro y causantes de
enfermedades. Por esta razén, se utilizan en varias aplicaciones, entre las que
se encuentran la biopreservacion, la extension de la vida util, la accién
antimicrobiana clinica y el control de la fermentacién de la microbiota
(Balciunas y col., 2013). La susceptibilidad de las bacterias Gram negativas es
mucho mas limitada y hasta hace poco no se conocian bacteriocinas
producidas por bacterias lacticas activas naturalmente frente a Gram negativas
(Vazquez y col., 2009), pero recientemente se han encontrado algunas cepas
como L. curvatus y L. casei que inhiben el crecimiento de cepas patdgenas de
E. coli y Salmonella enterica sin necesidad de tratamiento previo (Rodriguez y
col., 2006). Existen numerosas bacteriocinas producidas por otras familias de
bacterias con un amplio limite de accion, inhibiendo el crecimiento de especies
de bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos patdgenos de humanos y
virus. Incluso pueden tener actividad contra diversas células eucariotas, tales
como eritrocitos humanos y bovinos (Lépez y col., 2008).
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Diferencias entre bacteriocinas y antibioéticos

Desde hace varios afios en paises de Europa y en Estados Unidos esta
prohibida la produccién de alimentos que contengan antibiéticos debido a que
puede generarse en el consumidor final resistencia por parte de los
microorganismos a esos antibioticos dejandolo propenso a enfermedades
bacterianas. Adicionalmente, la utilizacion de antibioticos destruye no solo las
bacterias patdgenas sino también las bacterias que forman parte de la
microbiota normal que intervienen en el proceso de digestion de los alimentos y
protegen al organismo contra infecciones futuras. Por estas razones, es
necesario encontrar sustancias que cumplan con la funcién antibiética pero que
no afecten las funciones regulares del organismo (Castrillon y col., 2010).

Debido a la naturaleza peptidica de las bacteriocinas estas son degradadas por
enzimas digestivas, resultando asi presuntivamente inocuas para el
consumidor y su microbiota intestinal (Diaz, 2011). Las bacteriocinas y los
antibioticos se diferencian en al menos dos caracteristicas: las bacteriocinas
son péptidos (metabolito primario), producidos por reacciones anabdlicas y
catabdlicas necesarias para el crecimiento y mantenimiento de la célula (Ward,
1991), mientras que los antibiéticos son metabolitos secundarios, éstos son el
producto de un metabolismo especifico y cumplen asi una funcién determinada
y el espectro de inhibiciobn de las bacteriocinas es relativamente estrecho ya
que usualmente son activas contra microorganismos cercanos al
microorganismo que las produce (Riley y col., 2005; Rodriguez y col., 2002).

Sin embargo, para el empleo de bacteriocinas en los alimentos, éstas deberan
cumplir con ciertos requisitos tales como no afectar las caracteristicas
sensoriales propias del producto, ser efectivas en bajas concentraciones y no
ser toxicas para el consumidor (Medina y col., 1992).

Aplicaciones de Bacteriocinas

El empleo de bacteriocinas como una alternativa natural para la preservacion
de los alimentos ha despertado interés en productos cuyos mercados les
presentan exigencias estrictas de calidad microbiana (Concha y col., 1999). No
sélo interesa una reducida carga microbiana, sino la ausencia de patégenos de
importancia sanitaria que constituyen un riesgo para los consumidores.
Ademas, las bacteriocinas presentar ciertas ventajas, sus propiedades
fisicoquimicas las hacen resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de
pH que sufren los alimentos durante su fabricacion y almacenamiento y su
pequefio tamafio permite la difusion en sistemas semisdlidos, propios de la
mayoria de los productos alimentarios (Martinez, 1996).

El uso de bacteriocinas en el control de patdégenos es de especial interés en
productos frescos o minimamente procesados, donde Listeria monocytogenes
y Clostridium botulinum representan el principal peligro en este tipo de
productos. Esto se debe a que estos microorganismos tienen la capacidad de
crecer a temperaturas de refrigeracion y/o formar esporas resistentes a
procesos térmicos moderados, pudiendo luego germinar y desarrollarse con la
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consiguiente produccion de toxina cuando no se alcanza la temperatura de
coccion, temperaturas menores de 85°C (Schneider, 2007).

Se han considerado tres métodos para la aplicacion de bacteriocinas en la
preservacion de alimentos (Alquicira, 2006; Castro, 2009):

a) la inoculacion de alimentos con cultivos iniciadores o protectores que
producen bacteriocinas en el producto.

b) la adicién de bacteriocinas purificadas o semipurificadas como preservativo
alimenticio

c) el uso de un producto previamente fermentado con un cultivo productor de
bacteriocina, como ingrediente dentro del procesamiento de un alimento

En cualquier caso, para que las bacteriocinas resulten una eficaz barrera
requieren de una tecnologia adicional, en la cual actuarian otros tratamientos
de conservacion clasicos (pasteurizacién, pH, preservantes) o el empleo de
nuevas tecnologias (atmésfera modificada, envasado, altas presiones), cuyos
sistemas en conjunto inducirian una accion letal sobre la/s bacteria/s que se
pretenda/n inhibir (Martin, 2002).

Aplicacion en productos lacteos

La aplicacion de BAL como biopreservantes en productos lacteos fermentados
data desde hace mucho tiempo, particularmente en referencia a elaboracién de
quesos (Delves, 2006). Como se ha mencionado anteriormente la nisina es la
mas estudiada de las bacteriocinas, siendo comercialmente la de mayor
importancia. ElI producto desarrollado en el 2003, por Danisco Dinamarca,
Nisaplin™ ha sido considerado como la presentacion comercial mas disponible
de nisina para la conservacion de alimentos. Este producto contiene 2,5% de
nisina como ingrediente activo, 77,5% de NaCl, y leche en polvo descremada
(comprende 12% de proteina y 6% de hidratos de carbono).

En la produccion de quesos, la nisina, es capaz de inhibir el crecimiento de
Clostridium tyrobutyricum y CI. butyricum previniendo el desarrollo de gas y por
lo tanto el fendmeno denominado “hinchazoén tardia”, siendo una alternativa
para la industria alimentaria a la aplicaciébn de nitrato, la que atiende la
tendencia de la industria y los consumidores a evitar este Ultimo conservante.
Algunos ejemplos en los cuales se ha implementado el uso especificamente de
nisina, son en quesos Gouda y Emmenthal, evitando asi el problema de
“hinchazén tardia”. El uso de nisina permite ademas que estos productos
puedan ser formulados con altos niveles de humedad y bajos contenidos de
NaCl y fosfato, y también permite el almacenamiento en cabinas sin
refrigeracion y sin riesgo de deterioro. La concentracion utilizada depende de la
composicion del alimento, probablemente de la carga de esporas, vida Uutil
requerida y la temperatura de almacenamiento (O'keeffe, 1999). Uno de los
problemas frecuentes que se presentan al usar bacteriocinas de amplio
espectro tales como nisina en productos fermentados es que los
microorganismos iniciadores probablemente seran inhibidos al igual que los
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microorganismos de deterioro y patdgenos (Ross, 1999). En el yogurt se da
una inhibicidbn del cultivo iniciador Lactobacillus delbrieckii bulgaricus y
Streptococcus thermophilus por la nisina por lo que se comprueba que no
cualquier bacteriocina puede ser aplicada como preservante en alimentos.

En particular, las BAL productoras de nisina presentan baja velocidad de
acidificacion y limitada actividad proteolitica, sumado a que pueden ser mas
sensibles a bacteriéfagos (virus que atacan a estas bacterias conduciendo en
general a su lisis); todo lo cual debe ser considerado en los procesos de
elaboracion queseros (O’Sullivan, y col. 2003). Estos aspectos deben ser
evaluados al momento de aplicarse como cultivos starter o adjuntos en los
procesos tecnolégicos. No obstante, Schillinger y col., (1996) reportaron mayor
vida util en quesos fundidos producidos a partir de quesos Cheddar elaborados
con Lactococcus productor de nisina. Ademas, la nisina tiene efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes en diferentes tipos de quesos
(Gorgonzola, Muzzarella, Taleggio) (Giraffa, 1995).

Por lo anterior, cultivos starter con multiples cepas BAL productoras de nisina,
combinados con cultivos nisin-resistentes y de acidificacion méas rapida han
sido propuestos (O’Sullivan, y col. 2003). De esta forma, han sido aplicados
cultivos combinados en quesos Cheddar y Gouda, verificando el control entre
otros de Listeria monocytogenes, Clostridium sporogenes y Staphylococcus
aureus.

Biosintesis y produccion 6ptima de bacteriocinas

Las bacteriocinas se sintetizan generalmente como pre-péptidos inactivos con
una secuencia N-terminal. Estos precursores son transportados a la superficie
celular, donde durante la fase de crecimiento exponencial se convierten por
accion de enzimas en sus formas activas. Los transportadores contienen una
porcion peptidica N-terminal responsable de la escision del péptido guia, asi
como una porcion C-terminal responsable de la hidrolisis de ATP y del
suministro de energia. El sistema de regulacion de la produccion de
bacteriocinas se compone de tres componentes: un péptido inductor (o factor
de feromona de activacion), la histidina quinasa 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 quinasa 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 regulacidon, iniciando una retroalimentacion
positiva (Lugo Magaria, 2013)

La produccion ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del desarrollo
bacteriano o al final de la misma, guardando relacién directa con la biomasa
producida (Vazquez y col., 2009). De hecho, la mayoria de las bacteriocinas
gue se han estudiado hasta el momento presentan una cinética de metabolito
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primario y, en consecuencia, su produccion esta correlacionada con el aumento
de la biomasa. Por otro lado, el control del pH a lo largo de la fermentacion
puede resultar en valores mas altos de actividad (Martinez, 1996).
Consecuentemente, la naturaleza de la cepa productora, la composicion del
medio de cultivo (relacion entre carbono, nitrogeno y foésforo), las condiciones
de fermentacion (temperatura, tiempo de crecimiento, pH inicial y final,
generalmente entre 5.5 a 6.0, agitacion, aireacion, etc.) son factores muy
importantes que influyen en la produccion de las bacteriocinas. Hay BAL que
producen mas de una bacteriocina, y en este caso el pH y temperatura del
medio juegan un papel muy importante en dicha produccion (Yin y col., 2004).
Ademas, la célula productora en general, sintetiza una molécula que la
inmuniza contra la propia bacteriocina.

La produccion de bacteriocinas de BAL esta usualmente asociada con la fase
de crecimiento de la cepa, y dicha produccion cesa al final de la fase
exponencial (algunas veces antes de que termine el crecimiento). Esto puede
ser atribuido a la adsorcién de la bacteriocina a las células productoras o a la
degradacion de las mismas por proteasas (Alquicira, 2006).

Propiedades de las bacteriocinas
Tolerancia al calor

En la mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL se ha demostrado cierta
resistencia al calentamiento, pudiendo resistir tratamientos equivalentes al de
pasteurizacion, pero la sensibilidad a la temperatura depende del estado de
purificacion de la bacteriocina, decreciendo en bacteriocinas purificadas y
parcialmente purificadas (Martin, 2002). Sin embargo, la nisina purificada
permanece activa después de un calentamiento a 100°C por 10 min a pH 2,0.
La caracteristica de termoresistencia que presentan algunas de las
bacteriocinas parece estar relacionada con su estructura molecular,
normalmente compuesta por péptidos pequefios que no presentan estructura
terciaria (Martin, 2002). La termoresistencia permite que permanezcan activas
después de tratamientos equivalentes a la pasteurizacion a 63°C por 30
minutos y/o 72°C por 15 segundos (Piard, 1992). Por otro lado, las
bacteriocinas termolabiles, poseen mayor peso molecular y probablemente una
estructura molecular mas compleja.

Sensibilidad al pH

La mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL son generalmente
estables a pH &cido o neutro, lo que indica probablemente una adaptacion de
estas sustancias al entorno natural de las bacterias que las producen. La nisina
y la lactoestreptocina son sin embargo la excepcion, ya que su actividad
antimicrobiana es extremadamente dependiente de este parametro. La nisina
tiene su maxima solubilidad y estabilidad a pH 2,0, disminuyendo en la medida
que aumenta el pH siendo irreversiblemente inactiva a pH 7,0, mientras que las
lactoestreptocina son estables y activas entre un rango de pH de 4,2 a 50y
reversiblemente inactivas entre un pH 7,0 y 8,0. Por el contrario, muchas de las
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bacteriocinas producidas por BAL, resisten la exposicion a un amplio rango de
pH entre 3,0 y 9,0. La tolerancia a valores de pH extremos entre 1,0 a 2,0 y
10,0 a 11,0 han sido reportadas para la acidocina B y bavaracina A (Matrtin,
2002).

Sensibilidad a la actividad enzimatica

Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se inactivan por una o
Mas enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancreatico (tripsina 'y
a-quimotripsina) y algunas de origen géstrico, como la pepsina y proteinasa K.
Esta caracteristica permite la utilizacion de bacteriocinas en productos
alimentarios, puesto que son inactivadas durante su paso por el tracto
gastrointestinal, sin ser absorbidos como compuestos activos y sin causar los
riesgos que presenta por ejemplo los antibiéticos (Martin, 2002) por lo tanto su
ingesta resulta inocua para el consumidor y no altera la microbiota intestinal
normal (Suarez, 1997).

Otras consideraciones relacionadas a su estabilidad.

Como se menciond, las bacteriocinas presentan estabilidad cuando son
sometidas a temperaturas elevadas y pHs acidos, ambas propiedades estan
ligadas debido a que un incremento del pH reduce la estabilidad al calor (Chen,
2003). La estabilidad de las bacteriocinas disminuye a medida que aumenta su
purificacion (Ellison, 1970; Mahony, 1974; Tagg y col., 1975). La adicion de
sero-albumina bovina protege de la pérdida excesiva de actividad
experimentada por algunas bacteriocinas durante su purificacion. La mayoria
de las bacteriocinas son mucho mas tolerantes a los pHs muy acidos que a los
alcalinos (Barrow, 1963; Ellison, 1970). Los criterios de termoestabilidad de las
bacteriocinas son dificiles de definir, pues dependen de su purificacién y de
factores tales como pH, fuerza idnica y presencia de moléculas protectoras.

Purificacion de bacteriocinas

El primer paso que se requiere para la purificacion de las bacteriocinas se
refiere a concentrar la bacteriocina en el sobrenadante asumiendo un proceso
de produccién de bacteriocinas 6ptimo (Svetoslav y col., 2004).

Debido a que son sustancias con diferentes caracteristicas estructurales y
propiedades quimicas, no es posible generalizar un método Unico de
purificacion. Sin embargo, muchos trabajos presentan metodologias similares
para este proceso. Durante el crecimiento bacteriano las bacteriocinas son
secretadas en el medio de cultivo, produciéndose una gran dilucion de las
mismas, por ello un primer paso necesario para la purificacion puede ser la
concentracion de la misma. El proceso de produccién de bacteriocinas, suele
iniciarse con el crecimiento y produccion bacteriana en un medio de cultivo
adecuado. Luego es seguido de un paso de centrifugacion del cultivo para
separar las células del sobrenadante, obteniéndose asi el denominado
sobrenadante libre de células (SLC), conteniendo la bacteriocina en solucién.
Posteriormente, una fraccion de las proteinas contenidas en ese sobrenadante
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puede ser precipitadas con sulfato de amonio. Asi es como logra un primera
etapa de concentracibn de las sustancias proteicas, entre ellas las
bacteriocinas (Cintas y col, 2001).

Las BAL son microorganismos exigentes en cuanto a su crecimiento y
requieren un medio de cultivo rico y complejo. A menudo éstos contienen
grandes cantidades de péptidos pequefios (3.000-6.000 Da) que se encuentran
en el rango del tamafio de la mayoria de las bacteriocinas, siendo ademas su
concentracion mayor en comparacion con ellas (Parente, 1999). Debido a lo
anterior, la liofilizacion o cualquier otra extraccion directa de agua no son
adecuadas como métodos de purificacion. Ademas, ya que las etapas de
concentracion soélo reducen el volumen y no proporcionan un alto grado de
pureza, se requieren varias fases posteriores de cromatografias para la
purificacion.

Una estrategia clasica para la concentracion y purificacion de bacteriocinas
incluye (Muriana y col., 1991; Yang y col. 1992):

1. La concentracion del péptido presente en el sobrenadante de un cultivo por
precipitacion con una sal, como el sulfato de amonio o la extraccion con un
acido.

2. Cromatografia de intercambio ionico.

3. Cromatografia de filtracion en gel y/o cromatografia de fase reversa (RP-
HPLC).

Uno de los métodos de utilidad general para la purificacién de proteinas es la
cromatografia, la cual aprovecha las diferencias en carga, tamafio, afinidad de
enlaces, etc. que hubiera en una mezcla de proteinas. Un material poroso
sélido con propiedades quimicas apropiadas (fase estacionaria) se coloca
dentro de una columna, y una solucién amortiguada (fase mévil) pasa a través
de ésta. La solucion que contiene las proteinas se vierte por la parte superior
de la columna y pasa a través de la matriz sélida. Las proteinas migran mas
rapidas o mas lentas a través de la columna dependiendo de su interaccién con
la fase estacionaria, con lo que se logra su separacion. Hay diferentes tipos de
matrices para cromatografia. Las de intercambio iénico constan de pequefias
esferas que contienen cargas positivas o negativas, de modo que las proteinas
se separan en funcion de la disposicion de cargas de la superficie. Estas
esferas (de 75 a 300 um de didmetro) son empaquetadas formando un lecho
uniforme en la columna. Considerando la ventaja de la naturaleza cationica e
hidréfoba de las bacteriocinas, pueden utilizarse diferentes tipos de columnas
cromatograficas. Como primera eleccion, se utiliza en la mayoria de los
procedimientos una columna de intercambio idnico (cationico). Este tipo de
cromatografia logra la separacion de casi todos los tipos de moléculas
cargadas, desde grandes proteinas a pequefios nucleétidos y aminoacidos. En
este caso, las moléculas de interés son proteinas que se separan en base a su
diferencia de carga ionica. La separacion se basa en la adsorcion reversible de
las proteinas cargadas a grupos de intercambio i6nicos de carga opuesta
inmovilizados en una matriz. La separacion se da cuando existen sustancias

21



con diferente grado de interaccion con el intercambiador debido a sus
diferencias y densidades de carga. Estas interacciones pueden controlarse
variando condiciones como fuerza ionica y pH. Para eluir las proteinas del gel
hay que cambiar las condiciones de forma que se tornen desfavorables para la
unidon de esas moléculas a la matriz. Esto en general involucra un cambio de
pH o un aumento de la fuerza i6nica en el buffer de elucion (Alberts y col.,
2002).

En las columnas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, o High
Performance Liquid Chromatography) se alcanza un alto grado de separacion.
Como las columnas de HPLC contienen particulas empaquetadas de forma
muy compacta, la velocidad de flujo a través de ellas es practicamente nula a
menos que se apliquen altas presiones. La cromatografia en fase reversa se
basa en el reparto del soluto entre dos fases liquidas. Una de las fases liquidas
se mantiene en el soporte sélido (fase estacionaria) mientras que la otra fluye
libremente a través de la columna (fase movil). En estas formas de
cromatografia la fase liquida estacionaria forma una capa fina (cromatografia
liquido-liquido) sobre la superficie de un soporte solido o se encuentra
quimicamente unida a él. De esta forma, los solutos se distribuyen (particionan)
de acuerdo a sus solubilidades relativas entre las fases movil y estacionaria.
Esta cromatografia de particion se denomina “fase reversa” porque la fase
movil es mas polar que la fase estacionaria (Alberts y col., 2002).

En este marco, en el Laboratorio del Departamento de Ciencia y Techologia de
la Leche de la Facultad de Veterinaria desde hace unos afos se ha
desarrollado una linea de investigacion bajo la responsabilidad de la Dra.
Silvana Carro. Actualmente, existen aislamientos de BAL autéctonas con
potencial bacteriocinogénico, los cuales fueron obtenidos a partir de muestras
de leche y quesos artesanales de la zona de Colonia, Uruguay. Entre estos
aislamientos existe la cepa Lactococcus Lactis GU967439. Se han realizado
estudios de caracterizacion bioquimica de la/s sustancia/s antimicrobiana/s
producidas por este microorganismo utilizando como indicadores Listeria
innocua y monocytogenes entre otros (Gonzéalez, 2012; Fraga y col., 2013)

Para dar continuacion a esta linea de investigacion es indispensable identificar
la/s bacteriocina/s producida/s por L. lactis GU967439. Para ello es
fundamental aislar y purificar dicha/s bacteriocina/s. En este sentido, desde
hace tiempo se han ido publicando diversos enfoques para la purificacion
analitica de bacteriocinas de BAL y especificamente para las bacteriocinas de
L. lactis por lo que se propusieron los siguientes objetivos en este trabajo
(Nissen-Meyer y col 1992.; Piard y col. 1992; Suéarez y col., 1997; Mc Auliffe y
col., 1998; Prioult y col., 2000; Lee y col., 2001; Zendo y col., 2003; Zendo y
col., 2006).
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OBJETIVO GENERAL

Implementar una técnica de purificacion de la/s bacteriocina/s
producidas por Lactococcus lactis GU967439.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener un SLC con actividad antimicrobiana para su purificacion e
identificacion. Evaluar la presencia de bacteriocinas entre los elementos
con actividad antimicrobiana.

Purificar la/s bacteriocina/s de Lactococcus lactis nativo mediante la
secuencia metodolégica de: precipitacion con Sulfato de Amonio,
Cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de Fase Reversa
(RP-HPLC).

Evaluar diferentes métodos de conservacion de la actividad
antimicrobiana de la bacteriocina cruda y purificada de Lactococcus
lactis nativo (refrigeracion-congelacion-liofilizacion) y medir la solubilidad
de ésta a diferentes pH.
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MATERIALES Y METODOS

Equipos y Materiales

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron equipos y materiales
provistos por el Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Leche y por el
Departamento de Biologia Celular y Molecular (Area Biofisica), Facultad de
Veterinaria, UdelaR. Este trabajo fue financiado por el proyecto de iniciacion a
la investigacion de CSIC (Responsable: Dr. Alvaro Gonzalez) y el plan de
dedicacion total de la Dra. Silvana Carro.

Cepas bacterianas, medios de cultivo, condiciones de crecimiento y
mantenimiento

Lactococcus lactis (identificado como GU967439) es una BAL nativa con
comprobada produccién de bacteriocinas, con efecto inhibidor frente a L.
monocytogenes y L. innocua (Perelmuter y col., 2010; Gonzalez, 2012). La
misma fue aislada de quesos artesanales provenientes del Departamento de
Colonia, Uruguay (Laboratorio del Departamento de Ciencia y Tecnologia de la
Leche, Facultad de Veterinaria, UdelaR). L. Lactis GU96743 fue mantenido
congelado a -80°C en caldo Mann-Rogosa-Sharpe (MRS, Difco, USA) con
glicerol (15%, v/v). Como medio de cultivo en los ensayos in vitro se utilizo
caldo MRS (Difco, USA) incubado a 30°C por 12hs en condiciones de
microaerofilia, siendo éstas las condiciones Optimas determinadas en ensayos
previos en nuestro laboratorio (Lorenzo y Raffo, 2015).

Como microorganismo indicador de actividad antimicrobiana, se utilizo Listeria
innocua ATCC N° 33090. La identidad fue verificada mediante ensayos de
caracterizacion fenotipica, como tincion de Gram, catalasa y morfologia celular.
Para el crecimiento de este microorganismo se utilizé Brain Heart Infusion, (BHI
HiMedia®, India) suplementado con 0.6% (p/v) de extracto de levadura
(HiMedia®, India) e incubado a 37°C por 24 hs en aerobiosis. La evaluaciéon de
inhibicion in vitro de L innocua se realizé con BHI adicionado de Agar (1.5%
p/v, HiMedia®, India) suplementado con 0.6% (p/v) de extracto de levadura
(BHIA con extracto de levadura) y se incubaron a 37°C por 24 hs en aerobiosis.

Obtencién del Sobrenadante del cultivo

La primera etapa para cumplir con el primer objetivo especifico implica obtener
en el medio de cultivo un alto titulo de bacteriocina/s para su seguimiento
durante los procesos de purificacion e identificacion. Para ello el cultivo del
microorganismo se realiz6 de acuerdo a las condiciones determinadas por
Lorenzo y Raffo, (2015) quienes estudiaron mediante curvas de crecimiento la
cinética de produccion de la/s bacteriocina/s de este microorganismo.

Preparacion del Pre-inoculo

La cepa de L. lactis nativo congelada se sembro en tubos con 5 mL de caldo
MRS (Himedia®, India) y se incubd a 30°C por 24 hs en microaerofilia,
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posteriormente se sembraron por estrias en placas de MRS, (HiMedia®, India)
y se incubaron a 30°C durante 24 hs en microaerofilia. La pureza de la cepa se
evalu6 mediante el examen macroscoépico de las colonias, tincion de Gram y
prueba de catalasa.

Obtencion del SLC crudo

Un matraz conteniendo 250mL de MRS fue sembrado con una dilucion del pre-
inoculo en diluyente estéril (NaCl 0,85%), de manera tal que se alcanzara un
nivel cercano a 1,0x10° ufc/mL, dicha concentracion se confirmé mediante
recuento directo en placas de MRS agar. Posteriormente el cultivo se incub6 a
30°C durante 12 hs en condiciones de microaerofilia.

El cultivo fue centrifugado a 10.000xg por 15 minutos a 4°C y posteriormente
fue filtrado con membranas de 0,22 pm de diametro (Millipore®, Merck®,
Brasil) obteniendo asi el SLC crudo.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

Se determind en el SLC crudo la actividad antimicrobiana a través del método
“well diffussion” (Fraga y col., 2008, Perelmuter y col., 2008), utilizando Listeria
innocua como indicador. La técnica de “well diffusion” se realizé de la siguiente
manera:

La cepa de L. innocua congelada se sembré en tubos con 5 mL de BHI
(Himedia®, India) y se incubd a 37°C por 24 hs en aerobiosis. Posteriormente
se sembraron por estrias en placas de Tripticasa Soya Agar, (HiMedia®, India)
y se incubaron a 37°C durante 24 hs en aerobiosis.

Para la preparacion de las placas de pocillos con el indicador se colocaron
cilindros metélicos estériles en placas de Petri. Se utiliz6 BHA suplementado
con extracto de levadura (previamente fundido y templado a 45°C) el cual fue
sembrado con 1mL de una diluciébn (1/1000) de un cultivo overnight de L.
innocua en BHI de manera de obtener una concentraciéon aproximada a 1x10°
ufc/mL en cada placa. Este medio conteniendo asi el microorganismo indicador
se fracciond en las placas de Petri con los cilindros estériles y una vez
solidificado el medio, los cilindros fueron retirados quedando asi los pocillos
formados en el agar.

Alicuotas de 1 mL del SLC fueron colocadas en tubos tipo eppendorf las cuales
se ajusté el pH a 6,5 con NaOH 1M. Por ultimo, para poder expresar la
produccion de bacteriocinas en unidades arbitrarias de actividad (UA/mL) se
realizaron diluciones seriadas en base dos con solucion buffer fosfato estéril
(PBS, 10mM pH 7). Una UA se defini6 como el inverso de la diluciébn mas alta
que presentd un halo de inhibicion del crecimiento del microorganismo
indicador (Schillinger y col., 1991).

Posteriormente se inoculd en cada pocillo 100 pL de cada una de las diluciones
del SLC. Como control positivo se inoculé 100uL de Nisina (Nisaplin®, Danisco)
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en una concentracién de 100 mg/mL. Como control negativo se utilizé el mismo
volumen de MRS ajustado a pH 6,5 con NaOH 1M.

Las placas se incubaron a 37°C por 24h en aerobiosis. La lectura se realizé
observando halos de inhibicion y la produccion de bacteriocinas de cada
sobrenadante se expresé en unidades arbitrarias de actividad por mililitro
(UA/mL). Este ensayo se realizo por duplicado.

Caracterizacion del SLC con enzimas y calor

Los experimentos de tratamiento enzimatico de nuestra molécula de interes,
tuvo el doble propoésito de, por un lado, establecer el origen peptidico de la
actividad antimicrobiana detectada por los ensayos de “well difussion”. Como la
sensibilidad a diferentes enzimas proteoliticas difiere segun el tipo de
bacteriocina, el segundo objetivo de este experimento, fue generar pistas sobre
la posible identidad de la molécula con actividad antimicrobiana. Por esta ultima
razon, también se incluyé el tratamiento térmico (100°C x 5 min) como un
pardmetro mas de comparacion. A modo de control de la actividad enzimatica,
se realiz6 en paralelo un ensayo con nisina.

La técnica utilizada consistié en evaluar la actividad antimicrobiana remanente
en el SLC luego de su incubacion con las siguientes enzimas: pepsina,
proteinasa K, a quimiotripsina y pronasa E. Las soluciones enzimaticas se
prepararon en un buffer fosfato (pH 5,5).

Las enzimas se prepararon en solucion a una concentracion de 10x, quedando
como concentracion final 10 mg/mL.

Se utilizaron 10 tubos tipo eppendorf, en los cuales a la mitad se les agrego
900 uL de nisina y a los restantes 900uL de SLC. Posteriormente, se inocul6 a
cada eppendorf 100 pL de cada enzima a 37 °C durante 1 hora. Para estos
tratamientos se utilizaron dos controles: uno conteniendo Unicamente 900puL del
SLC y el otro conteniendo Unicamente nisina.

Optimizacion del cultivo de L. lactis Nativo

Como el titulo de bacteriocinas alcanzado con las condiciones anteriores no fue
suficiente para continuar su seguimiento durante los pasos de purificacion, se
implementaron algunos ensayos para aumentar el volumen de cultivo y
produccion de bacteriocinas (aumento de la biomasa a través de cultivos
seriados), asi como para lograr la desadsorcién de las mismas de la superficie
bacteriana.

Aumento de biomasa y desadsorcion de la bacteriocina a la célula productora

Para aumentar el volumen del cultivo de L. lactis, la biomasa y la produccion de
bacteriocinas, se realizaron cultivos seriados inoculando al 10% e incubando a
30°C por 12 hs (tres pasajes de 2,5; 25; 250 mL de medio de cultivo: MRS). Se
partié de un cultivo “overnight” de L. lactis nativo en MRS con el cual se inoculd
un tubo con 2,5mL de MRS, incubandose a 30°C por 12 hs. Este procedimiento
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se repitidé secuencialmente de la misma manera hasta alcanzar un cultivo final
de 250 mL. A partir de este cultivo se obtuvo el SLC y se determino la actividad
antimicrobiana utilizando las técnicas ya descritas.

Como estrategia para aumentar el titulo de bacteriocina en el SLC, se
realizaron diferentes ensayos de desadsorcion de la molécula de interés de las
paredes o restos bacterianos, donde presuntivamente se particiona. Para lograr
la desadsorcion de la bacteriocina se utilizé la técnica descrita por Taheri y col.,
2012, basada en el uso combinado o alternativo de detergentes y sonicacion
(ultrasonido) sobre el cultivo bacteriano obtenido anteriormente en el ensayo de
aumento de biomasa.

El cultivo final (250mL) se fraccion6 en 6 tubos de centrifuga estériles, los que
se utilizaron para los tratamientos indicados en el Cuadro I.

Cuadro I: Tratamientos de desadsorciéon de bacteriocinas segun técnica de
Taheri y col., 2012

Tratamiento Ajuste de pH Sonicacion? Tween 802
A 2 Si No
B 4 Si No
C No (pH=6) Si No
D 2 Si Si
E 4 Si Si
F No(pH=6) NO Si

1-Sonicacién: 28 KHz, 5 min en una amplitud de 50%; 2-Surfactante no iénico

El protocolo de sonicacion fue el siguiente: se aplicd ultrasonido durante un
periodo de 5 min cada tubo, en una amplitud de 50% (energia aplicada durante
el ensayo, expresada en porcentaje) y en ciclos peridédicos de 50 % (modo de
pulso), manteniendo la muestra en hielo.
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Figura 2: Sonicador de punta utilizado para los ensayos de desadsorcién de
bacteriocinas ala célula productora.

Los cultivos tratados de la forma descrita en el cuadro | fueron centrifugados a
10.000xg, por 15 minutos a 4 °C. De esta forma, se recupera un SLC al cual se
le midio la actividad antimicrobiana por medio de la técnica “well diffusion”. Este
sobrenadante es el que se utilizé para la purificacion de bacteriocinas.

Purificacion parcial del SLC

Dicho procedimiento fue planteado en una secuencia metodologica de tres
pasos: precipitacion con sulfato de amonio (NH4)2SO4, cromatografia de
intercambio idnico y cromatografia de fase reversa (RP- HPLC).

Precipitacion con sulfato de amonio

A partir del SLC de L. lactis con actividad antimicrobiana, se realiz6 la
concentracion de la/s bacteriocina/s por la técnica de precipitacién con sulfato
de amonio. La concentracion final de sales de amonio a utilizar se determin6
experimentalmente ya que el porcentaje de (NH4)2SOs necesario para
precipitar una bacteriocina, depende de la naturaleza de la molécula de interés
(Pingitore y col., 2007). Se evaluaron concentraciones en un rango entre 0-80
% de saturacién (0-20, 20-40, 40-60 y 60-80% de saturacién) a fin de evaluar
en qué rango de concentracion de sulfato de amonio se precipitaban las
bacteriocinas presentes. Posteriormente, la mezcla resultante de bacteriocina y
sulfato de amonio se centrifugd a 10.000xg por 30 minutos. El “pellet” o
sedimento obtenido de cada fraccion se resuspendio y solubilizé en 2 mL de
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buffer fosfato 10 mM, pH 5.5. Cada uno de los pellets resuspendidos se
sometieron al test de “well difussion” con el fin de determinar la presencia de
actividad inhibitoria frente a L. innocua y expresarla en UA/mL. Posteriormente
las fracciones con actividad fueron mantenidas en refrigeracion y con ellas se
procedio a realizar cromatografia de intercambio iénico.

Figura 3: Precipitacion con sulfato de amonio. La sal es vertida en un
Erlenmeyer que contiene el SLC a un flujo constante de 0,5 ml/min, controlado
por una bomba peristaltica y bajo agitacién permanente.

Cromatografia de intercambio catidnico

La bacteriocina resuspendida a partir del pellet obtenido en la etapa anterior fue
sometida a una cromatografia de intercambio i6nico (catidénico) utilizando un
soporte de intercambio cationico CM Sepharose Fast Flow (Ge Healthcare).

La técnica se ajustd utilizando Nisina comercial (Nortesur, grado alimentario),
bacteriocina ya descrita y mas estudiada producida por L. lactis. Para ello se
sembraron 50 mg de nisina reconstituida en buffer fosfato. Considerando el
rango de los puntos isoléctricos de los distintos tipos de Nisina los que se
ubican entre 9-10 y se propuso eluir con un buffer fosfato de pH=7; con un
gradiente de 0 a 1000 mM de NaCl (Cotter y col., 2005).

La cromatografia de intercambio catidnico para las bacteriocina/s de L. lactis se
realizé de la siguiente manera: el pellet obtenido de la precipitacién con sulfato
de amonio es solubilizado en buffer fosfato, centrifugado durante 10 min a
10.000xg y se sembré 1,3 mL del sobrenadante en la columna de intercambio
cationico (45 cm de altura x 1 cm de diametro), equilibrada con solucién buffer
fosfato de 20 mM a pH 5.5, sin NaCl. Las proteinas retenidas se eluyeron con
la aplicacion de un gradiente lineal 50 ml de fase mévil conteniendo cloruro de
sodio (de 0 a 500 mM de NaCl), con un flujo constante de 0,3 ml. min -1. El
punto de comienzo y final del gradiente se confirmé midiendo conductividad
eléctrica en las diferentes fracciones. La proteina eluida en las diferentes
fracciones fue monitoreada en tiempo real mediante lectura de absorbancia a
280 nm utilizando un médulo UV SPD-6A intercalado a la salida de la columna
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y antes de la coleccion de las fracciones. Las fracciones eluidas (1,5 mL) y
recolectadas fueron sometidas al test “well diffussion” con el fin de determinar
la presencia de actividad inhibitoria en ellas. El ensayo se repitié al menos 3
veces con sobrenadantes obtenidos de diferentes cultivos del microorganismo.

Aquellas fracciones que demostrasen actividad antimicrobiana serian
analizadas por cromatografia de fase reversa (columna C-18, gradiente de
acido formico pH 4 y acetonitrilo) con el fin de separar los péptidos de la mezcla
e identificarlos. Sin embargo, debido a que la actividad antimicrobiana de la/s
bacteriocinas presentes en las fracciones es poco estable no fue posible
realizar este paso.

Determinacién de la concentracién de proteina soluble

Determinar la concentracién de proteinas en una muestra biolégica es una
técnica de rutina basica cuando se aborda un esquema de purificacion de una
proteina concreta, cuando se quiere conocer la actividad especifica de una
preparacion enzimatica, asi como para otros propdsitos.

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas. Muchos de
estos métodos se basan en: a) la propiedad intrinseca de las proteinas para
absorber luz en el rango UV, b) la formacién de derivados quimicos, o c) la
capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes (Reyes y col.,
2010).

En este trabajo se utilizo el método de Bradford, (Bradford., 1976). EI mismo
esta basado en el cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250
al unirse a proteinas en solucion. Este compuesto interacciona con
aminoacidos béasicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta unién del
colorante con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del
colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, este método se basa en la
propiedad del Azul Brillante de Coomasie G-250 de presentarse en dos formas
con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando el
colorante se une a la proteina. Experimentalmente se mide la diferencia de
absorbancia entre 595 y 465 nm (595-465nm).

Este método fue seleccionado ya que presenta enormes ventajas de las cuales
alguna de ellas son que requiere so6lo un reactivo y 5 minutos para efectuarlo y
el complejo proteina-colorante permanece estable de 5 min a 1 hora. Por lo
tanto, este método es un procedimiento sencillo, sensible, rapido,
automatizable y conveniente. Se cuantificé la concentracion de proteinas
(mg/ml) en aquellas fracciones con actividad antimicrobiana.

La curva de calibracion de proteinas se realizd de la siguiente manera: se
prepararon diluciones del estandar de proteina (albumina bovina) de 25, 50, 75,
100 y 200 pg/mL en un volumen final de 100 pL. Como Blanco, en otro tubo se
afiadieron 100 pL de la solucion de dilucion (buffer fosfato).

Las muestras a medir se prepararon tomando un volumen igual o menor a 100
pL; completando los 100puL con la solucion de dilucion. Luego de esto se
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afiadio a cada tubo 1 mL del reactivo de Bradford y se mezclé inmediatamente,
incubandose la reaccion a temperatura ambiente por 2 min.

Transcurrido el tiempo de incubacion se midié la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro, en un plazo no mayor a 1 hora. Posteriormente, se colocan
en regresion los valores de absorbancia (restado el blanco) contra los
respectivos valores de concentracion de proteinas. Para el ajuste de los puntos
experimentales a una recta, se utilizé el método de minimos cuadrados. Los
valores de pendiente de la recta y la ordenada en el origen, fueron utilizados
para estimar la concentracion de proteinas en las muestras de las fracciones
de la cromatografia de intercambio ionico.

Evaluaciéon de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de
conservacion

Temperatura y liofilizacién

Se evalud la conservacion de actividad antimicrobiana en el tiempo bajo
condiciones tales como refrigeracion a 4 °C, congelacion a -18 °C vy liofilizacion
del SLC y fraccion obtenida luego de la precipitacién con sulfato de amonio. La
actividad antimicrobiana se midi6 cada 7 dias, por un periodo de 28 dias,
utilizando el método “well difussion” ya descripto.

Por otra parte, el SLC obtenido se sometié a un tratamiento de liofilizacion en el
Instituto de Higiene UdelaR, midiéndose posteriormente la actividad
antimicrobiana por el método mencionado anteriormente.

Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH

La fraccion precipitada con sulfato de amonio (pellet) se solubilizé en 1 mL de
PBS y clarific6 por centrifugacion (10 minutos a 10.000xg, a 4 °C). El
sobrenadante obtenido se dividié en 4 tubos eppendorf con 25 pL cada uno,
conteniendo cada tubo un buffer a diferentes pH (2; 5,5; 7; 10). Los tubos se
colocaron en agitacion durante 30 min y transcurrido este tiempo se
centrifugaron nuevamente. Los sobrenadantes obtenidos son sometidos a la
técnica “well diffussion”. Cada tubo se sembrd en la placa con sus respectivos
controles (solo buffer a diferentes pH).
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RESULTADOS

Produccién del cultivo y determinacion de la actividad antimicrobiana del
SLC

Utilizado las condiciones de crecimiento determinadas por Lorenzo y Raffo,
(2015), para obtener en el cultivo la méas alta produccion de bacteriocinas, se
logré un resultado final de 320UA/mL promedio. Como el titulo de
bacteriocinas alcanzado no fue suficiente para continuar su seguimiento
durante los pasos de purificacién, se implementaron ensayos para aumentar el
volumen de cultivo y produccion de bacteriocinas, asi como para lograr la
desadsorcion de las mismas de la superficie bacteriana.

Caracterizacion del SLC con enzimas y calor

Los resultados obtenidos de la caracterizacion del SLC con enzimas y calor se
indican en el Cuadro Il.

Cuadro II: Resultado de la actividad antimicrobiana presente en el SLC tratado
térmicamente y con enzimas. Comparacién con nisina comercial utilizada como
control.

Actividad antimicrobiana (UA/mL)?!

Tratamiento SLC? Nisina®
Control 640 640
Temperatura 100°C, x 5 min, pH=5,5 0 160
Pepsina 160 0
Proteinasa K 640 160
a Quimiotripsina 2560 40
Pronasa E 0 0

1-Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucion méas
alta que presenté un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador; 2-
Sobrenadante libre de células obtenidos durante la optimizacién del cultivo; 3- Nisina comercial
100 mg/mL. Estos valores corresponden al promedio de dos experimentos independientes.

Optimizacion del cultivo de L. lactis Nativo

Aumento de biomasa y desadsorcion de la bacteriocina a la célula productora

Los resultados de los estudios de aumento de biomasa y desadsorcion se
muestran en el Cuadro IlI.
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Cuadro lll. Resultados de ensayo de actividad antimicrobiana luego del aumento
de biomasa y desadsorcién de la bacteriocina a la célula productora en el
cultivo.

Tratamiento Actividad antimicrobiana  Desadsorcion (%)?
(UA/mL)

(A) Sonicacién? a pH=2 ND3 Rk
(B) Sonicacién a pH=4 320 0
(C) Sonicacion a pH=6 1280 300
(D) Tween 80* + Sonicacion a ND ok
pH=2

(E) Tween 80 + Sonicacion a 640 100
pH=4

(F) Tween 80 a pH=6 1280 300
Control (pH=6) 320 0

1-Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucion mas
alta que presentd un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador. 2-
Desadsorcion en % calculada como la diferencia entre la actividad antimicrobiana luego del
tratamiento y antes del tratamiento sobre la actividad antes del tratamiento. 3- Sonicacién: 28
KHz, 5 min, amplitud de 50%. 4-N/D: no se detecta halo de inhibicion. 4- Tween 80 0,5%. Estos
valores corresponden al promedio de dos experimentos independientes.

Purificacion parcial del SLC

Precipitacion con sulfato de amonio

Los resultados obtenidos de la precipitacion fraccionada del SLC con sulfato de
amonio se muestran a continuacion en el Cuadro IV.
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Cuadro IV. Actividad antimicrobiana presente en el pellet y sobrenadante
durante la precipitacion con diferentes rangos de saturacién de sulfato de
amonio.

Actividad antimicrobiana (UA/mL)*

Rango de saturacion del Pellet? Sobrenadante SLC Original 2
(NH4)2S04
0-20% 640 ND3 640
20-40% 20 ND
40-60% ND ND
60-80% ND ND

1- Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucion mas
alta que presentd un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador. 2-
Mediana (Me) (n=3) de la actividad antimicrobiana del pellet y sobrenadante del cultivo original.
3-ND: no se detecta halo de inhibicién.

Cromatografia de intercambio catidnico

Los resultados obtenidos de la cromatografia de intercambio catiénico de la
fraccion precipitada por sales y resolubilizada en buffer fosfato, pH 6 se
muestran en la figura 4.
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Figura 4. Cromatografia de intercambio i6nico. Fraccion obtenida de la
precipitacion con sulfato de amonio (0-40%) del SLC del cultivo de L. lactis
nativo en caldo MRS. Se muestra un cromatograma representativo de un
experimento realizado por triplicado.
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Determinacion de la concentracion de proteina soluble

En cada etapa de purificacion se calcul6 la actividad antimicrobiana y se midio
simultdneamente la concentracion de proteinas para luego poder expresar la
actividad especifica de cada fraccién a lo largo del proceso de purificacion. Los
resultados de estos ensayos se resumen en el Cuadro V.

Cuadro V: Concentracion de proteinas y actividad antimicrobiana del proceso de
purificacion del SLC, Pellet y fracciones cromatograficas con actividad
antibacteriana.

Actividad Concentracion  Actividad .
L . S e Actividad
Volumen(mL) antimicrobiana de proteinas  especifica total (UA)
(UAYmL) (mg/mL (UA/mg)
SLC 210 256 0,070 3657 767970
Pellet 1,3 160 0,16 1000 1300
F?=18,2 mL 1,5 20 0,060 333 500
F=19,6 mL 15 10 0,042 238 357
F=25,2 mL 1,5 40 0,051 784 1176

1- Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucion méas
alta que presenté un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador. 2-
Fracciones recolectadas durante la cromatografia de intercambio i6énico (volumen del gradiente
de NacCl). Estos valores corresponden al promedio de dos experimentos independientes.

Evaluacién de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de
conservacion

Temperatura y liofilizacién

La estabilidad antimicrobiana se evalu6 mediante los métodos clasicos de
refrigeracion, congelacion y liofilizacion de fracciones obtenidas en diversas
etapas del proceso. Los resultados de dicha actividad en el SLC almacenado
en condiciones de refrigeracién/congelaciéon o liofilizado se indican en los
Cuadros VI y VII respectivamente; mientras que la actividad antimicrobiana de
la fraccion precipitada con sulfato de amonio “pellet” refrigerada/congelada se
resume en el Cuadro VIII.
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Cuadro VI: Resultado del ensayo de conservacion de la actividad antimicrobiana
del SLC almacenado en refrigeracion (4°C) o congelacion (-18°C).

Actividad antimicrobiana (UA/mL)?!

Tiempo (dias) Refrigerado (4°C) Congelado (-18°C)
0 640 640
7 640 80
14 320 10
21 160 ND?
28 10 ND

1- Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucién mas
alta que presenté un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador. 2-ND: no
se detecta halo de inhibicién. Estos valores corresponden al promedio de dos experimentos
independientes

Cuadro VII: Resultado del ensayo de conservacién de la actividad antimicrobiana
del SLC liofilizado almacenado en congelacién (-18°C).

Actividad antimicrobiana (UA/mL)

Tiempo (dias) Liofilizado®
Congelado (-18°C)
0 640
! 320
14 320
21 320
28 ND

1- Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucién mas
alta que presenté un halo de inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador. 2-ND: no
se detecta halo de inhibicién. 3-Liofilizado del SLC (reconstituido a 100mg/mL). Estos valores
corresponden al promedio de dos experimentos independientes
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Cuadro VIII: Resultado del ensayo de conservacion de la actividad
antimicrobiana del pellet (SLC concentrado) almacenado en refrigeracion (4°C) o
congelacion (-18°C).

Actividad antimicrobiana (UA/mL)?!

Rango de Tiempo Refrigeracion (4°C) Congelacion (-18°C)
saturacion del
(NH4)2S04
0 640 640
0-40%
7 640 160
21 ND? ND

1- Unidades arbitrarias de actividad por mililitro calculadas como el inverso de la dilucion méas
alta que presenté un halo de inhibicidén del crecimiento del microorganismo indicador.2-ND: no
se detecta halo de inhibicién. Estos valores corresponden al promedio de dos experimentos
independientes

Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH

La solubilidad del precipitado “pellet” se estudié mediante el uso de buffers con
diferentes pH como forma de optimizar la extraccion de la bacteriocina de ese
pellet. Los resultados de la actividad antimicrobiana al resuspender en los
diferentes buffers se resumen en el Cuadro IX.

Cuadro IX: Presencia/ausencia de actividad antimicrobiana en el precipitado de
proteinas obtenidos del SLC al resuspender en buffer a diferentes pH

Presencia/ausencia de actividad antimicrobianal

pH del Buffer Precipitado proteico Control
resuspendido
2 Ausencia Ausencia
55 Presencia Ausencia
7 Presencia Ausencia
10 Presencia Ausencia

1-Actividad antimicrobiana determinada en ensayo “well difussion” con el sobrenadante luego
de neutralizado, leido como presencia/ausencia de halo de inhibicion del crecimiento. 2-
Control (s6lo buffer a diferentes pH). Estos valores corresponden al promedio de dos
experimentos independientes.
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DISCUSION

Produccién del cultivo y determinacion de la actividad antimicrobiana del
SLC

La produccién de las bacteriocinas depende del crecimiento y actividad
fisioloégica de la cepa productora, estando correlacionada la biomasa con la
cantidad de bacteriocina producida. Consecuentemente, la naturaleza de la
cepa productora, la composicién del medio de cultivo (relacién entre carbono,
nitrégeno y fosforo), las condiciones de fermentacion (temperatura, tiempo de
crecimiento, pH inicial y final, generalmente entre 55 a 6.0, agitacion,
aireacion, etc.) son factores muy importantes que influyen en la produccién de
las bacteriocinas (Yin y col., 2004).

De acuerdo con las curvas de crecimiento y cinética de produccion de
bacteriocinas para este microorganismo, el nimero maximo de células viables
en caldo MRS se obtuvo a las 12 hs de incubacion (8,88 log UFC/mL) a 30°C,
por lo que este periodo se relaciona con el final de la fase exponencial. En
cuanto a la tasa de produccion de bacteriocinas, ésta acompafa su crecimiento
exponencial, detectdndose a partir de las 4hs y observandose un titulo maximo
de 1360 UA/mL a las 11hs de crecimiento (Lorenzo y Raffo, 2015). Sin
embargo en el presente trabajo la produccion promedio de bacteriocinas fue
menor (promedio= 320 UA/mL). La reduccion en la actividad inhibitoria podria
estar relacionado con la degradacion de proteinas por peptidasas, adsorcién de
la bacteriocina a la célula productora y/o diferentes efectos sobre la produccion
debido a un pH bajo, (Choi y col., 2000; Todorov y col., 2004; Todorov y col.,
2007; Juncioni de Arauz y col., 2009 citados por Taheri y col., 2012). Otro factor
importante a considerar es que la bacteriocina presente una baja estabilidad y
qgue la actividad antimicrobiana decaiga rapidamente y no sea detectada, en
este sentido se realizaron estudios para caracterizar dicha estabilidad.

Caracterizacién del SLC con enzimas y calor

Una forma de acercamiento a la identidad de las bacteriocinas producidas por
la cepa nativa de L. lactis es mediante el estudio de su susceptibilidad a la
hidrolisis por diferentes proteasas. Este andlisis parte del hecho que ciertas
enzimas proteoliticas reconocen con cierto grado de especificidad
determinados motivos (secuencias aminoacidicas especificas) presentes en
sus sustratos. Por lo tanto, la susceptibilidad a la hidrdlisis por proteasas
variara de una bacteriocina a otra. En funcion de lo anterior se estudio la
susceptibilidad de la bacteriocinas producida por L lactis nativo y se comparé
con la de la nisina comercial, uno de los candidatos (en principio) mas probable
a estar presente en el SLC.
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De los resultados expuestos en el Cuadro I, se puede concluir claramente que
la actividad antimicrobiana presente en el SLC, es sensible a pepsina y
pronasa E. Es llamativa la respuesta al tratamiento con a Quimiotripsina. Estos
mismos resultados también muestran un perfil de inhibicion diferente al de la
nisina. En términos generales se ha reportado que la mayoria de las
bacetriocinas son sensibles cuando se enfrentan a estas enzimas, segun los
resultados obtenidos muestran que el sobrenadante pierde actividad frente a
estas, esto es, antes que nada, la caracterizacibn de una actividad
antimicrobiana debida a un péptido, (De Vuyst y col., 1994; Jamuna y col.,
2004; Todorov y col., 2004; Kacem y col., 2005; Todorov y col., 2010,
Ahmadova y col., 2013;).

Con respecto a lo que ocurre con la pepsina la cual la actividad del
sobrenadante se reduce no por completo, sino que disminuye 75% su actividad
antimicrobiana, coincide con lo reportado por Gonzélez, (2002). El cual
caracteriz6 una bacteriocina producida por Carnobacterium piscicola L103. En
ese caso se midi6 la sensibilidad del sobrenadante frente a enzimas
proteoliticas, obteniendo una reduccion de 75% de la actividad antimicrobiana.

Se considera que la pronasa E y la proteinasa K (proteasas de amplio
espectro) inhiben la actividad antimicrobiana de cualquier bacteriocina. Por ello,
es que durante los ensayos de screening de actividad tipo bacteriocina es
esencial su utilizacion para confirmar el origen proteico del inhibidor (Ray y col.,
1992). De todas formas, existen bacteriocinas que mantienen la actividad frente
a la proteinasa K. Un estudio realizado por Gonzalez y col., (1994), determiné
la sensibilidad de una bacteriocina (planticin C) el cual obtuvo como resultado
que esta mantenia la actividad frente a la proteinasa K. Lo mismo ocurrié con lo
reportado por Zapata y col. (2009), pero con diferente bacteriocina
(bacteriocina LPBM10), producida por Lactobacillus plantarum el cual el
sobrenadante obtenido conserva su actividad luego de una incubacion con
proteinasa K. La resistencia a proteasas puede darse en compuestos como los
lantibidticos, los cuales, al sufrir grandes modificaciones postraduccionales, son
altamente resistentes a la accion de estas enzimas proteoliticas (Willey y col.
2007). En ese sentido, podemos especular que la actividad antimicrobiana
presente en nuestro SLC es mayormente debida a un lantibiético.

Mas dificil de explicar es el resultado de la digestion de la bacteriocina con
qguimiotripsina. En este caso se detecté un aumento importante de la actividad
antimicrobiana, fruto del tratamiento. No existe literatura disponible que reporte
un hallazgo de este tipo. Sélo como especulacion podriamos proponer que
nuestra bacteriocina (u otro péptido también presente), que se encuentren en el
medio como pro-bacteriocina y que sean activadas por protedlisis regulada.
Podria ser un péptido excretado durante el crecimiento bacteriano o presente
en formas inmaduras dentro de la bacteria y liberado por la sonicacién. Es de
destacar que como se menciono, el clivaje enzimatico de péptidos en bacterias
suele ser una etapa de maduracion que cumplen algunas bacteriocinas, previo
a su excrecion al medio.
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Hay que considerar que los ensayos enzimaticos solo contribuyen a efectuar
una caracterizacion preliminar de los SLC con actividad bacteriocinogénica
obtenidos de cultivos de BAL, y brindan Gnicamente una primera aproximacion
al conocimiento de la naturaleza quimica de los compuestos activos presentes
en ellos (Cardoso, 2012).

Para el ensayo de estabilidad de temperatura, se vio que la bacteriocina en
estudio pierde actividad a una temperatura de 100°C durante 5 min. No
obstante, existen estudios que afirman que la mayoria de las bacteriocinas
mantienen el 100% de su actividad hasta 60°C (Harshada y col., 2012), alguna
presenta su pico maximo de actividad a los 4°C, y otras a los 25°C (Nowroozi J
y col., 2012). Como se muestra en el Cuadro I, la Nisina pierde actividad, pero
no por completo lo que coincide con lo reportado por Hurst, (1981) y Martin,
(2002). Estos autores comprobaron que la nisina purificada, se caracteriza por
su elevada termoestabilidad a pH 5.5, permaneciendo activa tras ser sometida
a 100°C durante 10 minutos. Esta caracteristica de termoresistencia parece
estar relacionada con su estructura molecular, normalmente compuesta por
péptidos pequefios que no presentan estructura terciaria. Otras bacteriocinas,
en su mayor parte producidas por lactobacilos, son termolabiles, incluso sin
haber sido purificadas; las mismas poseen un mayor peso molecular y una
estructura molecular mas compleja. La estabilidad al calor es una caracteristica
muy Util de algunas bacteriocinas para su empleo como bioconservantes
alimentarios, ya que muchos procesos de elaboracion de alimentos involucran
procesos de calentamiento.

Optimizacion del cultivo de L. lactis Nativo
Aumento de biomasa y desadsorcion de la bacteriocina a la célula productora

El protocolo de desadsorcion de la bacteriocina y el que se utilizd para
aumentar el volumen del cultivo dieron mejores resultados en cuanto al
aumento de la actividad antimicrobiana (Cuadro IIl). Obtuvimos un aumento
significativo de la actividad, se partid de un nivel de 320 UA/ml en el SLC sin
sonicar y se lleg6 a 1280 UA/ml luego del tratamiento. Interpretamos este
efecto como la desadsorcion de la bacteriocina de la pared celular.

El protocolo que produjo también un aumento importante de la actividad
antibacteriana fue el de la utilizacion de Tween 80 y pH=6. Este protocolo no se
tomd en cuenta ya que el Tween 80, si bien se caracteriza por favorecer la
liberacion de las bacteriocinas al medio (Nissen-meyer y col., 1993; Aymerich y
col., 2000), es un detergente y, por tanto, interfiere en los procesos de
purificacion.

En cuanto al pH utilizado durante la desadsorcion en ambos casos, se vio que
el pH=6 es el optimo en cuanto al aumento de la produccion de bacteriocinas,
esto coincide con lo reportado por Olvera-Garcia, (2015) el cual indica que las
bacteriocinas en general son mas estables en un medio a pH entre 5,5y 6.
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Por otra parte, Taheri y col., 2012, quienes estudiaron la produccion de
bacteriocinas de la cepa de L. lactis subesp. Lactis ST1 reportan un aumento
de la actividad antimicrobiana, en particular en presencia de 0,5% Tween80 y
después de calentar el cultivo en condiciones &cidas y/o después del
tratamiento de ultrasonido. Esto podria ser debido a la liberacion de
bacteriocina adsorbidas a la pared celular. Ademas concluyen que el
ultrasonido se puede utilizar como un método alternativo al tratamiento con
calor, con el fin de liberar la bacteriocina de la pared de la célula productora.

Purificacion parcial del SLC
Precipitacion con sulfato de amonio

La mayor actividad antimicrobiana detectada en los rangos de 0-20% y 20-40%
permiti6 definir el rango de 0-40% de saturacion de (NH4)2SO4 como el
adecuado para utilizar rutinariamente durante la purificacién, dado que en el
mismo se obtiene la mayor actividad antimicrobiana y por ende una mayor
concentracion de bacteriocina/s (Cuadro 1V). Ademas, esto nos permite
descartar todos aquellos compuestos que precipitan entre 40 y 80 % de
saturacion.

El rango utilizado (0-40%) coincide con el 6ptimo reportado por varios autores,
Muriana y col. (1991), para la purificacion de lactacina F, bacteriocina
producida por Lactobacillus acidophilus 11088; Lozano y col., (1992) para una
bacteriocina producida por Pediococcus acidilactici (Pediocina PA-1) obtuvieron
alrededor de un 40% de recuperacion de la actividad, después de la
precipitacion con sulfato de amonio a un nivel de 40% de saturacion.

En este sentido, Wannum y col., (2014) quienes purificaron una bacteriocina
producida por Lactobacillus paracasei SD1, inicialmente precipitaron a partir de
un SLC con el 40, 60 y 80% de saturacion de sulfato de amonio. En sus
resultados también demostraron que la actividad antimicrobiana fue mas
elevada y se recuperé en el pellet de proteinas que se saturd con sulfato de
amonio al 40%.

Cromatografia de intercambio cationico

En este trabajo se realiz6 como método de purificacion la técnica de
cromatografia de intercambio catiénico en buffer fosfato pH 6 en un gradiente
de NaCl de 0 a 500 mM.

El cromatograma muestra dos picos principales de absorbancia a 280 nm
Notese que la primera fraccion con absorbancia a 280 nm aparece
simultaneamente con el inicio del gradiente de NaCl (Figura 4).

Se recolectaron tres fracciones con actividad antimicrobiana y son eluidas entre
50 y 120 mM de NacCl, estas fracciones coinciden con el final del primer pico
del cromatograma, lo que indica que no son retenidas en la columna o que su
retenciébn es muy débil y que la molécula con actividad antimicrobiana es un
cation muy débil a pH 6. Otro aspecto interesante es que la actividad
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antimicrobiana detectada por “well difussion” aparece en forma discontinua en
dos fracciones diferentes (volimenes de elusion 18-20 ml y 25 ml,
aproximadamente), lo cual sugiere la posibilidad de que estemos frente a mas
de una molécula diferente, ambas con propiedades antimicrobianas.

El segundo pico, es el que corresponde a los cationes retenidos, los cuales son
la mayor parte de los presentes en la muestra. Este dato es interesante pues
puede ayudar a mejorar el protocolo de purificacion. Por ejemplo, un ligero
aumento del pH de la fase movil puede eliminar totalmente su retencién y
eluirla en el volumen muerto, lo cual implica que esta siendo separada de la
mayor parte del resto de las sustancias cargadas presentes en la mezcla.

Los datos de actividad especifica de la bacteriocina (Cuadro V) muestran que
las fracciones resultantes de la cromatografia presentaron menos actividad
especifica con respecto al sobrenadante. Lo esperable para un proceso de
purificacion es exactamente lo inverso. Estos resultados sugieren dos
posibilidades: una es que la bacteriocina no esta siendo purificada a lo largo
del proceso, sino que va perdiéndose en sus sucesivas etapas. Esta
interpretacion contrasta con el hecho de que en cada paso de purificacion se
preservan las fracciones con mas actividad, mientras que las que se descartan
demuestran tener poca o ninguna. Por lo tanto, la actividad antimicrobiana que
se va perdiendo, no va quedando por el camino. La otra posibilidad es que se
trate de una molécula lo suficientemente labil como para ir inactivandose solo
con el transcurso del tiempo. En ese sentido, es conocido que en general las
proteinas se tornan crecientemente inestables (por agregacién, oxidacién o
protedlisis) cuanto mas puras Yy diluidas estén. Como se expresa mas adelante,
los experimentos de medida de actividad bajo diferentes condiciones de
conservacion (refrigerada o congelada), son consistentes con esta ultima
hipotesis. Esto coincide con lo reportado por Stoffels y col. (1992), los cuales
purificaron carnocina U149, obteniendo una reduccion de la actividad
especifica debido a la pérdida sustancial de la actividad bactericida. En nuestro
caso, la pérdida rapida de la actividad es un hecho que hemos constatado en
forma regular y como se ha expuesto, resulta dificil de revertir. Esto es un
obstaculo importante a la hora de desarrollar un método eficaz y efectivo de
purificacion, tanto con fines analiticos como a escala.

Adicionalmente, la pérdida de actividad antimicrobiana durante el proceso de
purificacion podria estar relacionada también con la tendencia a asociarse que
presentan este tipo de moléculas peptidicas, tanto entre ellas mismas como
con otras proteinas, debido a la elevada hidrofobicidad natural de los péptidos
(Aktypis y col., 1998; Motta y col., 2007).

Como siguiente etapa de purificacion inicialmente nos planteamos procesar las
fracciones seleccionadas de la cromatografia de intercambio iénico por una de
fase reversa para obtener una separacion ulterior de los péptidos presentes en
la mezcla y en una segunda etapa, identificarlos. Sin embargo, debido a que la
actividad antimicrobiana de la/s bacteriocinas presentes en las fracciones
resultd baja y poco estable no fue posible realizarla. Actualmente las fracciones
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con actividad se encuentran congeladas y se plantea su andlisis mediante
espectrometria de masas.

Evaluacién de la estabilidad antimicrobiana en diversas condiciones de
conservacion

Temperatura vy liofilizacion

Los procesos de purificacién de proteinas son largos y laboriosos. Por esta
razon es importante identificar métodos de conservacion de fracciones
parcialmente purificadas de forma tal de poder subdividir el proceso de
purificacion en etapas intermedias sin perder actividad de forma significativa.

En este trabajo, se midi6 la actividad antibacteriana durante 28 dias en
refrigeracion y congelacion. Como se desprende del analisis de los cuadros VI,
VIl 'y VI, la actividad antimicrobiana se pierde con el tiempo,
independientemente del método de conservacion. Esta forma de conservacion
(refrigeracion-congelacion) no evita la aparicion de los fendémenos de
degradacion ni desnaturalizacion. Lo que si se logra es una reduccion de la
velocidad de las reacciones. En el caso de la refrigeracion, la pérdida de
actividad que se observa a lo largo del tiempo puede ser al menos
parcialmente, por la hidrélisis de estos péptidos, dando lugar a la acumulacién
de péptidos de bajo peso molecular. También puede deberse agregacion y
precipitacion de los péptidos que estan en solucion.

Por otra parte, llama la atencién que la congelacion parece acelerar el proceso,
en comparacion con la refrigeracién. Esto podria ser esperable para péptidos
complejos con estructura al menos terciaria, pero no para bacteriocinas. El SLC
mantiene la actividad hasta el dia 28 en refrigeracién, pero cuando se lo
congela ésta se pierde a los 21 dias. El precipitado del tratamiento con sulfato
de amonio, (pellet concentrado) tuvo una resistencia bastante similar al SLC el
cual perdi6 la actividad a los 21 dias.

La liofilizacion parece ser el sistema mas eficiente de conservacion pues la
actividad antimicrobiana se mantiene estable por lo menos por 3 semanas. En
este trabajo al liofilizado se lo estudié Unicamente congelado y mostré6 que
mantiene la actividad hasta los 21 dias. En la liofilizacion, durante las fases de
deshidratacion primaria y secundaria los péptidos o proteinas sufren cambios
fisicos y quimicos, como incremento de la concentracion salina,
agregacion/precipitacion, estrés fisico, que producen alteraciones en su
estructura y/o actividad. Adicionalmente, los péptidos o proteinas liofilizadas
usualmente son muy higroscopicos, y tienen tendencia a absorber la humedad
ambiental, lo que también ocasiona fendmenos de degradacion y descenso de
la actividad de dichos péptidos o proteinas (Webb y col., 2003).
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Solubilidad del precipitado con sulfato de amonio a diferentes pH

Durante la resuspension del precipitado de proteina en sulfato de amonio,
ocurre que soélo un porcentaje de ese precipitado se resolubiliza. Esto implica el
riesgo de perder una fraccion importante de la actividad originalmente presente
en el SLC (Cuadro 1X). Por tal motivo y considerando la estabilidad que poseen
muchas bacteriocinas a diferentes pH, decidimos explorar el uso de buffers con
diferentes pH como forma de optimizar la extraccion de la bacteriocina de ese
pellet. Segun los resultados obtenidos el precipitado mantiene la actividad
luego de resuspenderlo en buffers pH 5.5, 7 y 10 mientras que a pH 2 la
actividad se pierde, lo que coincide con los ensayos de desadsorcion en los
cuales no existia actividad a pH &cidos. En este sentido, el pH 5.5 seria el
Optimo para solubilizar la bacteriocina ya que esta se encuentra mas estable en
el medio a un pH entre 5.5y 6, segun lo reportado por Olvera-Garcia, (2015).

En resumen, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, se podria
afirmar que la bacteriocina en estudio no seria Nisina ya que el perfil de
susceptibilidad enzimatica es diferente con respecto al sobrenadante, es
sensible a la temperatura y segun los experimentos de sonicacion de diferentes
pH, presenta un mejor desempefio a pHs neutros (en contraposicién con la
nisina, que es mas activa a pH bajo). Adicionalmente la bibliografia consultada,
reporta bacteriocinas con similar comportamiento frente a enzimas
proteoliticas, como es la bacteriocina LPBM103, producida por un Lactococcus
y la planticina C quienes también pierden actividad antimicrobiana al
calentarlas a una temperatura de 100°C durante 5 min.

Consideramos que la identificacion de la sustancia en cuestion constituye un
paso esencial para poder seguir avanzando en el proceso de generacion de
una herramienta con fines tecnoldgicos. Para eso, deberian utilizarse otras
tecnologias disponibles que aborden el problema desde una perspectiva
complementaria. En ese sentido, se proponen utilizar la espectrometria de
masas para estudiar la identidad de los péptidos presentes en las fracciones
con actividad obtenidos en la cromatografia de intercambio i6nico o analisis de
gendmica o transcriptomica de L. lactis para conocer los genes presentes en la
bacteria o los expresados por ella durante su crecimiento en MRS.
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CONCLUSIONES

La produccién de bacteriocinas de Lactococcus lactis nativo fue menor a
lo reportado en estudios anteriores, lo que podria deberse a un
fendbmeno de adsorcion de la bacteriocina a la pared de la célula
productora.

El protocolo utilizado para optimizar la produccion de bacteriocinas del
cultivo (aumento de la biomasa) y para desadsorberla (sonicacion) fue
efectivo en cuanto al aumento de la actividad antimicrobiana con titulo
suficiente para detectarla en los siguientes pasos de purificacion.

Con respecto a su comportamiento ante diferentes pHs (mas activa a pH
neutro) y por la sensibilidad frente a enzimas proteoliticas se concluye
gue la bacteriocina es un péptido con una identidad diferente a la de la
nisina, aunque probablemente es un lantibidtico.

El desarrollo de un protocolo para la purificacion eficiente de
bacteriocinas producidas por este microorganismo se vio dificultado
debido a la pérdida de estabilidad de la misma a medida que avanzan
los procesos de purificacion.

Los diferentes métodos de conservacion mostraron que a lo largo del
tiempo la bacteriocina contenida en el SLC, va perdiendo su actividad
independientemente de la forma en que se la conserve (refrigerada,
congelada o liofilizada), aunque con diferentes cinéticas.
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