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RESUMEN

Las bacterias acidolicticas (BAL) son un grupo de microorganismos Gram positivos utilizados ampliamente
en la preservacién de alimentos debido a sus propiedades probidticas y su capacidad para producir
bacteriocinas. Las bacteriocinas son compuestos antimicrobianos de naturaleza peptidica y han recibido
gran atencién por la industria de alimentos debido a su uso potencial como sustitutos de aditivos quimicos.
En este trabajo reportamos el aislamiento y caracterizacion de la cepa de Lactobacillus plantarum LPBM10.
Esta bacteria fue aislada a partir de leche fermentada, presenta propiedades probidticas y es productora de
bacteriocinas. El extracto libre de células de LPBM10 presenta actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas. La bacteriocina LPBM10 es altamente termoestable, presenta mayor
actividad a pH 4cido y su actividad no se ve afectada por la presencia de proteinasa K, agentes quelantes
y detergentes. El compuesto antibacteriano LPBM10 fue purificado mediante didlisis y cromatografia
de exclusién. El anilisis por espectroscopia ultravioleta e infrarroja sugiere que la bacteriocina LPBM10
es de naturaleza peptidica con presencia de tirosina y cisteina. Pruebas sobre el extracto crudo dializado
mediante cromatografia de intercambio i6nico indican la presencia de un compuesto aniénico antagonista
del compuesto LPBM10.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria are a group of Gram-positive microorganisms widely used in food preservation due to
their probiotic properties and their ability to produce bacteriocins. Bacteriocins are antibiotic compounds
of peptide nature which have been studied intensively for their potential use as substitutes of chemical
additives in food preservation. In this paper we report the isolation and characterization of Lactobacillus
plantarum LPBM10. This bacteriocin was isolated from fermented milk and can be classified as probiotic.
The free cell extract was active against Gram positive and Gram negative bacteria. This bacteriocin is
highly thermostable, active at low pH and its activity is not affected by proteinase K, chelating agents
and detergents. This antibiotic compound was purified by dyalisis and size exclusion chromatography.
Its analysis by UV and FT-IR spectroscopy suggests that bacteriocin is a peptide containing some cystein
and tyrosine aminoacids. Experiments on dyalized crude extract by ion-exchange chromatography suggest
the presence of an anionic inhibitor of LPBM10.
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INTRODUCCION

Las bacterias acidolicticas (BAL) son un grupo
de microorganismos Gram positivos de forma
bacilar o cocoide, que tienen la caracteristica de
producir 4cido lictico y otros compuestos como ace-
tato, etanol, CO,, formato y succionato a partir de
carbohidratos fermentables. Este grupo de bacterias
incluye géneros como Bifidobacterium, Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus y Pediococcus, que pueden
ser aisladas a partir de alimentos fermentados, masas
icidas, bebidas, plantas y los tractos respiratorio,
intestinal y vaginal de animales de sangre caliente,
entre otros (1, 2). Estas bacterias son consideradas
probidticas ya que contribuyen de manera benéfica
al balance de la flora intestinal (3, 4) y son efectivas
en la prevencién y control de desordenes gastroin-
testinales (5, 6).

El amplio uso de las bacterias acidolicticas en la
preservacién de alimentos se debe a que producen
dcidos organicos y una gran variedad de sustancias
antimicrobianas como peréxido de hidrégeno
(H,0,), diéxido de carbono (CO,), diacetil y bac-
teriocinas (7, 8). Las bacteriocinas son compuestos
de naturaleza peptidica, sintetizados ribosomal-
mente y que, generalmente, tienen como blanco
la membrana celular. Se clasifican de acuerdo con
sus caracteristicas quimicasy espectros de actividad
en cuatro clases. Los péptidos de clase I tienen un
tamano entre 2 y 6 kDa y son modificados post-
raduccionalmente, mediante la deshidratacién de
serina y treonina y la posterior adicién de cisteina,
para fomar los aminoicidos lantionina y metil-
lantionina. La clase II corresponde a péptidos no
modificados postraduccionalmente, son termoes-
tables y presentan un rango de actividad bastante
limitado. A la clase III pertenecen proteinas con un
peso superior a 30 kDa y sensibles al calor. La clase
IV estd conformada por un grupo heterogéneo de
proteinas que presentan adiciones de carbohidratos
y lipidos (2,9).

Las bacteriocinas han recibido una gran atencién
de la industria alimentaria debido a su aplicacién
potencial en la preservacién de alimentos como
sustitutos de aditivos quimicos (10). La primera
bacteriocina aislada y aprobada para ser utilizada
en alimentos fue la nisina, la cual comenzdé siendo
aplicada para controlar la proliferacién de esporas
de Clostridium botulinum en quesos (11). En la actua-
lidad, las tnicas bacteriocinas utilizadas comercial-
mente son la nisina, producida por Lactococcus lactis
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(NisaplinTM; Danisco, Dinamarca), y la pediocina
PA-1, producida por Pediococcus acidilactici (ALTATM
2431; Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Irlanda).
Otras bacteriocinas, como las lacticinas 3147 y 481,
estdn a la espera de ser comercializadas (1).

Lactobacillus plantarum es una de las bacterias mis
utilizadas en las produccién de alimentos fermen-
tados y hasta el momento se han descrito una gran
cantidad de bacteriocinas producidas por diferentes
cepas (12, 13,14). En este trabajo se reporta el ais-
lamiento y caracterizacién de una cepa nativa de
Lactobacillus plantarum a partir de leche cruda fer-
mentada (15), asi como el aislamiento, purificacién 'y
caracterizacién parcial de su bacteriocina. El espec-
tro antibacterial de dicho compuesto antibacteriano
sugiere que esta cepa o su bacteriocina pueden ser
utilizados como sustancia antimicrobiana de amplio
espectro en la preservacién de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y caracterizacion de Lactobacillus
plantarum LPBM10

La cepa LPBMI10 fue aislada en caldo MRS a par-
tir de leche fermentada naturalmente (sin ningtin
tipo de in6culo) e incubada a 37°C durante 5 dias
en condiciones de anaerobiosis. Después se tomé
1 mL de caldo MRS, se inocul6 en agar MrRS por
profundidad y se incubé bajo las mismas condicio-
nes. A los diferentes aislamientos obtenidos se les
hicieron las pruebas de la catalasa, coloracién de
Gram y produccién de esporas. La caracterizacién
bioquimica de LPBM10 se realizé con la prueba
API 50CHL (bioMérieux, Inc.). Esta presenté el
mejor comportamiento durante el andlisis de las
propiedades probidticas y fue seleccionada para
estudios posteriores (15). La microscopia electré-
nica de barrido (SEM) se llev6 a cabo sobre un
extendido de cultivo fresco de LPBM10 fijado por
calentamiento. La extraccién de plismidos se hizo
segtin la metologfa descrita por Duan et al. (16). La
cepa LPBM10 fue almacenada a -80 °C en caldo
MRS con glicerol al 20%.

Pruebas antimicrobianas y estimacion de la
actividad bactericida

La actividad bactericida se evalué con el método
de difusién en disco en agar Mueller-Hilton ino-
culado con la cepa indicadora correspondiente. En
la superficie del agar se depositaron discos de papel
de filtro de 7 mm de didmetro y tamafo de poro
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de 100 wm, previamente esterilizados. Los discos
tueron impregnados con 20 ul de la solucién y las
cajas incubadas durante 18 h a 37°C. La actividad se
expresé como la diferencia, en milimetros, entre el
radio del halo de inhibicién y el radio del disco de
papel filtro. Las cepas indicadoras utilizadas fueron:
Lactobacillus brevis, Klebsiella sp., Bacillus cereus, Ba-
cillus pumilus, Bacillus subtilis y Serratia marcescens,
Salmonella tiphy (AT CC 6539), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Staphylococcus aureus (ATCC 1395)
y Escherichia coli (ATCC 25922). Todas las cepas
tueron recuperadas en medio BHI a 37°C por 24 h.,
a excepcién del L. brevis que fue activado en caldo
MRS a 30°C por 48 h.

Cinética de crecimiento y produccion de
sustancias antimicrobianas

Se inocularon 100 mL de un cultivo de L.
plantarum LPBM10 en 900 mL de caldo MRS; y se
incub6 a 30°Cy 150 rpm durante 33 h. Se tomaron
10 mL del cultivo cada 3 horas y se monitored el
crecimiento bacteriano determinando la absorban-
cia a 600 nm. Para la medicién de la actividad del
extracto se centrifugaron 9 mL muestra del cultivo
durante 20 min (6000 g, 4°C). El sobrenadante fue
esterilizado mediante filtracién con una membrana
de 0.45 um y se sometié a calentamiento a 80°C
por 10 minutos, con el fin de prevenir la accién de
enzimas proteoliticas. La actividad del extracto libre
de células fue medida por el método de difusién en
disco descrito anteriormente.

Efecto de enzimas, temperatura, pH'y
surfactantes sobre la actividad bactericida

El extracto libre de células se incubé en presen-
cia de proteinasa K a 37°C (Img/mL) por 6 horas;
después de la incubacién, la enzima fue inactivada
por calentamiento durante 30 minutos. Las pruebas
con SDS, Urea, Tween 20®, Tween 80° y Tritén
X-100® se realizaron a una concentracién del 1% en
el extracto libre de células. El efecto del EDTA fue
evaluado a una concentracién de 0.1, 2y 5 mM. La
actividad antimicrobiana fue determinada después
de un periodo de incubacién de 6 horas a 37°C.
Para determinar el efecto del pH, se tomaron 10
wuL de una fraccién de cromatografia concentrada
y se mezclaron con 10 L de solucién tampén (0.1
M acetato, pH 3.6, 4.2, 4.8 y 5.4; fosfato de potasio
0.1 M, pH 6.0, 6.6. 7.3 y 7.8; Tris—HCI1 0.1 M, pH
8.2y 8.6). No se observo ningtin efecto inhibitorio
de las soluciones tampén utilizadas sobre las cepas

indicadoras. La prueba de termoestabilidad se rea-
lizé mediante incubacién a 94°C durante 2 h, se
recolecté 1 mL de muestra cada 10 min. Después
se determing la actividad residual de cada una de
las pruebas y los halos de inhibicién fueron com-
parados con un control apropiado.

Purificacién de sustancias antimicrobianas

El extracto libre de células se dializ6 utilizando
una membrana de didlisis de 3.5 kDa (BioLynx
Inc.). El filtrado se pasé por una columna Biogel
P10 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) de dimensiones
11 x 90 mm, preequilibrada con agua destilada. Se
tomaron fracciones de 0.5 mL y se seleccionaron
aquellas que presentaron actividad antimicrobiana.
Las fracciones activas se unieron, se concentraron
y se analizaron por espectroscopia ultravioleta
en un espectrofotémetro GENESYS 6 (Thermo
Scientific) en un rango de 190-400 nm, tomando
datos en intervalos de 1 nm. La bacteriocina fue
cuantificada utilizando los coeficientes de extincién
a 205 (49.8 mg.ml”".cm™) y 280 nm (262 mg.ml"
!.em™), determinados con el método de Scopes (17).
El espectro infrarrojo se realizé con una muestra
resuspendida en metanol, en un equipo Spectrum
BX con transformada de Fourier (Perkin elmer). La
cromatografia de capa fina se realiz6 en placas de
Silica gel G60 F254 (Merck, Germany), disolviendo
la muestra en metanol y utilizando como eluente
metanol/cloroformo (2:1); ademds el proceso de
revelado se realizé por calentamiento después de
aplicarle una solucién de H,SO /H,O (1:1).

El filtrado de diilisis se pas6 por una columna
de intercambio aniénico (Macro—Prep® DEAE sup-
port) de dimensiones 28 x 3 mm, preequilibrada con
agua destilada. Las sustancias aniénicas se eluyeron
con 2 volimenes de NaCl 50, 200 y 2000 mM y se
evalué la actividad antimicrobiana. La cromatografia
de intercambio catidnico se realizé bajo las mismas
condiciones descritas para la cromatografia de inter-
cambio catidnico utilizando una resina de carboxi-
metilcelulosa (Macro—Prep® CM support).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion bioquimica y morfolégica
de la cepa LBPM10

La caracterizacién preliminar de LPBM10
permite establecer que esta cepa corresponde a un
microorganismo Gram positivo, catalasa negativa,
que forma colonias de tamano grande, cremosas, de
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color beige, con bordes homogéneos y concavas en
agar MRS. LPBM10 tiene potencial probiético, tal
como lo indica su crecimiento a un pH dcido de 2.0
y 0.3% de sales biliares (15). La cepa LPBM10 fue
identificada como Lactobacillus plantarum mediante
caracteristicas morfoldgicas y la fermentacién de
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carbohidratos mediante la prueba API 50CHL (bio-
Meérieux, Inc.) (18, 19). La microscopia electrénica
de LPBM10 muestra que esta bacteria tiene forma
de varilla recta con extremos redondeados y dimen-
siones de ~ 0.7 umx 1.6 um (Véase figura 1). No se
encontraron plismidos asociados a LPBM10.

Figura 1. Microscopia electrénica de barrido de Lactobacillus plantarum LPBM10.

Crecimiento de LBPM10 y produccién de
bacteriocinas

La produccién de sustancias antimicrobianas
por la cepa LBPM10 fue determinada mediante la
medicion de la actividad antimicrobiana del extracto
libre de células en diferentes fases de crecimiento
(Véase figura 2). LBPM10 presenta actividad anti-
microbiana constitutiva con un miximo a las doce
horas, correspondientes al final de la fase exponen-
cial. El maximo de actividad se mantuvo constante
durante 12 horas y comenzé a decrecer a las 27 horas
demostrando que la produccién de bacteriocinas
depende de la fase de crecimiento y es estable en el
medio de produccién durante largos periodos. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Nis-
sen-Meyer et al. (20) y Gonzilez et al. (21), quienes
reportan que la actividad antimicrobiana de L. lactis
y L. plantarum comienza a decaer una vez comienza
la fase estacionaria.

Espectro antimicrobiano de LPBM10

El extracto libre de células de Lactobacillus planta-
rum LPBM10 mostré un efecto antibacterial frente a
bacterias Gram positivas como Bacillus cereus, Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes (ATCC
7644)y Staphylococcus aureus (ATCC 1395); y bacterias
Gram negativas como Salmonella tiphy (ATCC 6539),
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsilella sp. y Serratia
marcescens. No se encontré actividad frente a Lacto-
bacillus brevis, 1o que se explica por la cercania entre
ambas especies que pueden compartir un mecanismo
de defensa frente a sus propios compuestos antimi-
crobianos (9). El efecto bactericida del extracto frente
a las bacterias Gram negativas es interesante ya que
pocos extractos de bacterias acidolacticas han mos-
trado actividad antimicrobiana frente a este grupo de
bacterias. En L. plantarum se ha reportado actividad
frente a bacterias Gram negativas con la plantaricina
35d (22) y las bacteriocinas producidas por las cepas
ST194BZ, ST414BZ y ST664BZ (23).
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Figura 2. Crecimiento de L. plantarum LPBM10 (*) y produccién de bacteriocinas en caldo MRS a 30°C (o).

Efecto de pH, temperatura, enzimas,
surfactantes y EDTA

La actividad bactericida asociada al extracto libre
de células es muy estable en condiciones extremas
de temperatura. El almacenamiento del extracto
a -20 y -80°C no tiene ningtn efecto sobre su
actividad bactericida. El calentamiento durante
2 horas a 95°C tampoco afecta negativamente la
actividad, al contrario, se observa que la actividad
del extracto aumenta al ser calentado previamente.
La estabilidad térmica es una propiedad comin
en las bacteriocinas de bacterias acidolicticas de
bajo peso molecular y muy importante para los
compuestos utilizados como bioconservantes ya que
muchos de los procesos de la industria alimentaria
involucran pasos de calentamiento y preservacién
a bajas temperaturas (21, 23, 24).

La actividad antimicrobiana del extracto de
LPBM10 es mayor entre un pH de 3.6-5.4 con un
méximo a pH 4.2 y presenta actividad reducida
encima de 6.0. Esta dependencia del pH sobre la
actividad puede ser el reflejo de la protonacién
de un aminoicido titulable, tal como se observa
en algunos lantibidticos (25) (Véase figura 3).
Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Gonzilez et al. (21) quienes reportaron que la
plantaricina C producida por L. plantarum LL41
pierde su actividad a pH alcalino. Resultados
similares se han obtenido para algunas sustancias
antimicrobianas producidas por otras cepas de
Lactobacillus y Lactococcus (12, 22, 23, 26).
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Figura 3. Efecto del pH sobre la actividad
de la bacteriocina producida por LPBM10.

A diferencia de otros, Lactobacillus, cuya acti-
vidad antimicrobiana es sensible al tratamiento
con proteasas (23), el extracto libre de células
de LPBM10 conserva su actividad luego de una
incubacién con proteinasa K. Resultados simila-
res fueron obtenidos con la plantaricina 423, la
cual pierde su actividad luego de ser tratada con
proteinasa K, pepsina, papaina y tripsina (12). Sin
embargo, la plantaricina C, pese a ser sensible al
tratamiento con pronasa, tripsina y quimotripsina,
no pierde su actividad en presencia de pepsina y
proteinasa K (21). La resistencia a proteasas es
comun en compuestos como los lantibidticos, los
cuales, al sufrir grandes modificaciones postra-
duccionales, son altamente resistentes a la accién
de estas enzimas hidroliticas (27).
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Se ha demostrado que algunos agentes quelan-
tes como el EDTA ayudan a la potenciacién de la
actividad de compuestos antimicrobianos, espe-
cialmente contra bacterias Gram negativas como
Salmonella enterica y E. coli (28). El secuestro de
cationes desestabiliza la membrana externay facilita
la formacién de poros que permiten la difusién de
bacteriocinas hacia la membrana citoplasmatica. La
actividad del extracto no se afect en presencia de
EDTA, lo que indica que la actividad del péptido es
indiferente a la permeabilizacién de la membrana
externa. Las interacciones con la membrana pueden
ser simuladas con detergentes como SDS, Tween
20, Tween 80y Triton X-100%, los cuales pueden
tener un efecto antagdnico sobre la actividad de las
bacteriocinas. La presencia de detergentes no tuvo
ningn efecto sobre la actividad antibacteriana sugi-
riendo que la particién en un ambiente no polar no
es fundamental en el mecanismo de accién de esta
bacteriocina. Un efecto similar se observa en algu-
nas bacteriocinas tipo I, las cuales se asocian con los
grupos fosfato de precursores de la pared bacteriana,
como el lipido I, pero no necesitan insertarse en la
region lipidica de la membrana (29).

Caracterizacion parcial del compuesto anti-
microbiano

Con el fin de caracterizar el compuesto respon-
sable de la actividad antimicrobiana de LPBM10,
se llevd a cabo su purificacién parcial. Con el fin
de establecer el peso molecular del compuesto se
realizé una didlisis del extracto crudo, utilizando
una membrana con un corte de 3.5 kDa. Al tomar
la fraccién externa se verificé que el compuesto
antimicrobiano habia traspasado la membrana in-
dicando que su peso molecular debe ser menor a
este tamafio de corte. Esta fraccién arrojé resultados
positivos para la prueba de Bradford (30). El filtrado
se concentrd y se pasé a través de una columna de
exclusién P10, la fraccién activa correspondi6 a un
volumen de elucién entre 4.5y 6 mL (Véase figura
4). Las fracciones cromatogrificas parecen estar pu-
ras al ser analizadas por cromatografia de capa fina
(Véase figura 4) y fueron nuevamente positivas para
la prueba de Bradford, indicando que el compuesto
es de cardcter peptidico. La muestra purificada pre-
senta un halo de inhibicién frente a E. coli de 7.5 mm
en una concentracién de 120 mg/mL, comparable al
obtenido con el antibiético ampicilina cuyo halo es
de 3 mm a una concentracién de 100 mg/mL.
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Figura 4. Cromatografia de exclusién del filtrado
de didlisis del extracto libre de células de LPBM10
y actividad de la fraccién purificada.

La muestra purificada fue analizada mediante
espectroscopifa ultravioleta e infrarroja (Véase figura
5). El espectro de absorcién ultravioleta en el rango
190-320 nm presenta maximos a una A de 207 y 274
nm con un patrén caracteristico de proteinas. La
absorcién cercana a una A de 205 nm es atribuible
a los enlaces peptidicos mientras que a una A de
280 nm se atribuye por lo general a los aminoacidos
triptéfano (A= 280) y tirosina (A = 274). El
méiximo a una A de 274 nm sugiere la presencia de
tirosina. En el espectro infrarrojo se observa una
banda a 2664 cm™ caracteristica de mercaptanos
que sugiere la presencia de cisteinas.

Lonaitud de onda (nm)

Frecuencia (cm )

Figura 5. Espectro ultravioleta e infrarrojo
de la bacteriocina producida por LPBM10.
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Con el fin de determinar la carga del compuesto
antimicrobiano, se pasé el filtrado de didlisis por
columnas de intercambio anidnico y catiénico.
En ambos casos, la actividad antimicrobiana fue
detectada en la solucién efluente, lo que indica que
el compuesto antimicrobiano no posee una carga
significativa que le permita adherirse a la columna
en las condiciones de corrido (pH 7.0). De manera
sorprendente, el efluente de la cromatogratia anié-
nica presenté mucha mayor actividad respecto a la
muestra inicial (Véase figura 6). Este resultado su-
giere la presencia de un inhibidor de la bacteriocina
de caricter anidnico. Si se tiene en cuenta que la ma-
yorfa de los péptidos antimicrobianos interacttian
con lipidos aniénicos de la membrana bacteriana,
es posible que el efecto inhibitorio sea ocasionado
por la presencia de remanentes de estos lipidos en el
filtrado de dialisis. Este resultado explica el aumento
de la actividad antimicrobiana cuando el extracto
es sometido a calentamiento.

Pese a que existen varios procesos en la industria de
alimentos para prevenir o minimizar la contaminacién
bacteriana, los casos de intoxicacién ocurren atin con
frecuencia. En este sentido, las bacterias tienen una
importante aplicacion prictica en el mejoramiento de
lavida ttil de alimentos y la prevencién de transmision
de enfermedades. Una bacteria cuyo control merece
particular atencién es L. monocytogenes, ya que este s
un microorganismo ubicuo en el ambiente que pu-
ede persistir durante largos periodos a temperaturas
de refrigeracién y altas concentraciones de sal. Son
numerosos los casos de listeriosis reportados en el
mundo. Por ejemplo, sélo en los Estados Unidos,
se estima que L. monocytogenes es responsable de
500 muertes anuales (31). Otros microorganismos
responsables de enfermedades transmitidas por ali-
mentos son bacterias Gram negativas como Escherichia
coli, Campylobacter y Salmonella entre otros (32). En la
industria de alimentos, las bacterias Gram negativas
representan un gran problema econémico y de salud
publica ya que presentan una resistencia inherente a
algunos de los compuestos antimicrobianos utilizados.
Esto hace que la sustancia antimicrobiana producida
por L. plantarum LPBM10 tenga una prometedora
aplicacion al ser activa frente a bacterias Gram nega-
tivas, a diferencia de la gran mayoria de bacteriocinas
reportadas hasta el momento.

Las bacteriocinas pueden ser incorporadas en
los alimentos en forma pura, mediante adicién de
un ingrediente previamente fermentado por una
cepa productora o mediante la utilizacién de in6-

culos bacterianos productores de bacteriocinas in
situ. Para examinar el potencial de utilizacién de la
bacteriocina LPBM10 en alimentos serd necesario
caracterizar en detalle la secuencia de aminodcidos
y/o clonar su gen codificante para determinar su
similitud con otros compuestos antimicrobianos
descritos en la literatura. También serd necesario
optimizar los métodos de produccién y purificacién
que permitan la obtencién de grandes cantidades de
este compuesto a costos mis reducidos para que sea
viable su produccién industrial a gran escala.

Figura 6. Efecto del calentamiento (A),
intercambio catiénico (B) y aniénico (B)
sobre la actividad bactericida del dializado
del extracto libre de células de LPBM10.
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