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Introducciéon

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas
producidas por humerosas especies de bacterias
lacticas con capacidad inhibitoria frente a
microorganismos contaminantes y patdgenos de
alimentos incluyendo Clostridium perfringes,
Staphylococcus aureus, Brochothrix
thermosphacta. y Listeria monocytogenes. Estos
metabolitos naturales usados como una barrera
adicional en la biopreservacion de productos
carnicos podrian reemplazar la adicion de
antimicrobianos como los acidos organicos y sus
sales.

Las bacteriocinas son péptidos catidnicos,
hidrofdbicos y difieren ampliamente en
caracteristicas tales como peso molecular,
presencia de ciertos amino acidos (aa), punto
isoeléctrico (pI) y modificaciones post-
traslacionales de algunos aa.

Esta heterogeneidad dentro de las bacteriocinas
justifica los diferentes procesos desarrollados para
su purificacion, los que incluyen la precipitacion de
proteinas mediante sales seguido de filtracion en
gel, cromatografia de intercambio idnico y HPLC
entre otros.

En este trabajo se disefiaron estrategias con el fin
de purificar dos bacteriocinas catidnicas producidas
por Lactobacillus curvatus CRL705, lactocina 705 y
lactocina AL705, activas frente a Lactobacillus
plantarum CRL691 vy Listeria innocua 7,
respectivamente.

La precipitacion con sulfato de amonio fue la etapa
inicial y luego se realizo:
1) extraccion organica con isopropanol,
2) cromatografia en fase sélida usando
columnas C18 y elucion con soluciones de
isopropanol y acetato de amonio 200mM.

Por otro lado las bacteriocinas parcialmente
purificadas se incorporaron mediante
inmersion (soaking) en filmes destinados al
envasado de salchichas a fin de obtener filmes
activos antimicrobianos.

Metodologia / Descripcion Experimental

Microorganismos y condiciones de cultivo.

L. curvatus CRL705, productor de lactocina 705 y
lactocina AL705 vy L. plantarum CRL691 usado
como indicador de lactocina 705, fueron aislados
de embutidos artesanales Argentinos ™1 L.
curvatus CRL1579, obtenido a partir de L. curvatus
CRL705 es productor de lactocina AL705
(compuesto antilisteria). Las cepas de Bl fueron
cultivadas en MRS a 300°C. Listeria innocua 7,
indicador de lactocina AL705 (cedida por La Unité
de Recherches Laitiéres et Génitique Appliqueé,
Francia) fue cultivada en caldo TSB + extracto de
levadura al 0.5% a 30°C.

Obtencion de bacteriocinas.

El cultivo libre de células de L. curvatus CRL705 se
precipitd con sulfato de amonio (44%) como etapa
inicial en todas las estrategias ensayadas. (1)
Extraccién con isopropanol: luego de la saturacion
con NaCl; se realizaron tres extracciones con
isopropanol (1/4 del volumen inicial de la solucion)
(21, (2) Cromatografia en fase sdlida: se usd una
columna C18M™ y como eluyentes 4 volumenes de
acetato de amonio (200mM) + isopropanol al 10,
30, 40, 50 y 100%.

Los residuos de isopropanol fueron descartados en
frascos de vidrio y almacenados en sala de
residuos peligrosos hasta su posterior recoleccion.

Cuantificacion de la actividad antimicrobiana
y dosaje de proteinas.

La actividad antimicrobiana se determiné por el
método de difusion en agar'® usando como
organismos sensibles L. plantarum CRL 691 y L.
innocua.7 La concentracion proteica se establecio
mediante el método de Bradford.
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Obtencion de filmes activos antimicrobianos.

Filmes multicapa de cara interna de polietileno se
sumergieron durante 1 hora en las soluciones de
bacteriocinas parcialmente purificadas. Luego de la
incorporacion, se lavaron con agua destilada
estéril, se secaron a 50°C durante 10 minutos y se
ensayaron frente a los microorganismos sensibles.
Se realizaron controles negativos sumergiendo los
filmes en isopropanol durante 1 hora.

Resultados
Purificacion de las bacteriocinas

Si comparamos el porcentaje de proteinas
eliminado respecto a la solucién inicial para las
distintas estrategias de purificacion, se observa
que por el método (2) se alcanza mayor
pureza. (ver Fig 1)
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Fig. 1: Porcentaje de proteinas eliminadas respecto
a la solucidn inicial. (1) Extraccion con isopropanol.
(2) Extraccion en fase solida

AL comparar las actividades relativas de las
bacteriocinas parcialmente purificadas, se observa
gue en la extraccidon con isopropanol se obtiene
una mayor actividad inhibitoria respecto a la
extraccion en fase solida (ver Fig 2).
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Fig. 2: Actividad relativa (fraccion purificada/fraccion
inicial) de las fracciones obtenidas mediante las distintas

estrategias de purificacion. (1) Extraccién con
isopropanol, (2) Extraccién en fase soélida.

Obtencion de filmes activos antimicrobianos

Luego de sumergir un filme de cara interna de
polietileno en la solucion obtenida por (1) y lavarlo
con agua, este presenta actividad antimicrobiana
frente a L.innocua7 (ver Fig 3) y L.plantarum
CRL691(ver Fig 4 ). No ocurre lo mismo para la
solucidn activa obtenida por el método (2). Los
controles negativos no presentaron actividad.

Fig. 3: Filmes tratados con la solucion de bacteriocinas
parcialmente purificada obtenida por extraccion con
isopropanol ensayados frente a L.innocua?’.

Fig. 4: Filmes tratados con la solucién de bacteriocinas
parcialmente purificada obtenida por extraccién con

isopropanol ensayados frente a L.plantarum CRL691.
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Conclusiones

Las sucesivas diluciones que se producen cuando
se realiza extraccion en fase soélida como método
de purificacion son las responsables de la
disminucion de la actividad antimicrobiana en el
mismo, debido a la cual no se puede obtener un
filme antimicrobiano por inmersion. En el caso de
la extraccion con isopropanol, ademas de la mayor
actividad antimicrobiana obtenida, este método es
simple y facil de llevar a cabo, por ello fue elegido
para la purificacion parcial de las bacteriocinas. Si
bien el isopropanol resulta nocivo en caso de
ingestion o inhalacion; en el proceso de desarrollo
del filme antimicrobiano existe una etapa de
lavado con agua y un posterior secado, con lo que
se aseguraria la eliminacion casi total del mismo.
No obstante, este compuesto se encuentra en la
lista positiva de aditivos para materiales plasticos
destinados a la elaboracion de envases en contacto
con alimentos sin limite de restriccion. P!

La posibilidad de obtener envases con actividad
antimicrobiana a partir de filmes para productos
carnicos permitiria evitar el deterioro del alimento
debido a contaminaciones post-proceso.
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