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Abstract

Bacteriocins produced by lactic acid bacteria are natural bioactive compounds that can be used as
food preservatives, the addition of bioactive ingredients to foods affect its bioactivity. These
works study the activity and stability of the bacteriocin produced by the Pediococcus acidilactici
ITV 26 encapsulated in calcium alginate beads. The bioactivity was evaluated measuring the
antilisterial activity of the encapsulated bacteriocin, on model food. P. acidilactici ITV 26 was
cultivated on MRS broth and incubated at 37° C for 18 h for the production of bacteriocin. Listeria
innocua was a sensitive strain. The stability was determined in glucose and albumin to 2.0, 5.0 and
10 % (p/v). The crude extract of bacteriocin (BCE) was encapsulated by extrusion in calcium
alginate to 1%. The experimental release results were analysed by ANOVA. An activity
significant difference (a > 0.05) between glucose to 5 % and 2 % compared against the glucose to
10 % was observed. The albumin to 2 % was significant different with regard to albumin to 5 and
10 %. It was observed a main stability of the bacteriocin when it was contacted with glucose at 10
% and albumin at 5 %, remaining 87.5 % of it is original activity in both treatments.

11 Introduccién

Las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas y utilizadas como conservadores en alimentos
pueden sufrir una disminucién importante en su actividad por efecto de los diferentes
componentes de un alimento, pH, azucares, proteinas, lipidos y sales. Una alternativa es utilizar
alginato de calcio para encapsular a dichas bacteriocinas, protegiendo su actividad y asegurando
su estabilidad como parte del desarrollo tecnolégico considerado como microencapsulacion, por
medio de la cual es posible la adicion de compuestos bioactivos a los alimentos, las cuales han
demostrado efecto contra bacterias alterantes y patégenas como Listeria monocytogenes [1,6].

11.1 Metodologia
Cepas y condiciones de cultivo

P. acidilactici 1TV 26 conservada por liofilizacion, se cultivé en caldo MRS y se incub6 a 37° C
por 18 horas. La cepa se conservo en glicerol al 40 % (v/v) a -20° C

La cepa sensible fue Listeria innocua AST 062, se cultivo en caldo LB a 37° C por 18 horas. Fue
conservada en glicerol al 40 % (v/v) a-20° C

Determinacidén de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se determind por el método de difusion en agar [7], a partir de un
cultivo fresco de L. innocua AST-062. Se prepararon placas de agar LB, por la técnica de vaciado
en placa. Posteriormente se perforaron pozos sobre los cuales se depositaron 30 pL de las
muestras de bacteriocina a evaluar, previamente diluida con regulador de fosfatos. Las placas se
preincubaron a temperatura de refrigeracion y posteriormente se incubaron a 37° C La actividad se
expreso en UA/ml.
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Preparacion de los Modelos de Alimentos

Se preparo una solucion de albumina de suero bovino al 2, 5y 10 % (p/v), una solucion de glucosa
al 2,5y 10 % (p/v). Ambas soluciones se procesaron con regulador de fosfatos. Por otra parte, se
prepard una emulsion de lecitina al 2 y 5 % con NaCl

Produccion y purificacion de la bacteriocina

P. acidilactici ITV 26 se cultivé en caldo MRS y se incubé a 37° C por 18 horas. La purificacion
se realizo por el método de adsorcion-desorcion celular [8]. La bacteriocina purificada se congeld
y liofiliz6 antes de evaluar la actividad P. acidilactici 1TV 26 se incub6 a 37° C por 18 horas,
posteriormente el cultivo se sometio a un tratamiento térmico a 70° C por 30 minutos y se ajusto el
pH a 5.5 e incubo a 4° C, para favorecer la adsorcion de la bacteriocina a las células productoras,
se centrifugo a 12, 000 x g a 4° C por 20 minutos. Se obtuvo el sobrenadante libre de células
(extracto crudo de bacteriocina) se ajusté a pH 6.8 con NaOH al 5 % (p/v) y se filtr6 a través de
membrana Millipore (0.22 pm). Se almacen6 en condiciones estériles, se conservo en congelacion
hasta la determinacion de su actividad. Las células obtenidas se lavaron dos veces con regulador
de fosfatos, se centrifugaron en las condiciones antes mencionadas, el sobrenadante asi obtenido
se conservo en congelacion. El paquete de células se resuspendio en NaCl 100mM pH 2.0 para
lograr la desorcién de la bacteriocina y se centrifug6. La muestra de bacteriocina obtenida se
ajusté a pH 6.8, se congelo y liofilizo.

Encapsulacion de la bacteriocina

La encapsulacion de la bacteriocina, se realizo por la técnica de gelificacion ionica y extrusion [4].
La bacteriocina purificada, se mezcl6 con alginato de sodio al 1% (p/v), la mezcla se extruy6 por
medio de una jeringa para insulina (30G x 13 mm) en una solucién de CaCl, 0.3 M.

Las cépsulas obtenidas se filtraron a través de papel Whatman, se almacenaron en
condiciones estériles y se sembraron en los pozos de las placas de agar LB inoculado con la cepa
sensible. Las placas se preincubaron a temperatura de refrigeracion y se incubaron a 37° C por 12
horas. Posteriormente se observaron para determinar la presencia de halos de inhibicion.
Determinacion de Proteina

La determinacion del contenido de proteina en las muestras de bacteriocina se realizé por el
método de Bradford [3], utilizando albumina de suero bovino como proteina estandar.

11.2 Resultados y discusion
Actividad antimicrobiana de la bacteriocina
La actividad de la bacteriocina expresada en unidades de actividad por ml, asi como en unidades

de actividad por miligramo de proteina, en las muestras purificadas y en extracto crudo, se observa
en latablal
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Tabla 11 Actividad de la bacteriocina purificada y en extracto crudo

Muestra Actividad Actividad
(UA/mI) (UA/mg)

Bacteriocina 6,600 22,405

Purificada

Bacteriocina 2,333 11,017

ECB

Actividad de la bacteriocina encapsulada en modelos alimenticios

Se observd que la recuperacion de la actividad de la bacteriocina encapsulada en alginato de
calcio, fue del 87.5 % en los tratamientos formulados con albumina al 10 % y 5 %, asi como en los
tratamientos con glucosa al 10 y 5 %, en comparacion a la recuperacion de la actividad observada
en los tratamientos con albumina y glucosa a una concentracion del 2 %, en los cuales se recupero
el 54.0 % de la actividad original, como se observa en la figura.

Figura 11 Recuperacion de la actividad de la bacteriocina encapsulada en los sistemas
alimenticios modelo

Albrmina Snion

- ey i [

[ ——
[ ——

11.3 Discusién

Las muestras de bacteriocina purificada por el método adsorcion-desorcion celular, presentaron
una actividad mayor en comparacion a la actividad observada en las muestras de bacteriocina en
extracto crudo, lo cual se ha reportado en el caso de Pediocina PA-1/AcH purificada por este
método, que se basa en la afinidad que existe entre las moléculas de bacteriocina y la membrana
de las células productoras en funcion del pH. Reportandose para esta bacteriocina una actividad de
800 UA/ml vy 3,276,800 UA/ml en muestras en extracto crudo y muestras obtenidas
posteriormente al proceso de dialisis y precipitacion, respectivamente [2].

La bacteriocina encapsulada en alginato de calcio inhibio el crecimiento de la cepa
sensible, observandose halos de inhibicion. Lo cual sugiere que la actividad de la bacteriocina fue
estable después del proceso de encapsulacion, aun después de estar en contacto con los modelos
de alimentos, a diferentes concentraciones. Estos resultados son congruentes con lo reportado para
otras bacteriocinas como lo sefialan estudios realizados sobre la actividad de la bacteriocina
sintetizada por Enterococcus faecium CRL 1385 encapsulada por gelificacion idnica, sobre las
celulas de L. monocytogenes 99/287. Demostrando que la enterocina inhibio el crecimiento del
patdgeno en dos ciclos logaritmicos, en medio sélido y liquido [4,5].
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11.4 Conclusiones

De los modelos alimenticios utilizados, la albumina a menor concentracion fue el factor que causé
la mayor disminucion de la actividad de la bacteriocina en extracto crudo.

La encapsulacion de la bacteriocina de P. acidilactici ITV 26 por extrusion utilizando
alginato de calcio como material encapsulante, es un método viable para ayudar a estabilizar la
actividad antimicrobiana, protegiéndola del efecto de los ingredientes de un alimento.

El método de purificacion por adsorcion celular permitié obtener bacteriocina purificada,
la cual se utilizara en posteriores estudios.
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