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ABSTRACT. The in vitro inhibitory activity of enterocin-35 produced by Enterococcus faecium CRL 35,
was studied against Listeria monocytogenes, isolated from sea foods. Optimal growth conditions of the en-
terocin-35 producing strain, for higher bacteriocin production and improve the extraction and purifica-
tion of these peptides, were applied. A crude extract of enterocin-35 was assayed in a frozen seafood artifi-
cially contaminated with Listeria monocytogenes isolate, simulating at laboratory scale an eventual appli-
cation of this biopreservant in a routine production process at factory level. The feasibility of biopreserva-
tion of seafoods by means of bacteriocins is proposed and discussed.
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RESUMEN. Se estudié la actividad inhibitoria in vitro de enterocina-35 producida por Enterococcus fae-
cium CRL 35, contra Listeria monocytogenes aislada desde productos marinos. Se aplicaron las condicio-
nes optimas de crecimiento de la cepa productora de enterocina-.35 y un método de extraccién y purifica-
cién de estos péptidos para obtener los més altos rendimientos de produccién de l2 bacteriocina. Se ensayd
la actividad de un extracto crudo de enterocina-35 sobre un producto marino congelado artificialmente
contaminado con Listeria monocytogenes, simulando a escala de laboratorio una eventual aplicacion de es-
te biopreservante en un proceso industrial. Se propone y discute la factibilidad de biopreservacién de ali-

mentos marinos por medio de bacteriocinas.
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INTRODUCCION

El término bacteriocina fue formalmente descrito por
Jacob et ai'®, para designar moléculas, sintetizadas por es-
pecies bacterianas de la familia Entercbacteriaceae, las que
ademds de presentar caracteristicas antibidticas, presentan
actividad bactericida intraespecifica sobre especies homo-
logas, al unirse a receptores especificos de la superficie
celular y hacer actuar un grupo proteico biolégicamente
activo,

Sin embargo, ademds de las enterobacterias, numerosas
bacterias productoras de dcido lactico, presentes en plantas
y animales, pueden producir bacteriocinas con actividad
sobre especies bacterianas patogenas.>>4*57 Estas bacte-
riocinas de bacterias cido lacticas difieren de las produci-
das por enterobacterias en: {a) su expresién genética puede
estar codificada por plasmidos o asociada a transposones;'®
(b) su accion bactericida sobre especies de bacterias Gram
positivas generalmente relacionadas;’>** (c) su naturaleza
proteica, de bajo peso molecular’ y (d) su ocasional es-
tructura de varias cadenas polipeptidicas'****" o de pro-
teinas asociadas a lipidos o grupos de carbohidratos.?>%

El conocimiento de su accidn bactericida, estructura
espacial, peso molecular y secuencias aminoacidicas per-
mitié6 a Klaenhammer?' clasificar las bacteriocinas de las

bacterias acido lacticas en cuatro clases denominadas como
I, II, 11l y 1V internacionalmente aceptadas.

Por otra parte, la presencia de cisteina como constitu-
yente estructural de las bacteriocinas de bacterias acido
lacticas, permitieron a Jack er al'’ postular la siguiente cla-
sificaci6n alternativa, como lantibidticos, cistibidticos y
tiolbidticos.

El mecanismo mediante al cual las bacteriocinas de
bacterias acido ldcticas ejercen su accion letal no esté aun
del todo claro, pero parece ser que las células que actian
como blanco de accién de estas moeléculas perderian su
viabilidad debido a que las bacteriocinas se unen primaria-
mente a receptores de tipo no especifico a estas células (el
4cido lipoteicoico) y que solo cuando estos sitios estdn sa-
turados, y la pared ha cambiado de configuracién espacial
por interacciones moleculares, las bacteriocinas tendrian
acceso a receptores especificos ubicados a nivel de mem-
brana citoplasmatica, lo que provocaria cambios en la inte-
gridad de ésta.’

Como resultado de esta desintegracion, las células per-
derfan iones potasio, moléculas absorbentes de radiaciones
ultravioleta y otros componentes celulares hasta llegar a la
muerte. En bacterias Gram positivas resistentes, no existiri-
an receptores especificos, o éstos no estarian disponibles
para fa unién.’
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Por las caracteristicas de sintesis, actividad e inocui-
dad, diversas aplicaciones de uso de las bacteriocinas se
han descrito como preservante bioldgico de alimentos de
diverso origen,'"'5233! Egta aceptacion del empleo de
bacteriocinas como una alternativa “natural” para la preser-
vacion de alimentos ha despertado interés en productores
cuyos mercados les presentan exigencias estrictas de cali-
dad microbioldgica.

Uno de ellos es el sector pesquero, que a partir de ma-
teria prima de alta perecibilidad, debe ser capaz de ofrecer
productos terminados de larga duracion, para poder acce-
der a mercados internacionales. No solo interesa una redu-
cida carga microbiana, sino la ausencia de patégenos de
importancia sanitaria que constituyen un riesgo epidemio-
légicos.

En este sentido, la bacteria Listeria monocytogenes a
tomado gran importancia y se encuentra prescrita en la ma-
yoria de las normativas de calidad de los mercados exter-
nos por ser el agente etioldgico de la listeriosis, una enfer-
medad infecciosa transmitida también por los alimentos,
que se manifiesta en infecciones intrauterinas, granuloma-
tosis infantiséptica, sepsis, meningoencefalitis e infeccio-
nes focalizadas.”?

En virtud de estos antecedentes, es interesante estudiar
un modelo de tratamiento de un producto pesquero de alto
riesge, con una bacteriocina de conocida acecién sobre este
patégeno como lo es enterocina-35, producida por Entero-
coccus faecium CRL35,"*" con el objeto de validar la po-
sibilidad de disefiar un tratamiento biopreservante a nivel
industrial, que permita eventualmente disminuir la carga
microbiana y/o eliminar L. monocytogenes.

Atendiendo su valor agregado y por ende su importan-
cia econdmica, se decidié realizar el presente estudio utili-
zando como modelo las colas del camarén Heterocarpus
reedi, que manufacturan industrias de la VIII Regién de
Chile a la forma de producto congelado.

MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y medios de cultivo, La cepa E.
Jaecium CRL35 productora de enterocina-35 usada en esta
investigacidn, fue aislada desde Queso Tafi en el centro de
Refer:la;lcia para Lactobacilos de Argentina por Farias ef al
1994,

La cepa de L. monocytogenes MICI utilizada como
modelo experimental fue aislada de colas del camarén .
reedi, que elaboran las industrias de la VIII Regién de Chi-
le a la forma de producto congelado. Su aislamiento fue
realizado de acuerdo a la metodologia descrita por McBri-
de & Girard,**

El extracto de enterocina-35 fue preparado a partir del
cultivo de la cepa CRL3S en medio LAPTg.?® Para el cre-
cimiento de L. monocytogenes, se utilizé caldo soya tripti-
casa (Merck) y agar soya tripticasa (Merck).

Produccion de extracto de enterocina-35. £. faecium

Bacteriocina de Enterococcus faecium activa sobre Lysteria
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CRL35 fue inoculado en 3 litros de medio LAPTg e incu-
bado a 37°C durante 24 h. La enterocina-35 se extrajo a
partir de este cultivo por el método de adsorcion y desor-
cién de Yang et al 1992 modificado, que consistié en ca-
lentar el cultivo a 70°C por 25 min, ajustando su pH a 6.0
con NaOH 4M y centrifugando a 15,000 x g por 15 min. El
residuo sélido se lavo dos veces con solucion reguladora
fosfato salino 5 mM, pH 6.5. Luego fue resuspendido en
1710 del volumen original de NaCl 100 mM, ajustando a
pH 2.0 con H;PO, 5% y mezclando por agitacion magnéti-
ca a 4°C por 1 h. Finalmente, las células fueron separadas
por centrifugacién a 29,000 x g por 20 min, evaluando la
actividad antibacteriana del sobrenadante.

Cuantificacién de la actividad antibacteriana. La
cuantificacién de la actividad del extracto se llevé a cabo
mediante la técnica de difusion en pocillos, descrita por
Fleming et af (1975) y modificada por Farias et al."?

. Se inocularon 30 ml de un cultivo de la cepa sensible
en 5 ml de agar soya tripticasa con 0.8 % de agar-agar
atemperado a 40°C {(agar blando) y se verti6 sobre una pla-
ca conteniendo €l mismo medio de cultivo con 1.5 % de
agar-agar (agar duro). Una vez solidificada la capa superfi-
cial, se perforaron sendos pocillos de 4 mm de didmetro
con bombilla plastica estéril, dentro de los que se coloca-
ron 25 ml de diluciones del sobrenadante (1:2 hasta
1:1024).

La actividad antagénica se cuantifict en “unidades ar-
bitrarias por mililitro” (UA/ml), calculada por la relacién
matemética: 1000 * V =1 * D; donde V es el volumen de
inéeulo en el pocillo de siembra (en este caso 25 ml), y D,
la més alta dilucién capaz de inhibir el crecimiento de la
cepa indicadora,®

Determinacién de MICs. En el estudio de la aplica-
cién de la bacteriocina como biopreservante, fue necesario
obtener aproximaciones experimentales de la concentra-
cidn in vitro que tiene un mayor efecto inhibitorio o letal
sobre cepas de L. monocytogenes. Para ello se investigaron
las concentraciones minimas inhibitorias de enterocina-35
sobre la cepa modelo.

Se evalud la concentracién minima inhibitoria de la
enterccina-35 sobre la cepa MICI variando el tamafio de
indculo y la temperatura de incubacién. Se usaron indculos
de 10° y10* UFC/m! y temperaturas de incubacion de 4 y
37 °C. Se trabajé en duplicado con tiempos de incubacién
de 18 h para 37°C y de 6 dias para 4°C.

La mas baja concentracién de enterocina-35 que impi-
di6 el desarrollo bacteriano fue calificada como la concen-
tracion minima inhibitoria,

Determinacién de cinética de muerte bacteriana.
Para evaluar la cinética de muerte o inhibicién bacteriana
se agregaron 80 UA/ml, 160 UA/ml, 500 UA/ml y 1000
UA/mI de entrocina-35 a cultivos de L. monocytogenes en
caldo soya tripticasa con una densidad poblacional de 10*
UFC/ml, los que se incubaron a 4°C por 7 h. Posteriormen-
te se cuantificd su efecto sobre la poblacién blanco por me-
dio de recuentos bacterianos viables a 37°C en agar soya
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tripticasa.

Ensayos de biopreservacion. El estudio de biopreser-
vacidn se realizé sobre el modelo experimental de colas de
camaron congelado. Se contaminaron artificialmente por
aspersién con L. monocytogenes las muestras del producto
congelado. El agua de aspersion contenia diferentes pro-
porciones de enterocina-35, asi, esta etapa, cuya finalidad
es reducir la deshidratacién producida por el congelamien-
to, eliminar el hielo formado en exceso y otorgar al pro-
ducto un aspecto brillante y atractivo al consumidor, per-
mitiria adicionalmente reducir la viabilidad celular de la
cepa contaminante de L. monocytogenes.

Se obtuvieron camarones de una empresa pesquera lo-
cal, que fueron esterilizados en autoclave (121°C/15 min)
para eliminar su flora bacteriana, y se distribuyeron en 42
bolsas estériles con 10 g por bolsa, fas que constituyeron
sendas unidades experimentales.

Se dividieron en seis series de siete unidades experi-
mentales, las que fueron contaminadas con L. monocytoge-
nes a concentracion de 10' UFC/ml y posteriormente con-
geladas a -20°C por 18 h,

Luego del congelamiento y emulando el efecto de as-
percidn, cada serie fue inoculada con enterocina-35 a con-
centraciones: de 40 UA/mI para la serie 1, 80 UA/mI para
la serie 2, 160 UA/mt para la serie 3, 320 UA/m] para la
serie 4 y 500 UA/m| para la serie 5. Todas las series fueron
almacenadas a -20°C.

Para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones
de enterocina-35, se controld diariamente la sobrevida de
L. monocytogenes en cada unidad por medio de la técnica
de recuento del Namero Mas Probable en series de tres
tubos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién de extracto de enterocina-35. El extracto
semipurificado de enterocina-35 preparado por el método
de Yang er al®® presentd una actividad de 10,240 UA/ml,
La utilizacion de este método permite obtener una solucién
de bacteriocinas con caracteristicas incoloras, que no inter-
fiere en una utilizacién posterior, ya sea en forma directa o
previa purificacion. Esta condicion, se traduce en una im-
portante ventaja respecto a la utilizacién dei método de
Gonzalez & Kunka,'® que se basa en la precipitacién de
proteinas con sulfato de amonio, ya que de este Gltimo mé-
tedo se obtiene un extracto coloreado y turbio, que even-
tualmente es capaz de manchar y producir pardeamiento en
la superficie aplicada,

Determinacién de MICs. La posible aplicacién de la
bacteriocina en estudio para obtener un alimento libre de 1.
monocytogenes requirid conocer la concentracion minima
inhibitoria de esta bacteriocina sobre la cepa modelo.

El efecto de la temperatura y del tamafio de in6culo
sobre la concentracidn minima inhibitoria de enterocina-
35, se muestra en la fig. I. Un aumento cuantitativo del
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Fig. 1. Concentracién minima inhibitoria de enterocina-35
sobre Listeria monocyvtogenes MIC1, en diferentes condi-
ciones de temperatura y tamafio de indculo.

inéculo subié la concentracidén minima inhibitoria, lo que
ya fue descrito por Pucci et af*® para la pediocina PA-1
sobre L. monocytogenes, aun cuando los valores de con-
centraciones minimas inhibitorias encontrados por estos
investigadores son menores que los descritos en esta inves-
tigacién.

Por otra parte, la concentracién minima inhibitoria fue
menor a 4°C que a 37°C. No se dispone de informacién
que explique este fendmeno, pero probablemente, en con-
diciones de crecimiento a bajas temperaturas, esta bacte-
ria psicrofila presenta modificaciones en su estructura de
pared. La disposicion espacial de los acidos teicoicos po-
dria influir en la menor cantidad de bacteriocina necesaria
para producir cambios conformacionales de estas estructu-
ras, favoreciendo una via de acceso hasta 1os receptores de
membrana citoplasmaitica.

Determinacién de la cinética de muerte bacteriana.
La fig. 2 muestra la cinética de declinacion poblacional de
L. monocytogenes a tamafios de indculo pequefios y a una
temperatura de 4°C, detenminada para establecer la accion
bactericida o bacteriostatica de la enterocina-335.

El menor efecto de la enterocina-35 fue a concentra-
cion de 80 UA/ml, que provocd una disminucion de 2 ér-
denes de magnitud de la poblacién en los primeros 90 mi-
nutos. Esto sugiere que la cantidad de bacteriocinas activas
ne fue suficiente para gjercer su efecto sobre la totalidad de
la poblacién bacteriana.

Sin embargo, concentraciones superiores a la minima
inhibitoria fueron letales sobre toda ta poblacién bacteria-
na.

Ensayos de biopreservacion. Para estudiar el efecto in
situ de esta bacteriocina sobre colas de camardn congelado
se debid enfrentar algunos problemas experimentales, Por
la inexistencia de registros de las cargas bacterianas de I,
monocylogenes en alimentos de origen pesquero, se deci-
di6 tomar como referencia las cuantificaciones presentadas
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Fig. 2. Efecto de la enterocina-35 sobre una poblacién de 10* UFC/mI de Listeria monocytogenes a 4°C.
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Fig. 3. Efecto de enterocina-35 sobre Listeria monocytogenes en camarones congelados, contaminados artificialmente con

10* UFC/g.

por Jay,'? quién informé que en la mayoria de los casos
esta bacteria no sobrepasa el orden de 10* UFC/g de ali-
mento,

Para la cuantificacidn de L. monocytogenes en las colas
de camardn congelado y por la dificultad de recuperacion
de esta bacteria por siembra directa en medios de cultivos
selectivos, se esterilizd el producto, aun cuando este proce-
dimiento no es usado en la industria. Esto posiblemente
altera la estructura del alimento, pero, se debié asumir este
riesgo para poder cuantificar L. monocytogenes en el mo-

delo experimental.

Como en el laboratorio no podia realizarse ta aspersidn
de agua en aerosol sobre las colas de camarén congelado,
se utilizé la inoculacién directa del liguido que contenia las
bacteriocinas dentro de cada unidad experimental, y distri-
buyéndola homogéneamente en forma manual. El volumen
usado para la aspersién fiue de [0% del peso contenido en
cada unidad experimental, similar a la utilizada en la in-
dustria pesquera.

La fig 3 muesira los resultados de los ensayos de simu-
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lacién industrial de la aplicacién de la bacteriocina. Debe
recordarse que en el ensayo in vitro, la distribucitn de bac-
terias y bacteriocinas fue relativamente homogénea, ade-
més de no haber influencia de grasas, alta concentracién de
proteinas, sélidos y temperatura de congelacién, lo que
dificulta la difusién de las moléculas.

Por ello se necesitaron mayores concentraciones de
enterocina-35 para lograr disminuciones de L. monocytoge-
nes en el alimento. En el experimento de simulacién indus-
trial, se requirié concentraciones de enterocina-35 de 500
UA/g para disminuir la peblacién de L. monocytogenes en
dos drdenes de magnitud. Al estar el alimento almacenado
a -20°C, es posible que tanto el tiempo requerido por la
bacteriocina para ilegar a la célula blanco, como el conge-
lamiento de la fase liquida, y fa captura por las grasas pre-
sentes, sean factores que incidieron en el aumento de las
concentraciones necesarias para la accién biopreservante,
aunque es fundamental insistir en la mejora del modelo.

La enterocina-35 presenté mejores efectos letales a me-
nores concentraciones que la pediocina PO2 que El-
Khateib et al."' emplearon en came. Para disminuir en 90
% la poblacion de L. monocytogenes en 50 h se requirieron
3.2 x 10’ UA/ml de bacteriocina. Por otra parte, Rodriguez
et al (1997),%° usaron la enterocina-4 en concentraciones
del orden de 10° UA/mi para observar efectos letales. En
todos fos casos se observa un efecto letal sobre las pobla-
ciones blanco, sin embargo, no existe una informacién
concereta respecto a la conveniencia econémica de su uso
a escala industrial, como tampoco de la inocuidad que es-
tas bacteriocinas, incluyendo a enterocina-35 tengan para
€l consumo directo. Solamente por los antecedentes que
informa Farias®® sobre la sensibildad de enterocina-35 a
proteasas que incluyen las intestinales humanas es posible
asumir que estas moléculas pueden ser ficiimente degrada-
bles al momento de su consumo, lo que minimiza los ries-
gos, no obstante, es necesario realizar Jos ensayos toxicol6-
gicos pertinentes para asegurar este punto.

Finalmente, la enterocina-33, al ser inactivada por ac-
cién de proteasas gastrointestinales y ser estable a condi-
ciones de almacenamiento y variaciones de temperatura es
una bacteriocina potencialmente efectiva como biopreser-
vante. Por esta razon, podria ser interesante estudiar su
aplicacion a ofro tipo de alimentos, ademds de realizar su
caracterizacion toxicoldgica y determinar su inocuidad pa-
ra el hombre.
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